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Diagnostic value of FLK/BLV antigen in PLA test fol the detection of bovine leukosis

Sumtnary

The aim of our study was to improve the diagnostic value of PLA b_v determining the optimal number of
FLK/BLV cells and ABTS substrata in an enzymatic reaction. Three negative and three positive anti-BLV
rel'erence sera and 598 sera from 6 farms with colvs infected lvith bovine leukemia virus, as rvell as 138 sera
from farm K with non infected corvs łvere used in our experiments. The OD value of positive reference sera in
conjugate dilutions from 1:2000 to l:l0 000 in a group of 10 000 cells/well were 0.02l to 0.089, in a group of
15 000 cells 0.005 to 0.101, and in a group of 20 000 cells from 0.114 to 0.079, The best results were obtained
rl,ith 1:5000 conjugate di|ution and l0 000 ce|ls. The sera from 6 farms shorved 64.2oh,73.0o^,75.9o/, positive
results in ID, ELISA and PLA, respectively. The diagnostic value of PLA was consistent with that of ELISA in
l'arms A, B, G and K but a 2.9o/o difference occurred in the remaining farms. The storage of sera in -20oC for
at least a year disadvantageous|y cffected the PLA results.

Ke__vł,ords: bovine leucosis, diagnosis, PLA

Enzo oty czna białaczka bydła występuj e głównie
u bydła wysokomlecznęgo i cechuje się rozwojem
zmian pro l i feracyj nych układu limfaty czne go, prze -
wlekłą limfocytozą typu B i długim okresem latencji.
Diagnostyka zakażeh bydła witusem btałaczkt - BLV
(Bovine Leukemia Virus) opiera się obecnie na dwu
testach serologicznych - immunodyfuzji (ID) i ELISA
(II , 12, 74, I5, 17). Niezaleznie od wymienionych te-
stów, wykrywanie przeciwciał swoistych czy wirusa
BLV jest mozliwe przy użyciu seroneutralizacji (I9),
RIA (5) czy teżtestu PLA Peroxidase Linked Assay
(21). Osiągnięcia biologii molekularnej dodatkowo
pozwoliĘ na wykorzystanie metody łańcuchowej re-
akcji polimerazy - PCR w diagnostycebiałaczki by-
dła (3, 4, 13, 18, 20). Wstępne, pozytywne wyniki
badań nad pr zy datnością metody PLA do diagnostyki
zakażęń bydła witusem BLV (21) staĘ się inspiracją
do dalszych badań nad wykorzystaniem testu w kon-
tro li sero l o gicznej surowic krow p o ch o dzący ch z dl-
zych gospodarstw hodowlanych.

Celem badań było doskonalenie wartości diagno-
stycznej testu PLA poprzezwykorzystanie w nim jako
antygenu komórek FLI?BLV określenie optymalnej
ich liczby oraz olena przydatności substratu ABTS
w reakcj i immuno en zymaty c znej .

Mateliał i metody

Hodowla komórek FLK/BLV. Antygen do testu PLA
stanowiły kornórki płodu owcy - FLK (Foetal Lamb Kid-
ney) zakażone pennanentnie wirusem białaczkibydła. Za-
rł,iesinę lrodowli komórek o koncentracji l03, 15] i 20rlml
rozlewano do baseników mikropłytki (NUNCLON) o ob-
jętości l00 pl w płynie wzrostowyln RPMI 1640 (GIBCO),
z dodatkiern 8% płodowej surowicy cielęcej i antybioty-
ków (100 pg/ml kanamycyny i t,25 pg/ml fungizonu). Jed-
nowarstwowy wzrost hodowli kornórek uzyskiwano zwy-
kle po 24 godzinach namnazania w temp. 3]"C i w 50ń

atmosferze CO., po czymużywano ich do testu PLA.
utrwalanie komórek. po namnożeniu komorek na mi-

kropłytce zlewano supernatant, przepłukiwano buforem
PBS (l50 pllbasenik), utlwalano zimnym roztworem ace-
tonu (40oń aceton w PBS w ilości 150 p1), po czym ponow-
nie nalewano l00 pl ww. buforu i wstawiano na l0- l 5 mi-
nut do zan,tażarki -20"C. Po usunięciu buforu płytkę osą-
czano na bibule filtracyjnej i suszono przez2 godz. w tem-
peraturze pokojowej. Tak przygotowanych mikropłytek
uzywano bezpośrednio do testu PLA lub przechowywano

1e w zalnrażarce w temp. )0"C do czasu wykonania badania.
Wykonanie reakcji enzymatycznej PLA. Do wszyst-

kich baseników mikropĘtki z komórkami FLK/BLV nale-
wano l00 pl ciepłego buforu PBST i wstawiano do termo-
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statu w temp. 37"C na l5 min. Po usu-
nięciu buforu mikropłytkę dokładnie
osączano i dodawano po l00 pl/basenik
referencyjnej bądż badanej surowicy
rozcieńczonej 1 : l00 w PBST, po czym
inkubowano 1,5 godz. w temp. 37oC,
płukano 3 x 5 min. w buforze PBST i do-
kładnie osączano. Następnie do wszyst-
kich baseników dodawano 100 pl koniu-
gatu rozcieńczonego 1 : 5000, inkubo-
wano 1,5 godz. w temp, 37oC, płukano
3 x 5 min. buforem PBST i ponownie
osączano. Do tak przygotowanych ko-
mórek dodawano po l00 pl substratu
ABTS, po czym po 1,5 godz. inkubacji
w temp, 37"C odczytywano rvynik re-
akcji enzymatycznej.

Bufory i odczynniki: Bufor PBS
stosowano bufor Dulbeco's Phosphated
Buffered Saline (SrGMA); Bufor PBST
(995 rnl PBS + 5 ml Tween 20) lub PBS
Tween tabletes (GrBCO) - 1 tabletka ad
500 ml H.0; Bufor do rozcteńczania su-
rowic i koniugatu - PBST + 20o% suro-
wicy końskiej (SIGMA); Bufor do
utrwalania komórek - 40% aceton
w PBS (nie zawierający jonów Ca*-
i Mg ); Substrat ABTS (2,2'-azino-bis
(3 - ethyl -b e nzathiazol in e- 6 - s u l fon i c
acid) - SIGMA) - 1 tabletkę l0 mg roz-
puszczono w 10 ml buforu boranowe-
go: (3,25 ml 100 mM NaBO. x 4H.O,
39,8 ml 100 mM C6H8O7 x H.O, 30 ml
200 rnMNa'HPO4, HrO red. ad 100 m1),
pH 4,4-4,5. Koniugat - surowica króli-
cza anty IgG bydła (SIGMA) znako-
wana peroksydazau dodawana do wszystkich baseników
w ilości l00 pl zrozcięńczenia l : 5000.

Odczyt wyników. Pojawienie się wyraznego niebiesko-
zielonego zabarwienia w basenikach z dodatnią surowicą
wskazy.wało na obecność i mmuno1o gi czny ch komp l ek sów
antygenlprzeciwciało i po 1,5 godz. dokonywano odczytu
reakcji enzymatycznej. Odczyt ten prowadzono w czytni-
ku ELISA Stat Fax 2100 przy długości fali 405 nm i 630 nm.
P r zy obliczaniu r ze czywi stej warto ś c i li c zb owej ekstynk-
cji (OD) surowicy badanej, odliczano od jej warlości OD
próby ślepej (blank). W oparciu o uzyskane wyniki suro-
wic ujemnych i dodatnich w reakcji immunoperoksydazo-
wej za minimalną wartość odczytu OD dla surowic dodat-
nich przyjęto liczbę 0,100. Wszystkie wartości OD miesz-
czące się poniżej liczby 0,100 przyjęto jako wartości suro-
wic ujemnych.

Odczyn immunodyfuzji w żelu agarozowym (ID). Test
wykonyrvano wg obowiązującej instrukcji (6).

Test ELISA. Przeciwciała anty BLV wykrywano przy
uzyciu zestawu ELISA produkcji Biovet lvanovice, ĆR,
ściśle wg instrukcji producenta.

Surowice. Do badań użyto 3 ujemnych, 3 dodatnich su-
rowic referencyjnych dla wirusa BLV 59B surowic krów
pochodzących z 6 gospodarstw hodowlanych zapowietrzo-
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Tab. 1. Wyniki kontroli serologicznej zakażeń bydła wirusem BLV przy użyciu
testu PLA

Objaśnierlia: l - surowice badano testelT PLA w rok i 3 tyg. po kontroli ELISA,
ll - surowice badano testem PLA w 1,5 roku po kontroli ELISA, k surowice kr,órv
z gospodarstwa, gdzie od wie]u lat nie notowano dodatnich wyników kontroli serolo-
gicznej dla BLV

nych od wielu lat wirusem enzootycznej białaczki bydła
oraz 13B surowic z gospodarstwa K wolnego od białaczki.
Wszystkie surowice referencyjne badano trzykrotnie, a wy-
niki przedstawiono w postaci średniej arytmetycznej. Ogó-
łem w gospodarstwie Azbadano 46 próbek, w B - 10, w C
- 99, w D - 88, w F - 100 i w G J 1 0 próbek. W przypad-
ku gospodarstwa C badanie testem PLA przeprowadzo1-lo
z użyciem 49 surowic przechowywanychprzez rok w temp.
20'C (grupa C I) oraz na 96 surowicach po 1,5 roku prze-

chowywania w ww. temperaturze (grupa C II).

Wyniki i omówienie

Otrzymane rezultaty ilustruje tab. 1 i ryc.1. Wyniki
testu PLA porównano z wynikami odczynu ID oraz
ELISA. Wartości liczbowe OD przy koncentracji
l0 000 komórek w baseniku dla referencyjnych do-
datnich surowic anty-Bl! wahały się od 0,149 do
0,898, przy lżyctu 15 000 komórek - od 0,168 do
0,840, zaś przy 20 000 - od 0,161 do 0,5 1 8 (ryc. 1),

Wartości liczbowe OD dla referencyjnych surowic
ujemnych przy rozclęńczęntach koniugatu 1 : 2000 -
1 : 10 000 wynosiły: w grupie 10 000 komórek od
0,021 do 0,089, w grupie 1 5 000 - od 0,005 do 0, l0l
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Rl,c, l. Średnie wartości ekstynkcji (OD) dla referencyjnych surolric ujemnych i dodatnich antr-BLV
Objaśrrienia: x- warlość liczbowa średniej arytmetycznej dla 3 surowic referencyjnych BLV+, z warlość liczbowa średniej arytme-
tyczrrej dla 3 surowic ujemnych (surowice referencyjne badano 3-krotnie)

i w grupie 20 000 komórek- od 0,114 do 0,079. Bio-
rąc pod uwagę, ze wartości liczbowe OD zarówno dla
surowic ujemnych, jak i dodatnich anty-BLV były
najbardziej r ozbieżne pr zy r ozcieńczenil koniugatu
1 : 2000 i 1 : 3000, zarobocze jego lozcieńczęnleprzy-
jęto 1 : 5000. Trudna jest obiekfina ocena tzw. ,,sza-
rej strefy wyników", jednakże w oparciu o wstępne
wyniki badań najlepsząpowtarzalno śc ręzultatów uzy-
skano przy rozcieńczęnil koniugatu 1 : 5000 i liczbie
l 0 000 komórek/basenik. W pozo staĘ ch r ozcieńczę-
niach koniugatu (1 : 7000-1 : l0 000) wartości liczbo-
we OD dla surowic dodatnich były jednak znacznie
zaniżonę i zb|iżaĘ się do 50%o wartości OD dla roz-
ctęńczęń 1 :4000/1 :6000.

Kontrolę serologiczną surowic krów pocho dzący ch
z 6 gospodarstw hodowlanych zapowietrzonych od
wi elu l at wirus em enzo oty cznej białaczki by dła pr ze -
prowadzono równocześnie testem ID, ELISA i PLA.
Wszystkie wyniki przedstawiono w postaci średniej
arytmeĘcznej z dwu probek odczytllw teście ELISA
i PLA. Uzyskane rezultaty ilustruje tab, 1. Ogółem
w gospodarstwach A-G zbadano 453 probek surowic
nie mrozonych, badanych w okresie do 2 tygodni od
czasu pobrania. W przypadku surowic krów gospo-
darstwa C badanie testem PLA powtórzono na 49 su-
rowicach po roku przechowlrvania w temp. zamrażark1

-20"C (grupa C I) oraz na 96 surowicach po 1,5 roku
przechowywania (grupa C II), Ogółem w badaniach
powtórzonych uzyto l45 surowic krów badanych.

W kontroli serologicznej 453 surowic świeżych, nie
mrozonych stwierdzono 29I (64,2%) dodatnich wy-
nikow w odczynie ID, 33I (73,0%) w ELISA i 344
(75p%) w teście PLA, Niebieskozielone zabarwienie
zawiesiny surowicy badanej w poszczęgólnych base-
nikach jest wyraźnym wskaźnikiem obecności swois-
tych kompleksów antygen BLY - przeciwciało. Właś-
ciwym wskaźnikiem swoistej reakcji jest jednak war-
tość liczbowa ekstynkcji (OD) powyższej reakcji se-
rologicznej. Nalezy stwierdzić, że wartość diagnostycz-
na testu PLA pokrywała się z kontrolą surowic testem
ELISA w gospodarstwach A, B i G, zaś w pozosta-
Ęch notowanaróżfica wynosiła ż,9oń. Znacznie gor-
szerezultaty tesfu PLA odnotowanoptzry kontroli suro-
wic przechowyvvanych przez ohes 1 i 1,5 roku w wa-
runkach temperatury -20" C. Ogółem w grupie C I uzy-
skano 26 (53,0%) dodatnich wyników w odczynie ID,
38 (77,5%) w ELISA i29 (59,2%) w teście PLA, zaś
w grupie CIIIiczba dodatnich wynikow w ID wynosi-
ła 19 (I9,8oń), w ELISA - 35 (36,4Yo), a w teście PLA
tylko 9 (9,4%). Ogołem spośrod 598 zwięrząt bada-
nych dodatni wynik odczynu ID stwierdzono u 336
(56,2%) sztuk, ELISA - l 404 (67,5%) sztuk i tesfu
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immunoperoksydazowego - u 382 (63,8%) sztuk.
W gospodarstwie K, gdzie od wielu lat nie notowano
zakażęhbydła wirusem BLV, wszystkie badane suro-
wice wykazywaĘ ujemny wynik testu PLA.

Trudno na obecnym etapie stwierdzić, co jest powo-
dem tak dużej rozbiezności dodatnich wyników testu
ELISA i PLA. Można tylko przypuszczać, że wytrą-
cone uj emną temperatur ąprzeciw ciała (krio globuliny)
dla BLV zmieniająswoje właściwości tworzenia swo-
istych kompleksow immunologicznych, co w decydu-
jący sposob mogło wpĘnąć na ostatecznąwartość te-
stu PLA. Uzyskane rezultaty pokrywają się z sugestia-
mi innych autorów (cyt. 15), którzy zaznaczają żekńo-
immunologiczne techniki z użyclem peroksydazy
i DAB prowadzą do powstawanla znacznych strątów
nieswoisĘch. W efekcie, w badaniach własnych mo-
gło mieó miejsce wytrącenie globulin odpornościo-
lvych w roztworze, powstanie dużych konglomeratów
przeciwciał, co mogło spowodować zmniejszenie się
ilości miejsc receptorowych i powstawanie wyników
fałszyr,vie ujemnych. Badania wielu autorów wykaza-
Ę,żetestPLA jestprzydatny nie tylko do wykrywania
przeciwciał (8-10, 16), ale i białek wirusowych (21).
S zcze gólną j e go pr zy datno ś ó wykaz ano w diagno sĘc e
pomoru świń (1, 7, I0), zakażnej biegunki bydła (2),
herpeswirusa kotów FHV-1 (22).

Przeprowadzone badania wykazały, ze średnie war-
tości liczbowe ekstynkcji (OD) zarówno dlabadanych
surowic ujemnych, jak i dodatnich były rozbieżneprzy
rozcieńczeniu 1 : 2000 i 1 : 3000, w związku z czym
za robocze rozcieńczenie koniugafu przyj ęto 1 : 5 000,
Najbardziej optymalne wyniki testu PLA uzyskano
równiez przy I0 000 komórekJbasenik. Kontrola 453
surowic badanych w krotkim czasie po pobraniu, w po-
wy ższy ch warunk ac h, v,rykazała po równyi,valn e wyni -
ki z wynikami uzyskanymiprzy pomocy testu ELISA.
Ogołem w kontroli tych surowic stwierdzono 29I
(64,2%) dodatnich rezultatów w odczynie ID, 331
(73,0%) w ELISA i 344 (7 5,9Yo) - w immunoperok-
sydazowym teście PLA. Przechowywanie surowic
w stanie zamrożeńa w temp. )0"C przez ohes co naj-
mniej 1 roku miało zdecydowanie ujemny wpĘw na
ostateczny wynik kontroli serologicznej testem PLA.

Reasumuj ąc należy stwi ęrdzi ć, ze immunop eroksy-
dazowy test PLA jest prosĘm, swoistym i czuĘmte-
stem diagnostycznym do wykrywania zakażęń bydła
wirus em enzo oĘ czneybtałaczki.
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MUELLER R. S., BETTENAY S. V.: Skuteczność
selamektyny w leczeniu cheyletiellozy psów. (Efn-
cacy of selamectin in the treatment of canine chey-
letiellosis). Vet. Rec. 15I,773,200ż (25)

W trzccl-t hodorvlach psólv zarażot,lych roztoczern Cheyletiella vusguri za-

Stosowano selamektytlę w odstępach tygodniowych w ogólnej dawce zalecanej
w 4 powtórzeniach. rvynoszącej od 6 do 12 mg/kg rrrasy ciała. Zeskrobinę po-

chodząca. z porrierzclrorvnyclr warstw skóry. prcparaty sporząclzane z taślrr na-

klejanych na skórę, wtosy i łuszczący się naskórek baclano mikroskopowo przed
przystąpierriem do plcrwszego cyklu teczenia t:raz po zakończclliu ostatniego
cyklu leczcnia U części chorych psórv 11,ystęporł,ał śrviąd i silnc złtlszczanie
naskórka Po zakończeniu ostatniego cyklu leczenia u,ynik badar-ria mikrosko-
pou,ego zcsk1,obiny skóry, taśm przylcpnych i włosórv był negatywny Po lecze-
niu ustąpił świąd skór1.
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