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Ocena przydatnoSci antygenu FLK/BLV w teScie PLA
przy rozpoznawaniu enzootycznej hiataczki bhydta
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Buzata E., Rutka J.
Diagnostic value of FLK/BLV antigen in PLA test for the detection of hovine leukosis

Summary

The aim of our study was to improve the diagnostic value of PLA by determining the optimal number of
FLK/BLYV cells and ABTS substrata in an enzymatic reaction. Three negative and three positive anti-BLV
reference sera and 598 sera from 6 farms with cows infected with bovine leukemia virus, as well as 138 sera
from farm K with non infected cows were used in our experiments. The OD value of positive reference sera in
conjugate dilutions from 1:2000 to 1:10 000 in a group of 10 000 cells/well were 0.021 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
with 1:5000 conjugate dilution and 10 000 cells. The sera from 6 farms showed 64.2%, 73.0%, 75.9% positive
results in ID, ELISA and PLA, respectively. The diagnostic value of PLA was consistent with that of ELISA in
farms A, B, G and K but a 2.9% difference occurred in the remaining farms. The storage of sera in —20°C for
at least a year disadvantageously effected the PLA results.
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Enzootyczna biataczka bydta wystepuje gtownie
u bydta wysokomlecznego i cechuje si¢ rozwojem
zmian proliferacyjnych uktadu limfatycznego, prze-
wlekta limfocytoza typu B 1 dlugim okresem latencji.
Diagnostyka zakazen bydta wirusem biataczki — BLV
(Bovine Leukemia Virus) opiera si¢ obecnie na dwu
testach serologicznych — immunodyfuzji (ID) 1 ELISA
(11,12, 14,15, 17). Niezaleznie od wymienionych te-
stow, wykrywanie przeciwciat swoistych czy wirusa
BLYV jest mozliwe przy uzyciu seroneutralizacji (19),
RIA (5) czy tez testu PLA — Peroxidase Linked Assay
(21). Osiagnigcia biologii molekularnej dodatkowo
pozwolity na wykorzystanie metody tancuchowej re-
akcji polimerazy — PCR w diagnostyce biataczki by-
dla (3, 4, 13, 18, 20). Wstgpne, pozytywne wyniki
badan nad przydatnos$cia metody PLA do diagnostyki
zakazen bydta wirusem BLV (21) staly sig inspiracja
do dalszych badan nad wykorzystaniem testu w kon-
troli serologicznej surowic kréw pochodzacych z du-
zych gospodarstw hodowlanych.

Celem badan bylo doskonalenie wartodci diagno-
stycznej testu PLA poprzez wykorzystanie w nim jako
antygenu komorek FLK/BLYV, okreslenie optymalne]
ich liczby oraz ocena przydatnosci substratu ABTS
w reakcji immunoenzymatycznej.

Materiat i metody

Hodowla komérek FLK/BLV. Antygen do testu PLA
stanowity komorki ptodu owcy — FLK (Foetal Lamb Kid-
ney) zakazone permanentnie wirusem biataczki bydta. Za-
wiesine hodowli komorek o koncentracji 10%, 15 i 20°/ml
rozlewano do basenikéw mikroptytki (NUNCLON) o ob-
jetosci 100 ul w ptynie wzrostowym RPMI 1640 (GIBCO),
z dodatkiem 8% plodowej surowicy cielgeej i antybioty-
kow (100 pg/ml kanamycyny i 1,25 png/ml fungizonu). Jed-
nowarstwowy wzrost hodowli komorek uzyskiwano zwy-
kle po 24 godzinach namnazania w temp. 37°C 1 w 5%
atmosferze CO., po czym uzywano ich do testu PLA.

Utrwalanie komérek. Po namnozeniu komorek na mi-
kroptytce zlewano supernatant, przeptukiwano buforem
PBS (150 pl/basenik), utrwalano zimnym roztworem ace-
tonu (40% aceton w PBS w ilosci 150 ul), po czym ponow-
nie nalewano 100 ul ww. buforu i wstawiano na 10-15 mi-
nut do zamrazarki —20°C. Po usuni¢ciu buforu ptytke osa-
czano na bibule filtracyjnej i suszono przez 2 godz. w tem-
peraturze pokojowej. Tak przygotowanych mikroptytek
uzywano bezposrednio do testu PLA lub przechowywano
je w zamrazarce w temp. —20°C do czasu wykonania badania.

Wykonanie reakcji enzymatycznej PLA. Do wszyst-
kich basenikéw mikrophytki z komérkami FLK/BLYV nale-
wano 100 pl cieptego buforu PBST i wstawiano do termo-
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statu w temp. 37°C na 15 min. Po usu-
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Tab. 1. Wyniki kontroli serologicznej zakazen bydla wirusem BLV przy uzyciu

ni¢ciu buforu mikroptytke dokladnie testu PLA

osaczano i dodawano po 100 pl/basenik Liczba R T

refer_er}cyjnej badZ badanej surowicy Gospodarstwo | zwierzat | Wynik pIEzy

rozcienczonej 1 : 100 w PBST, po czym badanych ID ELISA PLA

inkubowano 1,5 godz. w temp. 37°C,

ptukano 3 x 5 min. w buforze PBST i do- A 46 g 34 (73,9%) | 39 (84,7%) | 39 (84,7%)

ktadnie osaczano. Nastepnie do wszyst- - 12 L B

kich basenikow dodawano 100 pl koniu- B 10 + 10 (100%) | 10 (100%) | 10 (100%)

gatu rozcienczonego 1 : 5000, inkubo- = 0 0 0

wano 1,5 godz. w temp. 37°C, ptukano 0 o a

3 x 5 min. buforem PBST i ponownie c 99 + i (218,8&) 91 (9;,9/0) 92 (9;,9/0)

osaczano. Do tak przygotowanych ko-

morek dodawano po 100 pl substratu D 88 + 72 (81,8%) | 78 (88,6%) | 88 (100%)

ABTS, po czym po 1,5 godz. inkubacji - 16 10 0

w temp. 37°C odczytywano wynik re- F 100 + 44 (44,0%) | 54 (54,0%) | 56 (56,0%)

akcji enzymatyczne;j. ~ 56 46 54
Bufory i odczynniki: Bufor PBS — 0 5 0

stosowano bufor Dulbeco’s Phosphated G 110 i d (%50’4 RINIRS (553;’6 IR (5531’6 %)

Buffered Saline (SIGMA); Bufor PBST

(995 ml PBS + 5 ml Tween 20) lub PBS Razem 453 ¥ 291 (64,2%) | 331 (73,0%) | 344 (75,9%)

Tween tabletes (GIBCO) — 1 tabletka ad -

500 ml H,0; Bufor do rozcienczania su- Cl 19 + 26 (53,0%) | 38 (77,5%) | 29 (59,2%)

rowic 1 koniugatu — PBST + 20% suro- = 23 11 20

wicy konskiej (SIGMA); Bufor do + 19 (19,8%) | 35 (36,4%) | 9 (3,4%)

utrwalania komorek — 40% aceton CH 9 & 77 61 87

w PBS (nie zawierajacy jonow Ca™ ;

1 Mg"); Substrat ABTS (2,2"-azino-bis K 138 = 138 138 138

(3-ethyl-benzathiazoline-6-sulfonic | Liczba zwierzgt o + 336 (56,2%) | 404 (67,5%) | 382 (63,8%)

acid) — SIGMA) — 1 tabletke 10 mgroz- | badanych ogétem - 400 332 354

puszczono w 10 ml buforu boranowe-
go: (3,25 ml 100 mM NaBO, x 4H,0,
39,8 ml 100 mM C H.O, x H,0, 30 ml
200 mM Na,HPO,, H O red. ad 100 ml),
pH 4.,4-4,5. Koniugat — surowica kroli-
cza anty 1gG bydta (SIGMA) znako-
wana peroksydaza, dodawana do wszystkich basenikéw
w ilosci 100 pl z rozcienczenia 1 : 5000.

Odczyt wynikow. Pojawienie si¢ wyraznego niebiesko-
zielonego zabarwienia w basenikach z dodatnia surowica
wskazywato na obecnos¢ immunologicznych kompleksdéw
antygen/przeciwciato i po 1,5 godz. dokonywano odczytu
reakcji enzymatycznej. Odczyt ten prowadzono w czytni-
ku ELISA Stat Fax 2100 przy dtugosci fali 405 nm 1630 nm.
Przy obliczaniu rzeczywistej wartosci liczbowej ekstynk-
¢ji (OD) surowicy badanej, odliczano od jej wartosci OD
proby slepej (blank). W oparciu o uzyskane wyniki suro-
wic ujemnych i dodatnich w reakcji immunoperoksydazo-
wej za minimalna warto$¢ odezytu OD dla surowic dodat-
nich przyjeto liczbg 0,100. Wszystkie wartosci OD miesz-
czace sig ponizej liczby 0,100 przyjeto jako warto$ci suro-
wic ujemnych.

Odczyn immunodyfuzji w zZelu agarozowym (ID). Test
wykonywano wg obowigzujacej instrukeji (6).

Test ELISA. Przeciwciata anty BLV wykrywano przy
uzyciu zestawu ELISA produkcii Biovet Ivanovice, CR,
scisle wg instrukcji producenta.

Suroewice. Do badan uzyto 3 ujemnych, 3 dodatnich su-
rowic referencyjnych dla wirusa BLV, 598 surowic kréw
pochodzacych z 6 gospodarstw hodowlanych zapowietrzo-

gicznej dla BLV

Objasnienia: I — surowice badano testem PLA w rok 1 3 tyg. po kontroli ELISA,
Il — surowice badano testem PLA w 1,5 roku po kontroli ELISA, k — surowice krow
z gospodarstwa, gdzie od wielu lat nie notowano dodatnich wynikoéw kontroli serolo-

nych od wielu lat wirusem enzootycznej biataczki bydla
oraz 138 surowic z gospodarstwa K wolnego od biataczki.
Wszystkie surowice referencyjne badano trzykrotnie, a wy-
niki przedstawiono w postaci sredniej arytmetycznej. Ogo-
tem w gospodarstwie A zbadano 46 probek, w B— 10, w C
—99, wD-88 wF-1001wG-110 probek. W przypad-
ku gospodarstwa C badanie testem PLA przeprowadzono
z uzyciem 49 surowic przechowywanych przez 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 oméwienie

Otrzymane rezultaty ilustruje tab. 1 1 ryc.1. Wyniki
testu PLA poréwnano z wynikami odczynu ID oraz
ELISA. Wartosci liczbowe OD przy koncentracji
10 000 komorek w baseniku dla referencyjnych do-
datnich surowic anty-BLV, wahaty si¢ od 0,149 do
0,898, przy uzyciu 15 000 komoérek — od 0,168 do
0,840, za$ przy 20 000 — od 0,161 do 0,518 (ryc. 1).

Wartosci liczbowe OD dla referencyjnych surowic
ujemnych przy rozcieficzeniach koniugatu 1 : 2000 —
1 : 10 000 wynosity: w grupie 10 000 komorek — od
0,021 do 0,089, w grupie 15 000 — od 0,005 do 0,101
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0.2 Rozciericzenie koniugatu
Surowice Koncentracja
referencyine 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10 000 Kotk
BLV+ 0,898* 0,471 0,548 0,415 0,371 0,263 0,295 0,200 0,149 10 000
BLV- 0,0942 0,089 0,081 0,084 0,065 0,038 0,057 0,032 ’ 0,021 10 000
BLV+ 0,840 0,321 0,603 0,457 0,423 0,284 0,320 0,175 0,168 15 000
BLV- 0,101 0,009 0,056 0,071 0,081 0,046 0,035 0,005 0,028 15 000
| BLV+ 0,327 0,161 0,518 0,517 0,355 0,263 0,416 0,221 0,237 20 000
BLV- -0,014 [ 0,033 0,075 0,079 0, 056 L 0,016 0,047 0,011 0.044 20 000

Rye. 1. Srednie wartosci ekstynkeji (OD) dla referencyjnych surowic ujemnych i dodatnich anty-BLV
Objasnienia: x— warto$¢ liczbowa Sredniej arytmetycznej dla 3 surowic referencyjnych BLV+, z — warto$¢ liczbowa $redniej arytme-
tycznej dla 3 surowic ujemnych (surowice referencyjne badano 3-krotnie)

1w grupie 20 000 komorek — od —0,114 do 0,079. Bio-
rac pod uwagg, ze wartosci liczbowe OD zarowno dla
surowic ujemnych, jak i dodatnich anty-BLV byly
najbardziej rozbiezne przy rozcienczeniu koniugatu
1:200011 : 3000, za robocze jego rozcienczenie przy-
jeto 1 : 5000. Trudna jest obiektywna ocena tzw. ,,sza-
rej strefy wynikow”, jednakze w oparciu o wstepne
wyniki badan najlepszq powtarzalnos¢ rezultatow uzy-
skano przy rozcieficzeniu koniugatu 1 : 5000 1 liczbie
10 000 komorek/basenik. W pozostalych rozciencze-
niach koniugatu (1 : 7000-1 : 10 000) warto$ci liczbo-
we OD dla surowic dodatnich byly jednak znacznie
zanizone 1 zblizaty si¢ do 50% wartosci OD dla roz-
cienczen 1 : 4000/1 : 6000.

Kontrolg serologiczna surowic krow pochodzacych
z 6 gospodarstw hodowlanych zapowietrzonych od
wielu lat wirusem enzootycznej biataczki bydta prze-
prowadzono réwnoczesnie testem ID, ELISA i PLA.
Wszystkie wyniki przedstawiono w postaci Sredniej
arytmetycznej z dwu probek odczytu w tescie ELISA
1 PLA. Uzyskane rezultaty ilustruje tab. 1. Ogdtem
w gospodarstwach A-G zbadano 453 probek surowic
nie mrozonych, badanych w okresie do 2 tygodni od
czasu pobrania. W przypadku surowic kréw gospo-
darstwa C badanie testem PLA powtdrzono na 49 su-
rowicach po roku przechowywania w temp. zamrazarki

—20°C (grupa C I) oraz na 96 surowicach po 1,5 roku
przechowywania (grupa C II). Ogotem w badaniach
powtdrzonych uzyto 145 surowic kréw badanych.

W kontroli serologicznej 453 surowic $wiezych, nie
mrozonych stwierdzono 291 (64,2%) dodatnich wy-
nikéw w odczynie ID, 331 (73,0%) w ELISA i 344
(75,9%) w tescie PLA. Niebieskozielone zabarwienie
zawiesiny surowicy badanej w poszczegolnych base-
nikach jest wyraznym wskaznikiem obecnosci swois-
tych kompleksow antygen BLV — przeciwciato. Wtas-
ciwym wskaznikiem swoistej reakcji jest jednak war-
tos¢ liczbowa ekstynkcji (OD) powyzszej reakcji se-
rologicznej. Nalezy stwierdzi¢, ze wartos¢ diagnostycz-
na testu PLA pokrywala si¢ z kontrolg surowic testem
ELISA w gospodarstwach A, B 1 G, za§ w pozosta-
tych notowana réznica wynosita 2,9%. Znacznie gor-
sze rezultaty testu PLA odnotowano przy kontroli suro-
wic przechowywanych przez okres 11 1,5 roku w wa-
runkach temperatury —20°C. Ogotem w grupie C I uzy-
skano 26 (53,0%) dodatnich wynikéw w odczynie ID,
38 (77,5%) w ELISA 1 29 (59,2%) w tescie PLA, za$
w grupie C1I liczba dodatnich wynikéw w ID wynosi-
ta 19 (19,8%), w ELISA — 35 (36,4%), a w tescic PLA
tylko 9 (9,4%). Ogotem sposrod 598 zwierzat bada-
nych dodatni wynik odczynu ID stwierdzono u 336
(56,2%) sztuk, ELISA — u 404 (67,5%) sztuk i testu
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immunoperoksydazowego — u 382 (63,8%) sztuk.
W gospodarstwie K, gdzie od wielu lat nie notowano
zakazen bydta wirusem BLV, wszystkie badane suro-
wice wykazywaty ujemny wynik testu PLA.

Trudno na obecnym etapie stwierdzic, co jest powo-
dem tak duzej rozbieznosci dodatnich wynikow testu
ELISA i PLA. Mozna tylko przypuszczac, ze wytra-
cone ujemna temperaturg przeciwciata (krioglobuliny)
dla BLV zmieniaja swoje wlasciwo$ci tworzenia swo-
istych komplekséw immunologicznych, co w decydu-
jacy sposob mogto wptynad¢ na ostateczng wartos¢ te-
stu PLA. Uzyskane rezultaty pokrywaja si¢ z sugestia-
mi innych autorow (cyt. 15), ktorzy zaznaczaja, ze krio-
immunologiczne techniki z uzyciem peroksydazy
1 DAB prowadza do powstawania znacznych stratow
nieswoistych. W efekcie, w badaniach wtasnych mo-
glo mie¢ miejsce wytracenie globulin odpornoscio-
wych w roztworze, powstanie duzych konglomeratow
przeciwcial, co moglo spowodowaé zmniejszenie si¢
ilosci miejsc receptorowych i powstawanie wynikow
fatszywie ujemnych. Badania wielu autoréw wykaza-
ty, ze test PLA jest przydatny nie tylko do wykrywania
przeciwcial (8-10, 16), ale 1 biatek wirusowych (21).
Szczegolna jego przydatnos¢ wykazano w diagnostyce
pomoru $win (1, 7, 10), zakaznej biegunki bydta (2),
herpeswirusa kotéw FHV-1 (22).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze $rednie war-
tosci liczbowe ekstynkcji (OD) zaréwno dla badanych
surowic ujemnych, jak i dodatnich byty rozbiezne przy
rozcienczeniu 1 : 20001 1 : 3000, w zwiazku z czym
zarobocze rozcienczenie koniugatu przyjeto 1 : 5000.
Najbardziej optymalne wyniki testu PLA uzyskano
réwniez przy 10 000 komoérek/basenik. Kontrola 453
surowic badanych w krotkim czasie po pobraniu, w po-
wyzszych warunkach, wykazata poréwnywalne wyni-
ki z wynikami uzyskanymi przy pomocy testu ELISA.
Ogoétem w kontroli tych surowic stwierdzono 291
(64,2%) dodatnich rezultatow w odczynie 1D, 331
(73,0%) —w ELISA 1344 (75,9%) — w immunoperok-
sydazowym teécie PLA. Przechowywanie surowic
w stanie zamrozenia w temp. —20°C przez okres co naj-
mniej 1 roku miato zdecydowanie ujemny wptyw na
ostateczny wynik kontroli serologicznej testem PLA.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze immunoperoksy-
dazowy test PLA jest prostym, swoistym i czutym te-
stem diagnostycznym do wykrywania zakazen bydta
wirusem enzootycznej biataczki.
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W trzech hodowlach pséw zarazonych roztoczem Cheyvletiella yasguri za-
stosowano selamektyng w odstgpach tygodniowych w ogélnej dawce zalecanej
w 4 powtorzeniach, wynoszacej od 6 do 12 mg/kg masy ciata. Zeskrobing po-
chodzaca z powierzchownych warstw skory, preparaty sporzadzane z tasm na-
klejanych na skore, wtosy 1 tuszezacy sig¢ naskorek badano mikroskopowo przed
przystapieniem do picrwszego cyklu leczenia oraz po zakoficzehiu ostatniego
cyklu leczenia. U czgsei chorych psow wystepowal $wiad 1 silne ztuszezanie
naskorka. Po zakonczeniu ostatniego cyklu leczenia wynik badania mikrosko-
powego zeskrobiny skory, tasm przylepnych 1 wtoséw byt negatywny. Po lecze-
niu ustapit $wiad skory.
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