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Applying flow cytometry for evaluating selected cell lines sensitivity to equine arteritis virus infection

Summary

The purpose of the study was to attempt the application of flow cytometry to evaluate the sensitivity of
various cell lines to EAV infections, according to their type and passage number. Monolayers of RK13, Vero,
BHK-21 and MDBK cells were infected with reference EAV strain Bucyrus. First of all the susceptibility of
each cell line to different titers of the virus was tested. The second step was to establish a time course kinetic of
viral infection. Sequentially, starting from 2 to 72 hours post infection the cells were fixed, permeabilized and
stained with FITC monoclonal EAV-specific antibodies. The analysis carried out in Coulter Epics XL (Beckman
Coulter) flow cytometer considered the percentage of EAV infected cells determined in a time range by gating
FITC/Count histograms. Significant differences in the sensitivity to EAV infection in particular cell lines were
found. After 24 h. p.i. most RK13 cells infected with Bucyrus strain showed signs of infection in the titer of
10 TCID,,, whilst in Vero and BHK-21 a similar histogram was not obtained until 100 and 1000 TCID_,
respectively. As early as 10 and 12 h post inoculation significant level of infected cells (37.9 and 18.6%) were
detected in line RK13 passage 36 and 11 respectively. Cell line Vero passage 115 indicated a higher sensitivity
to EAV infection comparing to Vero passage 153. More than 70% of cells from that line were EAV infected
after 24 hours post inoculation. In Vero passage 153 the infected cells (15.4%) were not detected until 36 h.p.i.
The presence of infected cells was found also after 36 h post inoculation in BHK-21 cell line passage 10. The
obtained results indicate that differences in cell line susceptibility to EAV infection depend on their type and

decrease with their passage.
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Wirus zapalenia tetnic koni (EAV — equine arteritis
virus) nalezy do rodziny Arteriviridae, rzedu Nido-
virales. Wirus ten jest szeroko rozpowszechniony
w populacji koni na catym $wiecie i powoduje powaz-
ne straty ekonomiczne w ich hodowli. W warunkach
naturalnych gléwnym rezerwuarem wirusa sa ogiery,
ktore po przechorowaniu staja si¢ czgsto nosicielami
1 siewcami EAV z nasieniem. Identyfikacja ogierow
siewcOw wirusa oparta jest na probie izolacji EAV
znasienia w hodowli komérkowe;j (test zalecany przez
O.LE.). Na zakazenie EAV in vitro wrazliwe sa ko-
morki pierwotnych hodowli makrofagéow, wywodza-
ce si¢ z nerek, ptuc oraz jajnika. Sposrod linii komor-
kowych ciaglych do izolacji wirusa uzywa sig najczgs-
ciej hodowli komorkowej nerki krolika (RK13). Po-
nadto na zakazenie EAV wrazliwe sa hodowle komor-
kowe z nerki nowo narodzonych chomikoéw syryjskich
(BHK-21) oraz nerki afrykanskiej malpy zielone;j
(Vero). Wynik testu izolacji zalezy, migdzy innymi, od

jakos$ci probki nasienia nadestanej do laboratorium,
a takze od wrazliwos$ci uzytej do izolacji hodowli ko-
morkowej. Na wrazliwos$¢ komorek wptyw moze mie¢
zardwno typ, jak 1 wysoko$¢ pasazu hodowli.
Cytometria przeplywowa stuzy do precyzyjnej oce-
ny ilo$ciowej 1 jakosciowej pojedynczych komorek.
Polega na pomiarze pojedynczych komorek lub czas-
tek przeplywajacych przez cytometr w strumieniu cie-
czy oraz na zjawisku fluorescencji barwnikoéw zwia-
zanych z przeciwciatami. Przy uzyciu cytometrii prze-
ptywowej mozna m.in. bada¢ cechy morfometryczne
testowanych obiektow na podstawie ugigcia Swiatla
na brzegach komorek (rozproszenie czolowe $wiatla,
Forward Scatter, FSC), cechy morfologiczne struktur
wewnatrzkomorkowych (ziarnisto$¢) na podstawie
rozproszenia $wiatla na organellach wewnatrzkomor-
kowych 1 blonie komérkowej (rozproszenie boczne
$wiatta, Side Scatter, SSC). Dzigki mozliwosci reje-
stracji fluorescencji o roznej dlugosci fali w réznych
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kanatach, w obecnie stosowanych cytometrach moz-
na bada¢ nawet 17-18 cech komorek jednoczes$nie (BD
LSR II System, BD Biosciences) (10). Analiza cyto-
metryczna znalazta zastosowanie gtownie w diagnos-
tyce klinicznej dzigki mozliwos$ci immunofenotypo-
wania komoérek krwi. Metoda ta pozwala rowniez na
monitorowanie cech morfotycznych komorek, ozna-
czanie ilosci kwasow nukleinowych, bezposrednia
identyfikacj¢ mikroorganizméw i diagnostyke serolo-
giczng. Tradycyjne metody badan wirusologicznych sa
pracochtonne i nie zawsze precyzyjne. Cytometria
przeplywowa pozwala na szybka, specyficzna i iloscio-
wa oceng procesow takich, jak zakazenie. W ostatnich
latach wzrosto znaczenie tej techniki w badaniach wi-
rusologicznych (2, 8).

Celem badan byla proba zastosowania cytometrii
przeptywowej do oceny wrazliwo$ci wybranych linii
komoérkowych na zakazenie EAV w zaleznosci od typu
1 wielkos$ci pasazu hodowli.

Materiat i metody

Linie komoérkowe. Do badan uzyto hodowli komorko-
wych wrazliwych na zakazenie EAV, tj. hodowli komorek
nerki krélika (rabbit kidney RK13, ATCC CCL37) pasaz
11, 36 1 78, nerki malpy zielonej (Vero) pasaz 115 1 153
oraz nerki nowo narodzonych chomikow syryjskich (baby
hamster kidney, BHK-21, ATTC CCL10) pasaz 10 i 60.
Jako kontroli uzyto hodowli komorek nerki bydlgcej MDBK
(ATCC CCL-22) pasaz 83, ktora nie jest wrazliwa na zaka-
zenie EAV. Komorki linii RK 13, Vero oraz MDBK namna-
zano w ptynie wzrostowym MEM Eagle’a (Sigma) z 10%
dodatkiem bydlecej surowicy ptodowej (FBS, Gibco).
Hodowlg BHK-21 zaktadano w ptynie Glasgow MEM
(Sigma) z dodatkiem L-glutaminy, aminokwaséw (Gibco),
tryptozy (Sigma), antybiotykoéw (Sigma) i 10% FBS.
Wszystkie hodowle komorkowe inkubowano w temp. 37°C
w atmosferze 5% CO,.

Adaptacja wirusa do hodowli i jego mianowanie. Do
zakazenia hodowli komérkowych (RK13, Vero i BHK-21)
uzyto szczepu referencyjnego EAV Bucyrus. Wirusem za-
kazano poszczegdlne hodowle zatozone w butelkach o po-
wierzchni 75 ¢cm?. Hodowle z wirusem inkubowano i po
wystapieniu efektu cytopatycznego w 100% zamrazano
w —70°C. Wykonywano po 2-3 pasaze 1 nastgpnie miano-
wano wirusa okreslajac TCID, .

Przygotowanie komorek do badania cytometryczne-
go. Ustalanie wrazliwosci komorek na zakazenie EAV. Jed-
nodniowe, jednowarstwowe hodowle komoérkowe RK13
(pasaz 11), Vero (pasaz 115) i BHK-21 (pasaz 10) w bu-
telkach o powierzchni 25 cm? zakazano przez adsorpcjg
10-krotnie wzrastajacymi dawkami (od 1 do 10° TCID,)
wirusa Bucyrus, adaptowanego do danej linii. Hodowle
inkubowano w temp. 37°C, w atmosferze 5% CO, przez
24 godz., a nastgpnie komorki trypsynizowano i utrwa-
lano.

Ustalanie wrazliwo$ci komérek na zakazenie wiru-
sem w zaleznos$ci od czasu inkubacji. Jednodniowe, jed-
nowarstwowe hodowle komorkowe RK13 (pasaz 11, 36
1 78), Vero (pasaz 115 i 153), BHK-21 (pasaz 10 i 60)
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i MDBK (pasaz 83) w butelkach o powierzchni 25 cm?
zakazano przez adsorpcj¢ wirusem Bucyrus w dawce
10° TCID,, adaptowanym do danej linii. Hodowle inkubo-
wano w temp. 37°C, w atmosferze 5% CO, przez czas od
2 do 72 godz., a nastgpnie komorki trypsynizowano i zbie-
rano do czystych probowek o pojemnosci 15 ml (Falcon).
Ptyn znad hodowli zbierano réwniez. Zawiesing komorek
wirowano przy 500 x g przez 10 min.

Utrwalanie komorek. Komorki z osadu zawieszano
w 5 ml PBS i wirowano przy 500 x g przez 10 min. Super-
natant usuwano, komorki ponownie zawieszano w 1 ml
PBS, a nastgpnie dodawano 1 ml 4% roztworu paraformal-
dehydu (Sigma) (5). Komorki inkubowano w temp. 4°C
przez 15 min. i przeplukiwano jednokrotnie w PBS. Osad
zawieszano w 1 ml PBS i przenoszono do 70% etanolu
schtodzonego do 4°C (9). Komoérki w etanolu przechowy-
wano w temp. —20°C do czasu badan.

Znakowanie komorek. W badaniach cytometrycznych
zastosowano metod¢ immunofluorescencji bezposredniej,
do ktorej uzyto przeciwciat monoklonalnych dla EAV zna-
kowanych fluoresceing (FITC, BioX) o wczes$niej ustalo-
nym rozcienczeniu 1 : 100. Inkubacj¢ z przeciwciatami
FITC przeprowadzano w 37°C przez 1 godz., a nastgpnie
komorki ptukano 3-krotnie i zawieszano w PBS. Komorki
obserwowano pod mikroskopem fluorescencyjnym i spo-
rzadzono dokumentacje fotograficzna.

Pomiar cytometryczny. Pomiar fluorescencji badanych
komorek wykonano w cytometrze przeptywowym Coulter
Epics XL (Beckman Coulter). Komorki analizowano przy
uzyciu oprogramowania System II v. 3.0. Protokdt zawie-
rat 3 wykresy obrazujace:

— wykres punktowy FS/SS — (forward scatter/side scat-
ter) stosunek wielko$ci do ziarnisto$ci komorek,

— histogram FITClog/Count — natgzenie fluorescencji
w skali logarytmicznej do liczby komorek,

— wykres punktowy FITClog/FS — intensywnos¢ fluo-
rescencji w skali logarytmicznej do wielko$ci komorek,

— wykres punktowy FITClog/SS — intensywnos¢ fluo-
rescencji w skali logarytmicznej do ziarnistosci komorek.

Przeptyw komorek przez cytometr ustawiono na pozio-
mie 300 obiektow na sekundg. W analizie brano pod uwa-
ge 50 000 komorek. Jako kontroli uzyto komorek niezaka-
zonych przygotowanych do analizy analogicznie, jak ko-
morki zakazone EAV.

Analize uzyskanych wynikow przeprowadzono z wyko-
rzystaniem programu WinMDI v.2.8.

Wyniki i omowienie

Wrazliwos¢ komorek na zakazenie EAV okreslano
na podstawie najmniejszej dawki szczepu referencyj-
nego Bucyrus wywotujacej w badanej hodowli komor-
kowej zakazenie po 24 godzinach od inokulacji oraz
na podstawie czasu od inokulacji komoérek wirusem
do wykrycia antygenu EAV w komoérkach. Ustalanie
dawki zakaznej dla komorek hodowli RK13, Vero
1 BHK-21 przedstawiaja histogramy naryc. 1. Najwyz-
sza wrazliwos$cia na zakazenie EAV charakteryzowa-

ty sig komorki RK13. Stwierdzono, ze komorki tej li-
nii zakazone dawka wirusa Bucyrus réwna 10 TCID,
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wyrdznialy si¢ wigksza intensywnoscia fluorescencji
od komorek zakazonych mniejsza dawka wirusa oraz
od komorek kontrolnych. Swiadczy to o tym, ze wigk-

szo§¢ komorek RK13
ulegta zakazeniu juz przy
tej dawce wirusa. W ho-
dowli Vero wyrazna
zmiana fluorescencji wi-
doczna w histogramie na-
stapita przy dawce wiru-
sa 100 TCID, , natomiast
w hodowli BHK-21 do-
piero dawka 1000 TCID,,
wywotata zakazenie. Do-
datkowo histogramy ko-
morek Vero zakazonych
dawka 10° i 10* TCID,,
przedstawiaja dwie od-
dzielne populacje komo-
rek — zakazonych (ok.
50%) 1 nie zakazonych
(ok. 50%) wirusem, cze-
g0 nie zaobserwowano
w przypadku RKI13
1BHK-21. W tych liniach
zaobserwowano wzrost
fluorescencji badanych
obiektéw 1 przesuwanie
si¢ wykresu FITClog/
Count w prawa strong.
W kolejnym etapie ba-
dan okre$lono przebieg
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Ryec. 1. Histogramy liniowe FITClog/Count
dla komérek RK13 (A), Vero (B) i BHK-21
nalozone w programie WinMDI v.2.8. Po-
szczegolne wykresy opracowano dla komo-
rek zakazonych réznymi dawkami wirusa.
Kontrola oznacza komorki niezakazone
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kowych w czasie po-
czawszy od 2 do 72 godz.
po zakazeniu. Komorki
przed analiza cytomet-
ryczng obserwowano pod
mikroskopem 1 wykona-
no dokumentacjg fotogra-
ficzna. Wyniki badania
mikroskopowego byly
porownywalne do wyni-
kéw badan cytometrycz-
nych. Stwierdzono, ze
liczba fluoryzujacych ko-
morek rosta wraz z uply-
wem czasu od zakazenia
(ryc. 2). Nastgpnie zawie-
siny komoérek poddano
badaniu w cytometrze
przeptywowym. Wybrane
wyniki przedstawiono
w formie histograméw li-
niowych zestawionych
w programie WinMDI
v. 2.8 na ryc. 3. Odsetek

komorek zakazonych wirusem referencyjnym Bucy-
rus w dawce 10°TCID_ (przy analizie cytometrycznej
5000 komorek z kazdej probki) w miarg uptywu czasu

4

Rye. 2. Obraz mikroskopowy komérek hodowli RK13 pasaz 11 zakazonych wirusem referen-

zakazenia EAV w r6z- cyjnym Bucyrus od 2. do 72. godziny po zakazeniu. Litera K oznaczono kontrole, ktéra stano-
nych hodowlach komor- wily komérki niezakazone
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Ryec. 3. Histogramy liniowe FITClog/Count dla komdérek RK13 pasaz 11 (A), Vero pasaz 115
(B), BHK-21 pasaz 10 (C) i MDBK pasaz 83 (D) nalozone w programie WinMDI v.2.8. Poszcze-
gblne wykresy opracowano dla kolejnych czaséw inkubacji (2-72 godz.) komérek z wirusem
Bucyrus o mianie 10° TCID,. Literami K zaznaczono histogramy dla komérek niezakazonych

FITC (log)
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Odsetek ten rost, osiaga-
jac warto$¢ 55%, a na-
stepnie zaczat stopniowo
spadac, osiagajac warto$¢
19,1%, odpowiednio, po
12 1 72 godz. od zakaze-
nia. Ws$rod komorek
RK13 o pasazu 11 zaob-
serwowano bardzo dyna-
miczny wzrost odsetka
zakazonych komorek od
12 godz. po zakazeniu.
Po 72 godz. od inokula-
cji 91,3% komorek bylo
zakazonych wirusem.
Wigksza wrazliwos$¢ na
zakazenie EAV wykaza-
ta hodowla Vero o pasa-
zu 115 niz Vero o pasazu
153. W pierwszej hodow-
11 5,48% komorek uleglto
zakazeniu po 14 godz. od
inokulacji. Dobg po zaka-
zeniu prawie 70% komo-
rek tej hodowli byto za-

kazonych EAV. W ho-

100 dowli Vero o pasazu 153
£ g & obecnos¢ komorek zaka-
S R / zonych wirusem (15,7%)
.§ 80 / \ / —~—RK13 p.11 stwierdzono dopiero po
S 70 -=-RK13 p.36 36 godz. od zakazenia.
S o A /[ MA ] Rk19p78 | Z kolei w hodowli BHK-
x A / \ / \ / . :erop.:;: -21 pasaz 10 obecno$¢
- : ——Vero p. . ,

5 50 / \{ u ol zakazonych komorek
g 40 _‘V— ——BHK21p.o| Stwierdzono dopiero po
% o /' / \ /\ —wmBK p || 36 godz. od zakazenia ho-
> » dowli o pasazu 10, za$
® 20 w BHK-21 pasaz 60 je-
B 10 dynie 7,15% zakazonych
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Ryec. 4. Odsetek komoérek réznych hodowli o réznej wysoko$ci pasazu zakazonych wirusem

EAV w stosunku do czasu inkubacji

po zakazeniu przedstawiono na ryc. 4. Dawke wirusa
do doswiadczenia wybrano biorac pod uwagg ustalo-
na wczesniej najmniejsza dawke wirusa wywotujaca
zakazenie po 24 godz. we wszystkich uzytych hodow-
lach komoérkowych. Odsetek komorek zakazonych
ustalono po wybramkowaniu komoérek w histogramach
FITClog/Count (3, 11).

Zaobserwowano znaczne roznice we wrazliwosci na
zakazenie EAV poszczego6lnych hodowli. Najszybciej
zakazone komorki wykryto w hodowli RK13 o pasa-
zu 36. W hodowli tej po 8 godz. od inokulacji 6,76%,
a po 10 godz. az 37,9% komorek bylo zakazonych.

ktora stanowita kontrolg
ujemna w badaniach, nie
stwierdzono zakazenia
EAV.

Odsetek zakazonych komoérek w badanych hodow-
lach komoérkowych nie rést liniowo w miarg uptywu
czasu od zakazenia, ze wzgledu na fakt, iz EAV wy-
wotuje efekt cytopatyczny w zakazonych komorkach.
Polega on na zmianie ksztattu komorki, zmianach de-
generacyjnych jadra komérkowego, pojawianiu sig
wtrgtdéw wewnatrzjadrowych 1 wewnatrzcytoplazma-
tycznych, wakuolizacji komorek i ostatecznym ich roz-
padzie. Na wykresach liniowych oraz punktowych
FITClog/SS w hodowlach komérkowych w wigkszo-
$ci badanych hodowli zaobserwowano pojawianie si¢
populacji komoérek o niskiej wartosci fluorescencji oraz
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Ryc. 5. Wykresy punktowe (dotplot) zaleznos$ci fluorescencji (FITC) i ziarnisto$ci komérek (SS)
hodowli Vero pasaz 115: A — 10 godz., B — 24 godz. i C — 72 h po zakazeniu EAV

o matej ziarnistosci (SS) (ryc. 5). Obecnos¢ tej popu-
lacji zwigzana byla prawdopodobnie nie tylko z frag-
mentacja komorek wywotang efektem cytopatycznym,
ale rébwniez przez niezalezne lub zalezne od zakaze-
nia EAV zmiany apoptotyczne i nekrotyczne komorek
(6). Tym mozna wyjasni¢ spadek fluorescencji w wigk-
szo$ci hodowli po 24 godzinach od inokulacji. Spa-
dek ten czesciej wystepowat w hodowlach o wyzszym
pasazu, czyli zalezat prawdopodobnie od wieku ko-
morek. Badania Archambault i St-Laurenta (1) wyka-
zaty, ze EAV indukuje apoptozeg zakazonych komo-
rek. Komorki apoptotyczne w hodowli Vero pojawia-
ty si¢ po 24 godz. od zakazenia hodowli zjadliwym
szczepem terenowym w dawce 0,1 TCID, /dotek, wraz
ze zmianami cytopatycznymi.

Wraz z czasem, ktory uptynal od zakazenia wzra-
stata rowniez liczba wirusa zewnatrzkomoérkowego,
ktéry ze wzgledu na wielko$¢ nie moze by¢ bezpo-
srednio wykryty przez cytometr. Maess 1 wsp. (4)
stwierdzili, ze po 30 godzinach od inokulacji komo-
rek BHK-21 przez EAV wartos¢ TCID,, wirusa ze-
wnatrzkomoérkowego moze by¢ prawie 100-krotnie
wigksza niz wirusa wewnatrzkomorkowego. Badacze
ci obserwowali wystapienie zakazenia w komorkach
linii BHK-21 po 12 godz. od ich zakazenia szczepem
Bucyrus o mianie 300 TCID,;,. W innych badaniach
Wada i wsp. (12) wykazali obecno$¢ antygenow wiru-
sowych po 8 godz. po infekcji komorek BHK-21 wi-
rusem Bucyrus. W badaniach tych najwyzsze miano
wirus osiagnat w 14 godz. po zakazeniu. Wysokie mia-
no wirusa utrzymywato si¢ do 40 godz., a nastgpnie
zaczeto stopniowo spada¢. Wyniki wymienionych ba-
dan sa porownywalne do prezentowanych rezultatow.

Moore i wsp. (6) stwierdzili rbwniez, ze wrazliwos¢
komorek na zakazenie EAV zalezna jest nie tylko od
ich typu, ale rowniez od patogennos$ci szczepu wiru-
sowego. Na podstawie analizy cytometrycznej auto-
rzy stwierdzili, ze w komodrkach RK13 (pasaz 5-15)
znaczaca czg$¢ komorek zostaje zakazona po 12 go-
dzinach od inokulacji szczepem silnie zjadliwym i o
sredniej zjadliwosci, natomiast po zakazeniu szczepem
malo zjadliwym niewielka. Mato wrazliwa na zakaze-
nie okazata sig linia pierwotna komorek nabtonkowych
tetnicy ptucnej konskiej (ECs), w ktérej EAV wykryto

! ciizolatow EAV in vitro
= (7).

Podsumowujac, wraz-
liwo$¢ badanych linii ko-
morkowych na zakazenie
EAV zalezala od rodzaju i wysokos$ci pasazu hodowli.
Najwyzsza wrazliwo$¢ na zakazenie EAV wykazaly
komorki hodowli RK13 oraz Vero o niskim pasazu.
Najmniej wrazliwa na zakazenie EAV wsrod badanych
hodowli okazata si¢ linia BHK-21. Przedstawione ba-
dania wskazuja rdwniez, ze cytometria przeptywowa
jest szybka i wiarygodna metoda diagnostyczna i moze
by¢ zastosowana do badania kinetyki zakazenia EAV
oraz zmian apoptotycznych i nekrotycznych (1).
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