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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest test paskowy do wykrywania enzootycznej biataczki bydta po-
przez oznaczenie przeciwciat anty-BLV w prébce mleka krowiego. Wynalazek dotyczy takze sposobu
wykrywania enzootycznej biataczki bydta z wykorzystaniem tego testu paskowego.

Testy paskowe sa od wielu lat z powodzeniem wykorzystywane zaréwno w diagnostyce medycz-
nej jak i weterynaryjnej, a takze w rolnictwie, przemy$le spozywczym i ochronie srodowiska. Charakte-
ryzuja sie one prostota wykonania, duza czutoscia i niska cena. W medycynie weterynaryjnej stosuje
sie testy zaréwno do badan zwierzat gospodarskich (kréw, drobiu, owiec, swin) jak i zwierzat domowych,
gtéwnie psoéw i kotow. Stosowane sa testy wykrywajace bakterie, wirusy, choroby alergiczne, ale takze
badajace np. zdolno$¢ do rozrodu.

Enzootyczna biataczka bydta (EBL) jest choroba zakazna bydta wywotana przez retrowirusa typu
C, BLV (ang. Bovine Leukemia Virus), i polegajaca na rozro$cie komoérek uktadu limfatycznego. Cho-
roba charakteryzuje sie diugim okresem inkubacji (do 7 lat) i w wiekszo$ci przypadkéw (ok. 60%) prze-
biega bezobjawowo, ale nie jest to zwiazane z latencja wirusa, poniewaz jak wykazano, niektére komaorki
eksprymowaty wirusa (Powers i wsp., 1992). U czesci dorostego bydta (10-30%) dochodzi do tworzenia
sie torbieli limfatycznych, u 1-10% powstajg miesaki limfatyczne na réznych narzadach wewnetrznych
z wyraznym wzrostem liczby limfocytéw B w okolicach miesaka. Najczesciej wystepujacymi objawami
jest utrata wagi, obnizenie mlecznosci, zaburzenia trawienia, powiekszenie weztéw chtonnych, poraze-
nie tylnych czeséci ciata (Polat i wsp., 2017).

Enzootyczna biataczka bydta jest jedna z przyczyn znaczacych strat finansowych w stadach
mlecznych. Badania méwig o spadku mlecznosci kréw zainfekowanych BLV od 2,5 do 2,7% i spadku
0 7% liczby pocze¢ (Ott i wsp., 2003).

Poniewaz choroba przez poczatkowy, dtugi okres przebiega bezobjawowo, jedynym skutecz-
nym sposobem zapobiegania rozprzestrzeniania sie infekcji jest czesta diagnostyka serologiczna
i eliminowanie zakazonych zwierzat. Badania serologiczne przeprowadza sie u zwierzat powyze;j 6.
miesiaca, gdy zanikaja juz przeciwciata matczyne. Sam wirus moze by¢ wykryty przy uzyciu mikro-
skopu elektronowego w izolowanych limfocytach obwodowych, a wirusowe DNA mozZna oznaczy¢
sposobem PCR. Najczesciej w diagnostyce biataczki bydta stosowane sg sposoby immunologiczne:
test immunodyfuzji w zelu (AGID), test immunoenzymatyczny (ELISA) oraz oznaczenia radioimmu-
nologiczne. W sposobach tych wykrywa sie przeciwciata przeciwko antygenowym biatkom gp51
i p24. W literaturze mozna znalez¢ wiele sprzecznych informacji dotyczacych przydatnosci obu an-
tygendéw w diagnostyce. Wydaje sie jednak, ze przeciwciata przeciwko gp51 pojawiaja sie szybcie;
w surowicy, ich miano jest wyZzsze i wystepuja w pozytywnych prébkach w zdecydowanie wiekszej
ilosci (Choi i wsp., 2002, Bicka i wsp., 2001).

Patent PL214884 opisuje test ELISA do wykrywania biataczki enzootycznej u bydta, charakteryzujacy
sie tym, ze zawiera wysokooczyszczony antygen gpS1 BLV uzyskany z medium hodowlanego znad komé-
rek FLK-BLV pozbawionego catkowicie surowicy bydlece]. Taki sposéb otrzymywania antygenu gp51 za-
pewnia jego petna glikozylacje, co wptywa na jego reaktywnosc¢ i zapewnia wysoka czutos$é testu.

Natomiast patent PL217257 ujawnia sposob wykrywania enzootycznej biataczki bydfa i zestaw
do wykrywania metoda ELISA, charakteryzujacy sie tym, ze w prébce pobranej od badanego zwierze-
cia, zwtaszcza surowicy lub mleku, wykrywa sie obecnos$¢ przeciwciat przeciwko antygenowym biatkom
wirusa BLV, zwtaszcza antygenom gp51 lub p24.

W literaturze nie-patentowej opisano paskowy test immunochromatograficzny z wykorzystaniem
antygenu gp51 znakowanego koloidalnym ziotem oraz monoklonalnego przeciwciata immobilizowa-
nego na membranie testowe]. Test oparty jest na konkurencyjnym wigzaniu sie antygenu gp51 z prze-
ciwciatami bydlecymi obecnymi w surowicy bydlecej i przeciwciatami monoklonalnymi na membranie.
Czutosé tego testu jest niska 1:10 w poréwnaniu z surowicg referencyjng E05 (Kim i wspotpr., 2016).

Zgtoszenie chinskie CN101303351 opisuje test paskowy do wykrywania enzootycznej biataczki
bydta w surowicy krwi z wykorzystaniem biatka gp51 i immunochromatografii opartej na koloidalnym
ztocie, przy czym antygen p51 eksprymowany jest w systemie bakteryjnym, nie jest wiec glikoproteina.

Celem wynalazku byto zatem opracowanie prostego i szybkiego testu, ktéry mégtby by¢ wykony-
wany w warunkach terenowych nawet przez niewykwalifikowane osoby, np. hodowcéw.

Przedmiotem wynalazku jest test paskowy do wykrywania enzootycznej biataczki bydta poprzez
oznaczenie przeciwciat anty-BLV w probce charakteryzujacy sie tym, ze zawiera glikozylowany anty-
gen gp51 immobilizowany na membranie nitrocelulozowej oraz biatka A, G, A/G znakowane barwnymi
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nanoczasteczkami, a takze bibute szklana umieszczona na poczatku paska testowego, do filtrowania
prébki, przy czym analizowana probka jest mleko krowie.

Korzystnie bibute szklang stanowi Whatman GF, MF1, AH934 |lub Fusion 5 nasycone roztwo-
rem 20 mM Tris pH 7,5 z dodatkiem 0,2 % kazeiny i 0,1% Tween 20.

Test paskowy wedtug wynalazku, charakteryzuje sie tym, ze zawiera antygen gp51 otrzymywany
w systemie bakulowirusowym.

Test paskowy wedtug wynalazku, charakteryzuje sie tym, ze antygen gp51 otrzymywany jest
w komorkach FLK-BLV.

Korzystnie barwne nanoczasteczki stanowi koloidalne ztoto o $srednicy 20—-50 nm, nanoczasteczki
wegla o $rednicy 10-20 nm lub barwne nanoczasteczki polistyrenowe o $rednicy 50—200 nm.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposdb wykrywania enzootycznej biataczki bydta z wyko-
rzystaniem testu paskowego wedtug wynalazku, obejmujacy nastepujace etapy:

a. proébke mleka rozciencza sie trzykrotnie 20 mm buforem Tris-HCI pH 7,5 zawieraja-
cym 0,3 % kazeine i 0,15% Tween 20;

b. probke mleka wkrapla sie do okienka na kasetce testowe;j i inkubuje przez 10 minut;

c. odczytuje sie wynik testu w okienku testowym, przy czym jedna kreska lub plamka oznacza
wynik negatywny, a dwie kreski lub plamki oznaczaja wynik pozytywny.

Do zalet opracowanego testu wedtug wynalazku naleza:

a) uzycie do oznaczen probki mleka (eliminacja etapu pobierania krwi i oddzielania surowicy);
b) zapobieganie rozprzestrzeniania sie zakazen;

¢) minimalizacja strat ekonomicznych;

d) monitorowanie czystosci mleka w odniesieniu do zakazenia wirusem BLV.

Uzycie mleka do testu paskowego utrudnia wykonanie testu paskowego z powodu obecnosci
duzej ilosci ttuszczu. Problem ten rozwiazano przez rozciehczenie mleka roztworem zawierajacym de-
tergenty oraz dzieki uzyciu na pasku testowym bibut szklanych filtrujacych tluszcz.

Ponadto, istotne jest, ze nawet po 12 miesigcach test zachowuje okoto 83% swojej pierwotne;
aktywnosci, co tylko nieznacznie wptywa na jego czuto$¢. Poczatkowa czuto$¢ wynosi 1:1000, koricowa
1:800, przy czym wymagana czuto$¢ dla takiego testu wynosi 1 :250.

Test charakteryzuje sie wysoka czutoscia i swoistoscia i daje dobra zgodnos¢ wynikéw z komer-
cyjnymi testami ELISA.

Test ELISA
po2yTywne negatywne
N=31 N-5B
pozytywne 28 2
negatywne 3 56
Test paskowy

Czulase 8¢ 3% Speoyficznose 96,5%

Test daje negatywny wynik z surowicami pozytywnymi pod katem innych wiruséw bydlecych:
BIV, BVD i BVH.

Przedmiot wynalazku pokazano na rysunku, ktéry przedstawia zdjecie opracowanego testu
paskowego i jego wyniki z surowica standardowa anty BLV E05 rozciericzona w normalnym mleku.

Rozwiazanie wedtug wynalazku przedstawiono w przyktadach wykonania, ktére jednak nie maja
ogranicza¢ zakresu tego wynalazku, a raczej go zilustrowaé w celu tatwiejszego zrozumienia.

Przykiady
Przyktad 1. Otrzymywanie antygenu gp51 w systemie bakulowirusowym

Komorki Sf9 Mimic (Life Technologies, USA) zakazono bakulowirusem z wklonowanym genem ko-
dujacym biatko gp51. Miano wirusa okre$lono sposobem seryjnych rozcienczen. Ekspresje konstruktu
bakulowirusowego prowadzono w objetosci 1000 ml w medium bez surowicy (CCM3, Becton-Dickinson
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lub ESF921, Expression Systems). Po 48 godzinach od zakazenia bakulowirusem komaorki odwirowy-
wano, a medium po hodowli dializowano przez kilkadziesiat godzin wobec buforu fosforanowego. Preparat
nanoszono na ztoze NiNTA-agaroza i eluowano zwiazane biatko skokowym gradientem imidazolu. Analize
zebranych frakcji wykonano sposobami dot-blottingu z przeciwciatem 9E10. Frakcje o najwiekszym ste-
zeniu gpS1 faczono (frakcje po elucji 50, 100 i 200 mM imidazolem) i dializowano wobec buforu TBS.
Otrzymane preparaty nastepnie zageszczono za pomoca kartridzy Amicon (Merck Millipore, Niemcy). Sto-
pieh oczyszczenia preparatéow zbadano za pomoca elektroforezy SDS-PAGE i barwienia CBB. Preparaty
po elucji 100 i 200 mM imidazolem charakteryzowaty sie najwiekszym stopniem oczyszczenia.

Przyktad 2. Otrzymywanie biatka A/G znakowanego koloidalnym ziotem

Do 10 ml 0,1% roztworu koloidalnego ztota o $rednicy czastek okoto 40 nm, zawierajacego
10 mM bufor boranowy pH 8,0 dodano 100 pg biatka A/G i mieszano przez 1 godz. w temperaturze
pokojowej. Nastepnie dodano 1 ml roztworu zawierajgcego 1% kazeine i 0,1 % Tween 20 w 20 mM
buforze boranowym o pH 8,0. Roztwér odwirowano przy 20 000 x g przez 15 min, przemyto i zawie-
szono w 2 ml 0,2% kazeiny z 0,05% Tween 20 w 20 mm buforze boranowym o pH 8,0.

Przykiad 3. Otrzymywanie biatka A znakowanego nanoczagsteczkami wegla

Do 10 ml 0,2% roztworu nanoczasteczek wegla (nanoczasteczki wegla Special Black 4 i Printex30
firmy Orion lub Carbon black 510 i 610 firmy Dimacolor o srednicy okoto 20 nm) w 5 mM buforze borano-
wym o pH 8,0 dodano 50 ug biatka A i mieszano przez 18 godz. w temperaturze 4°C. Nastepnie dodano
1 ml roztworu zawierajacego 1% kazeine i 0,1% Tween 20 w 20 mM buforze boranowym o pH 8,0. Roz-
twor odwirowano przy 20 000 x g przez 15 min, przemyto i zawieszono w 2 ml 0,2% kazeiny
z 0,05% Tween20 w 20 mm buforze boranowym o pH 8,0.

Przykitad 4.0Otrzymywanie paska testowego

Znakowane biatko A/G naniesiono na bibute z widkien szklanych GFDX Glass Fiber Conjugate
Pads firmy Millipore. Na membrane nitrocelulozowa HF120 lub HF135 firmy Millipore naniesiono,
w postaci linii lub plamki, roztwér antygenu gp51 (linia testowa) i immunoglobuliny bydlece (linia kon-
trolna). Bibute z barwnym koniugatem naklejono na poczatku bibuty nitrocelulozowej, z kolei bibute
szklana do nanoszenia prébki naklejono na koniugat. Na koncu bibuty nitrocelulozowej umieszczono
zwykta bibute celulozowa. Pasek testowy umieszczono w specjalnej plastikowej kasetce.

Przyktad 5. Wykonanie testu paskowego

Prébke mleka rozciericzono trzykrotnie 20 mM buforem Tris-HCI pH 7,5 zawierajacym 0,3% ka-
zeine i 0,15% Tween 20. 200 pl probki wkroplono do okienka na kasetce testowej i odczekano 10 minut.
Pojawienie sie w okienku testowym jednej kreski lub plamki wskazuje na wynik negatywny, natomiast
pojawienie sie dwdch kresek lub plamek wskazuje na wynik dodatni.

Opracowane testy powinny sta¢ sie cennym narzedziem diagnostycznym do monitorowania stanu
zdrowia bydta bezposrednio w terenie i moga sie one przyczyni¢ do polepszenia efektywnosci gospodarki
reprodukcyjnej krow. Test moze zostaé wykorzystany réwniez do monitorowania czystosci mleka i migsa.

Zastrzezenia patentowe

1. Test paskowy do wykrywania enzootycznej biataczki bydta poprzez oznaczenie przeciwciat
anty-BLV w probce znamienny tym, ze zawiera glikozylowany antygen gp51 immobilizowany
na membranie nitrocelulozowej oraz biatka A, G, A/G znakowane barwnymi nanoczastecz-
kami, a takze bibute szklana, umieszczona na poczatku paska testowego, do filtrowania
probki, przy czym analizowana probka jest mleko krowie.

2. Test paskowy wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze bibute szklang stanowi Whatman GF,
MF1, AH934 lub Fusion 5 nasycone roztworem 20 mM Tris pH 7,5 z dodatkiem 0,2 % kazeiny
i 0,1% Tween 20.

3. Test paskowy wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera antygen gp51 otrzymywany
w systemie bakulowirusowym.
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. Test paskowy wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze antygen gp51 otrzymywany jest w ko-
mérkach FLK-BLV.
. Test paskowy wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze barwne nanoczasteczki stanowi koloi-
dalne ztoto o $rednicy 20—-50 nm, nanoczasteczki wegla o $rednicy 10—-20 nm lub barwne
nanoczasteczki polistyrenowe o $rednicy 50-200 nm.
. Sposdb wykrywania enzootycznej biataczki bydta z wykorzystaniem testu paskowego, jak okre-
$lono w zastrz. 1-5, obejmujacy nastepujace etapy:
a. probke mleka rozciencza sie trzykrotnie 20 mm buforem Tris-HCI pH 7,5 zawieraja-
cym 0,3 % kazeine i 0,15% Tween 20;
b. probke mleka wkrapla sie do okienka na kasetce testowej i inkubuje przez 10 minut;
c. odczytuje sie wynik testu w okienku testowym, przy czym jedna kreska lub plamka
oznacza wynik negatywny a dwie kreski lub plamki oznaczaja wynik pozytywny.

Rysunek
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