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The determination of the degree of serological relationship among four carlaviruses using an
immunoelectron microscope-decoration technique and cross-absorption tests

Abstract

A very close serological relationship was found between CVB and PVS, while only a
distant relationship was shown between CVB and CLV. Each of these viruses had its own
characteristic major “antigenic fraction”, distinguishing it from the others, and small
“antigenic fraction” common to all four. The antiserum to CLV was shown to be the
richest in various antigenic fractions, antisera against PVM and PVS had the same
number of fractions but of different specificity and CVB-antiserum had the relatively
smallest number of fractions.

WSTEP

Pierwsze doniesienia o istnieniu pokrewienstwa serologicznego migdzy
wirusem M ziemniaka (potato virus M; PVM), wirusem S ziemniaka (potato
virus S; PVS) i utajonym wirusem gozdzika (carnation latent virus; CLV) to
prace Bagnalla i in. (1956) oraz Kassanisa (1956). Bagnall i in. (1959),
ustalajac zakres pokrewienstwa miedzy tymi wirusami przy uzyciu testu
absorpcji krzyzowej surowic (Matthews, 1957), stwierdzili, ze kazdy z nich
-ma swoista dla siebie, gtowna frakcje antygenowa, oraz ze PVM i PVS maja
wspolna niewielka frakcje antygenowa, a ponadto kazdy z nich ma takze
oddzielne frakcje wspélne z CLV. Dane te potwierdzili Hakkaart i in.
(1962), ktorzy prowadzac badania nad wirusem B zlocienia (chrysanthemum
virus B; CVB) ustalili takze, ze CVB zdaje si¢ mie¢ niewielkie wspolne frakcje
antygenowe z CLV i PVM, a jednocze$nie wyraznie odrgbna, duza wspdlna
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frakcje z PVS. Okreslajac na podstawie poréwnania mian surowic homo- i
heterologicznych, w teScie absorpcji krzyzowej, stopien pokrewienstwa mig-
dzy tymi wirusami, zaproponowali nastgpujacy szereg pokrewienstwa: PVS-
CVB-CLV-PVM.

W badaniach nad pokrewienistwem serologicznym rdznych wirusow sze-
rokie zastosowanie znalazty techniki immunoelektronomikroskopowe (Lan-
genberg, 1974; Milne i Luisoni, 1977a; Roberts i in, 1980; Kerlan i
in, 1982; Walkey i Webb, 1984; Shukla i Gough, 1984). Techniki te
charakteryzuja sic bardzo wysoka czutoicia, a jednocze$nie nie wymagaja
specjalnego przygotowania surowic czy preparatow wirusow (Milne i Lui -
soni, 1975, 1977b). '

W tej pracy zastosowano stosunkowo szybka i prosta immunoelektrono-
mikroskopowa technike dekoracji do obserwacji reakcji PVM, PVS, CLV i
CVB z homo- i heterologicznymi surowicami oraz do obserwacji tych reakcji
po absorpcji krzyzowej surowic. Uzyskane wyniki postuzyly jako informacja
o pokrewienstwie serologicznym miedzy tymi wirusami i-do identyfikacji
frakcji przeciwcial w poszczegdlnych surowicach oraz ,frakcji antygenowych”
poszczegblnych wirusow.

MATERIAL I METODY

Izolaty wiruséw i surowic

Izolat M-24a wirusa M ziemniaka i izolat S-66a wirusa S ziemniaka
otrzymano od dr A. Kowalskiej z Instytutu Ziemniaka w Milochowie.
PVM namnazano w roslinach Lycopersicon esculentum cv. Najwcze$niejszy, a
PVS w L. esculentum cv. Nevskij. Izolat CLV otrzymano od dr A. Hein z
Uniwersytetu Hohenheim (RFN) i namnazano go w ro$linach Dianthus barba-
tus, a izolat CVB pochodzit od dr S. Kryczynskiego z SGGW — AR w
Warszawie i uzyskiwano go z roslin Chrysanthemum morifolium cv. Blanche.
Surowice otrzymano od: dr Z. Mierzwy z Instytutu Ziemniaka w Gdansku
(PVM i PVS), od dr C. Wettera z Uniwersytetu Saarlandes (RFN) (CLV)
oraz surowice przeciw CVB od dr D. Z. Maata z IPO Wageningen
(Holandia).

Testy absorpcji krzyzowej surowic

Sok z ro$lin wyciskano w obecnos$ci 0,067 M buforu fosforanowego o pH
7,0 z dodatkiem 0,5°, Na,SO; w przypadku PVM, PVS i CVB lub z
dodatkiem 0,01 N Na,SO; w przypadku CLV. Porcj¢ surowicy mieszano z
siecdmioma porcjami soku z rosliny stanowiacej zrédlo wirusa i uzyskane
mieszaniny inkubowano 3 godziny w temperaturze pokojowej, a nastgpnie
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przetrzymywano w zamrazarce (—20°C) przez 5 tygodni. W tygodniowych
odstgpach mieszaniny, po rozmrozeniu, wirowano przez 20 minut przy 5-7
tys. obr./min w wir6wce typu Janetzki K-24 i uzyskane supernatanty ponow-
nie zamrazano. Po ostatnim rozmroZeniu mieszaniny wirowano raz przez 15
minut przy 5-7 tys. obr.,/min i raz przez p6t godziny przy 10 tys. obr./min, a
uzyskane supernatanty przesaczano przez saczki bibutowe. Uzyskane w ten
sposOb preparaty odpowiednio absorbowanych surowic traktowano jako
surowice rozcienczone 1:8. Do absorpcji krzyzowej surowic przy uzyciu kilku
wirus6w mieszano ze soba jednakowe porcje soku z roslin stanowiacych
zrodia tych wirusow i dalej postepowano zgodnie z opisang procedurg. Nie
stosowano absorpcji sokiem ze zdrowych roélin, gdyz przy uzyciu techniki
dekoracji nie obserwowano we wstepnych testach niespecyficznego oplaszcza-
nia czastek.

Sposéb przygotowania preparatéw immunoelektronomikroskopowych
technika dekoracji podano w pracy Szyndla (1988). Badania prowadzono z
wykorzystaniem mikroskopu elekronowego marki IEM 100C firmy JEOL w
Pracowni Mikroskopii Elektronowej SGGW —AR w Warszawie.

WYNIKI

Warto$ci granicznych rozcienczen sokow (uzyskane metoda precypitacji)
uzywanych do wysycania surowic w testach absorpcji krzyzowej wyniosty:
1:256 dla PVM, 1:128 dla PVS, 1:256 dla CLV i 1:16 dla CVB. W tabeli 1
przedstwiono okre§lone technika dekoracji wartosci miana surowic homo- 1
heterologicznych nie absorbowanych i wysycanych krzyzowo zawiesinami
wirusOw. Przy okre$laniu miana surowic heterologicznych postugiwano si¢
rozcienczeniami surowic tylko do 1:8196, gdyz bylo ono osiagalne lub
przekraczane tylko w wariantach z surowicami homologicznymi.

Wartoéci miana trzech homologicznych surowic (przeciw PVM, CLV i
CVB) byly wyraznie wyzsze od wartosci miana surowic heterologicznych, co
wskazuje, ze kazdy z tych wirusOw ma wyraznie odrebng, duza i swoista
tylko dla siebie ,frakcje antygenowa”. Natomiast miano surowicy homologi-
cznej przeciw PVS okazalto sie niewiele tylko wyzsze od miana tej surowicy
wobec CVB, co $wiadczy, ze swoista dla PVS  frakcja antygenowa” jest
stosunkowo niewielka.

Najnizsze wartos$ci miana. surowic heterologicznych uzyskano z CLV, za$
dla wirusa S ziemniaka warto$¢ miana surowicy homologicznej i heterologi-
cznej przeciw CVB byla identyczna. Surowica przeciw CVB byla surowica o
najwyzszym mianie przeciwcial i najsilniejsza reakcj¢ heterologiczng wykaza-
ta z PVS, choé jednoczes$nie zawierala bardzo mato przeciwcial dla pozosta-
lych wiruséw, zwlaszcza dla CLV. Surowica stosunkowo najbogatsza w
heterologiczne przeciwciala okazata si¢ surowica przeciw CLV.
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Tabela 1 — Table 1

Homo- i heterologiczne mjano surowic przeciw PVM, PVS, CLV, i CVB nieabsorbowanych
i wysyconych krzyzowo preparatami wiruséw
The homo- and heterologous titers of PVM, PVS, CLV, and CVB antisera, unabsorbed and
cross-absorbed with virus preparations

Wirus uzyty Odwrotno$é miana surowic testowanych
. do absorpgji wobec
Surowica surowicy ) ] '
przeciw The inverse of the titre of antisera
Antiserum Virus used tested against
for absorption
of the antiserum PVM PVS CLV CVB
— 4096 32 32 256
PVM 0 0 0 0
PVS 512 0 16 32
CLV 1024 16 0 32
PVM CVB 1024 0 32 0
PVS+CLV 1024 0 0 32
PVS+CVB 2048 0 16 0
CLV+CVB 2048 0 0 0
PVS+CLV+CVB 1024 0 0 0
— 32 4096 64 2048
PVM 0 4096 0 0
PVS 0 0 0 0
CLV 0 4096 0 0
PVS CVB 16 2048 32 16
PVM+CLV 0 4096 0 2048
PVM +CVB 0 2048 16 0
CLV+CVB 8 2048 0 0
PVM+CLV+CVB 0 2048 0 0
- 256 128 8192 128
PVM 0 32 2048 128
PVS 16 0 1024 64
CLV 0 0 0 0
CLV CVB 16 32 2048 0
PVM +PVS 0 0 2048 128
PVM +CVB 0 32 2048 0
PVS+CVB 16 0 2048 0
PVM +PVS+CVB 0 0 2048 0
- 64 4096 16 >65536
PVM 0 2048 0 >8196
PVS . 16 256 0 > 8196
CLV 16 1024 0 >8196
CVB CVB 0 256 0 2048
PVM +PVS 0 512 0 >8196
PVM +CLV 0 512 0 >8196
PVS+CLV 16 64 0 > 8196
PVM+4+PVS+CLV 0 128 0 > 8196
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Z testow wynika, ze jedynie w przypadku surowicy przeciw CVB z
wirusem B zlocienia nie uzyskano kompletnej absorp¢ji homologicznych
przeciwcial, ale miano przeciwcial tej surowicy byto wyraznie obnizone — o
5 rzedow rozciericzen.

Stwierdzono, ze po homologicznej absorpcji surowic nie wystgpowaly
reakcje z pozostalymi wirusami, z wyjatkiem surowicy przeciw CVB absorbo-
wanej CVB z wirusem S ziemniaka, a po heterologicznej absorpcji surowic
nie obserwowano ponownej reakcji serologicznej z wirusami uzytymi do
absorpcji, z wyjatkami: surowicy przeciw PVS absorbowanej CVB z wirusem
B zlocienia oraz surowicy przeciw CVB absorbowanej przez PVS, PVM
+PVS, PVS+CLV i PVM+PVS+CLV z wirusem S ziemntaka.

Po heterologicznej absorpcji surowicy przeciw CVB przez wirusy we
wszystkich kombinacjach oraz po absorpcji surowicy przeciw PVS przez
PVM, CLV i PVYM + CLYV homologiczne miano tych surowic, w poréwnaniu
z mianem surowic nie absorbowanych, nie uleglo zmianie. Jednoczesnie w
dwoéch przypadkach, to jest: surowica przeciw PVM absorbowana PVS i
surowica przeciw CLV absorbowana PVS, homologiczne miano tych surowic
byto zredukowane az o 3 stopnie rozcieniczen. Uzyskane dane z jednej strony
wskazuja na odlegle pokrewienistwo serologiczne migdzy PVM i PVS oraz
CLV i PVS, a z drugiej $wiadcza o istnieniu wspolnych, niewielkich ,frakcji
antygenowych”.

DYSKUSJA

Kiedy w testach absorpcji krzyzowej surowic badane sa cztery spokrew-
nione serologicznie wirusy (A, B, C, D), mozliwa jest do ustalenia nastepuja-
ca liczba i rodzaj frakcji przeciwcial o roznej specyficznosci serologicznej
(Matthews, 1957):

Frakcja przeciwcial reagujaca ze wszastkimi wirusami: abed

Ffakcje przeciwcial reagujace z trzema wirusami: abc  abd acd bed
Frakcje przeciwcial reagujace z dwoma wirusami: ab ac ad | bc bd «cd
Frakcje przeciwcial reagujace tylko z jednym wirusem: a b c d

Dla kazdej ze stosowanych surowic mozna wyznaczy¢ maksymalnie 8 roz-
nych frakcji przeciwcial (dla wirusa A sa to frakcje mieszczace si¢ w
zakreslonym polu), ale tylko wtedy, gdy wszystkie wyniki krzyzowych testow
serologicznych sa pozytywne. Negatywny wynik testu jednoznacznie eliminu-
je obecnos¢ okreslonej frakcji przeciwcial lub nawet kilku réznych frakej
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przeciwcial w badanej surowicy. Szczegélowy sposéb analizy frakcji przeciw-
cial dla surowicy przeciw PVM symbolicznie oznaczonej jako surowica
przeciw wirusowi A przedstawiono w tabeli 2, wykorzystujac dane o wyni-
kach reakcji serologicznych z tabeli 1. Doswiadczalnie uzyskane wyniki
testow absorpcji krzyzowej surowic umozliwity weryfikacjg ustalonych hipo-
tetycznie wszystkich mozliwych frakcji przeciwcial wystgpujacych w surowicy
przeciw PVM. Negatywne wyniki testow nr 8 i 15 $wiadcza, ze surowica ta
nie zawiera teoretycznie mozliwych frakcji ab i abc. W zwiazku z tym frakcje
te zostaly wykreslone réwniez i sposrod mozliwych teoretycznie wynikow
innych testow (4, 5, 7, 9 i 14). Jezeli surowica jest absorbowana jednym
wirusem, a wyniki testow serologicznych z pozostalymi trzema wirusami sa
dodatnie (np. testy 1, 2 i 3), to zakladajac, ze wystgpuje w surowicy frakcja
zawierajaca trzy rozne rodzaje przeciwcial, mozna uznad, iz to wlasnie ona
jest odpowiedzialna za te reakcje serologiczne. Ewentualna obecnos¢ frakcji
zawierajacych dwa rodzaje przeciwciat (ac lub ad) albo tylko jeden ich rodzaj
(a) jest wyrazniej udokumentowana w testach, w ktorych surowica absor-
bowana jest mieszaning dwdch lub trzech wirusow (poréwnaj testy 1, 213 z
testami 11, 13 i 16). Dlatego w tabeli 2 dla pozostalych surowic podano juz
tylko te frakcje przeciwcial, ktorych obecnos¢ wyniki danego testu najlepiej
dokumentuja (Matthews, 1957).

Poniewaz v testach z uzyciem nie absorbowanych surowic kazdy carlawi-
rus reagowal z kazda surowicg, to mozna przyjac, ze kazda z badanych suro-
wic ma frakcje przeciwcial reagujaca ze wszystkimi wirusami, to jest frakcje
abcd. Wykorzystujac dane z tabeli 2 ustalono, Ze poszczegdlne surowice maja
nastepujace frakcje przeciwciat: '

surowica przeciw PVM: abcd, a abd, acd, ac, ad,

surowica przeciw PVS: abcd, b, abc, ab, bc, bd,

surowica przeciw CLV: abcd, ¢, abc, acd, bed, ac, be, cd,

surowica przeciw CVB: abcd, d, abd, ad, bd.

W przypadku surowicy przeciw CVB uzyskane wyniki nie sa bardzo
pewne, gdyz surowica ta nie zostala w pelni zabsorbowana wirusem B
zlocienia. Byto to najprawdopodobniej spowodowane stosunkowo mala kon-
centracja wirusa w zawiesinie uzytej do absorpcji oraz bardzo duzg iloscig
przeciwcial wystgpujacych w tej surowicy. Podobne trudnosci z uzyskaniem
kompletnej absorpcji przeciwcial surowicy homologicznej (w przypadku suro-
wicy przeciw PVS) mieli takze Hakkaart i in. (1962). Surowica przeciw
CVB prawdopodobnie zawiera jeszcze mniej frakcji przeciwcial, niz to przed-
stawiono, natomiast na pewno nie zawiera ich wigcej, gdyz w testach
wyeliminowano obecnos¢ frakcji przeciwcial wspdlnych z CLYV, to jest acd,
bed i cd. ‘

Poniewaz frakcje przeciwcial surowicy sa komplementarne do struktur
powierzchni czastek wirusa wywolujacych ich powstanie, mozna utworzy¢
wzory ,frakcji antygenowych” badanych wiruséw. Przyjmujac, ze: abed = G,
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Tabela 2— Table 2

Okreslenie frakcji przeciwcial surowic przeciw PVM, PVS, CLV i CVB na podstawie testow
absorpcji krzyzowej surowic w badaniach nad czterema carlawirusami
The determination of antibody fractions of antisera against PVM, PVS, CLV and CVB on the
basis of cross-absorption tests of the antisera in studies of four carlaviruses

Wszystkie mozliwe
do ustalenia
frakcje przeciwcial
surowicy przeciw

Wirus uzyty Wirus uzyty Wynik PVM i gtéwne
Suro- . . .

Numer wica do abso.rpcp do testu po reakgl ‘ frakcje pozgstalych
testu przeciw surowicy absorpcji serologicznej surowic*
Test Anti Virus used for Virus used to  Result of the All of the possible

number absorption the test after serological to establish anti-

serum . . ; .
of antiserum absorption reaction body fractions

antiserum against
PVM and the main
fractions of the re-
maining antisera*

1 2 3 4 5 6

1 B A + a, ac, ad, acd

2 PVM B C + ac, acd

3 (A) B D + ad, acd

4 C A + a, ab, ad, abd

5 C B + ab, abd

6 C D + ad, abd

7 D A + a, ab, ac, abc

8 D B — nie ma frakcji: ab, abc

9 D C + ac, abc

10 B+C A + a, ad

11 B+C D + ad

12 B+D A + a, ac

13 B+D C + ac

14 C+D A + a, ab

15 C+D B — nie ma frakcji: ab

16 B+C+D A + a

17 A B + b

18 PVS A C - -

19 A D — -

20 C A - —

21 C B + b

22 C D - -

23 D A + abc

24 D B + abc

25 D C + abc

26 A+C B + bd

27 A+C D + bd

28 A+D B + be
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c.d. Tabeli 2

1 2 3 4 5 6
29 A+D C + bc
30 C+D A + ab
31 C+D B + ab
32 A+C+D B + b
33 CLV A B + bed
34 A C + bed
35 A D + bed
36 B A + acd
37 B C + acd
38 B D + acd
39 D A + abc
40 D B + abc
41 D C + abc
42 A+B (@ + cod
43 A+B D + cd
44 A+D B + be
45 A+D C + bc
46 B+D A + ac
47 B+D C + ac
48 A+B+D C + c
49 CVB A B +7? bd
50 A C — —
51 A D +? bd
52 B A +? ad
53 B C - -
54 B D +? ad
55 C A +7? abd
56 C B +? abd
57 C D +? abd
58 A+B C — —
59 A+B D +7? d
60 A+C B +7? bd
61 A+C D +? bd
62 B+C A +? ad
63 B+C D +? ad
64 A+B+C D +7 d

Przyjgto nastgpujace oznaczenia: PYM = wirus A, PVS = wirus B, CLV = wirus C, CVB = wirus D. Przeciwciala surowicy,
ktore reaguja z wirusem A oznaczono jako a, z wirusem B — b, z wirusem C — ¢, z wirusem D — d. Wyniki oznaczone ,,?” sa
niepewne. Podkreflenia — objasnienia w tekicie.

PVM = virus A, PVS = virus B, CLV = virus C, CYB = virus D. Serum antibodies which reacted with virus A are denoted
by a, with virus B — b, with virus C — ¢, with virus D — d. The results labeled with ,?” are uncertain. Results underlined —
explanation in text.

* Podkreflone frakcje oznaczaja wyniki negatywne

Underlined fractions mean negative effects.
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abc =e, abd =f, acd =g, bed =h, ab=1i,ac=j,ad =k, bc=1 bd =m,
¢d = n — otrzymujemy nastgpujace wzory:.

PVM =G. a. f. g.j. k.

PVS=G. b.e. i. . m.

CLV=G.c e g hijln

CVB =G. d. f k. m.

Reasumujac, nalezy stwierdzi¢, ze kazdy z badanych wirusOw ma wyra-
znie odrebna niz u pozostalych wirusow, specyficzna tylko dla siebie, raczej
duza (z wyjatkiem PVS) ,frakcje antygenows”, a jednocze$nie wszystkie maja
jedna, wspdlna dla wszystkich, niewielka ,.frakcje antygenowa” — G. PVM i
PVS nie maja innych identycznych ,frakcji”, natomiast CLV ma dwie
identyczne frakcje” z PVM i dwie identyczne z PVS, nie zawiera za$
~rakcji” wspolnych z CVB. Pokrewienstwo serologiczne migdzy CLV i CVB
mozliwe jest dzigki wystgpowaniu ,frakcji” G. CVB ma prawdopodobnie
dwie identyczne ,frakcje” z PVM i identyczna ,frakcj¢ antygenowg” z PVS,
ktoéra warunkuje bliskie pokrewienstwo miedzy tymi wirusami. Graficznie
pokrewienstwo miedzy badanymi wirusami nie da si¢ przedstawi¢ w ukladzie
szeregowym, tak jak proponowali Hakkaart i in. (1962), a jedynie w postaci
czworokata nieforemnego (rys. 1). Poréwnujac uzyskane wyniki z danymi z
literatury mozna stwierdzié, ze najwigksze rozbieznosci dotycza pokrewien-

wirus —-surowica

Rys. 1. Schemat pokrewienstwa serologicznego migdzy carlawirusami. Podane liczby przedsta-
wiajg réznice miedzy wartosciami miana surowic homo- i heterologicznych, wyrazona jako
ujemny logarytm przy podstawie 2

Fig. 1. A diagram of the serological relationships among carlaviruses. The giving numbers

represent the differences between the titres of homo- and heterologous antisera, expressed as the
negative base 2 logarithm
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stwa miedzy CVB i CLV. Cho¢ uwaza sig, ze wirusy te sa blisko serologi-
cznie spokrewnione — indeks serologicznego zréznicowania — SDI wynosi
3,7 (Wetter i Milne, 1981), to jednak Koenig (1978) uzyskala bardzo
niska warto$¢ miana surowicy przeciw CVB z CLV (1:2), przy mianie
surowicy homologicznej 1:2048, a Bos i in. (1972) w ogole nie stwierdzili
reakcji serologicznej miedzy CLV i surowica przeciw CVB. Nie jest wiec
zadnym zaskoczeniem, ze wyniki zrelacjonowanych tu badan wskazuja na
bardzo odlegle pokrewienstwo miedzy tymi wirusami. Réznica miana suro-
wic homo- i heterologicznych obliczona jest jako $rednia z testow w obu
kierunkach i wyrazona jako —log,x wynosi 10. Rozbieznos¢ wynikéw uzy-
skiwanych w réznych laboratoriach moze byé spowodowana nie tylko stoso-
waniem réznych technik serologicznych, ale i rozniacych sie izolatéw wiru-
séw 1 réznych surowic.

STRESZCZENIE

CVB i PVS okazaly si¢ najblizej, a CVB i CLV najodleglej spokrewnione serologicznie.
Kazdy z wirusow ma charakterystyczna dla siebie, wyraznie odrebna gtéwna ,frakcje antygeno-
wa”, a takze jedna niewielka frakcje wspdlng dla wszystkich wiruséw. Najwigksza liczbe
roznorodnych frakcji przeciwcial zawiera surowica przeciw CLV, surowice przeciw PVM i PVS
zawieraja jednakowa liczbg, ale réznych frakcji, a najmniej takich frakcji zawiera surowica prze-
ciw CVB.
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