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Molecular diagnosis of bovine leucosis

. Summary
the nested PCR method in the detection of in: ctmns of cattle with BLV haw be

confirmed. The efficiency of DNA amplification of BLV with the PCR method was studied in 162 cows from 2
farms. These investigations were conducted by the classic (standard) PCR method with ZM2/ZM3 exterior
primers and by the nested PCR method with ZM4/ZMS interior primers. The DNA product amplification of
the first primers was 340 pb, while second primers — 218 pb. The control of genetic material of BLV showed 58
(58.5%) positive results by the standard PCR and 87 (87.8%) positive results by the nested PCR, in 99 cows of
the L farm with 54 of ELISA positive results. A number of positive results with standard PCR was 33 (52.3%) -
- and 60 (95.2%) with nested PCR method in the P farm, where the sorological control showed 100% ELISA
positive results. It should be stressed that among 45 of ELISA negative results, 9 (20%) positive resultsywnh:f
standard PCR and 32 (71.1%) with nested PCR method were demonstrated. These results have underlined
 the high usefulness of nested PCR method and of using the whole blood of infected cows in the control of BLV :

infection.

Aktualnym i waznym problemem epizootycznym
zwierzat jest enzootyczna biataczka bydta. Z reguty
stwierdza si¢ ja u krow wysokomlecznych na terenach
uprzemystowionych. Wysoki wskaznik zapadalnosci
na bialaczke notuje si¢ w wielu rejonach $wiata: Sta-
nach Zjednoczonych, Kanadzie, Europie Srodkowej,
Izraelu, Afryce Péinocnej, Australii. Zakazny charak-
ter choroby wykazato wielu autorow (m.in. 10, 26, 39).

Przelomowym momentem w dlagnostyce bialaczki
bydta staly si¢ ogolnoswiatowe osiagniecia biologii
molekularnej. Najwigkszym sukcesem byto opracowa-
nie przez Mullisa metody PCR — Polymerase Chain
Reaction (27), ktorej prostota i wysoka czutos¢, zde-
cydowatly o jej szerokim spektrum zastosowan. Jako
metoda diagnostyczna szybko znalazla zastosowanie
w wykrywaniu wielu chordb wirusowych (1, 4, 16, 24)
1 bakteryjnych (5, 11, 17). Uzyteczna metoda w dia-
gnostyce chorob zakaz’nych ludzi 1 zwierzat okazata
si¢ metoda PCR in situ. Umozliwia ona wykrywanie
okreslonych sekwencji kwasow nukleinowych bezpo-
srednio w preparatach histologicznych, chromosomach
lub w komorkach hodowli jednowarstwowej (8, 13,
15, 18, 40).

Wysoce swoistg metoda w wykrywaniu zakazen
wirusowych jest tzw. immunoblot. Elektroforetyczny
rozdziat biatek wirusowych pozwala na precyzyjna ich
izolacjg, a system immunoenzymatyczny na czuta de-
tekcje. Metoda ta znalazta szerokie zastosowanie w
wykrywaniu antygendw rotawirusow (35), retrowiru-
sow (30), czy RSV (37).

Efektywnos¢ diagnostyczng technik biologii mole-
kularnej wykazano réwniez w odniesieniu do wirusa
enzootycznej biataczki bydla (2, 6, 7, 9, 14, 19, 25,
28, 29, 32). Podobne badania przeprowadzono réw-
niez 1 w Polsce (21-23, 33, 34).

Celem pracy byto okreslenie przydatnosci metod
standard 1 nested PCR do wykrywania obecnosci wi-
rusa BLV w pelnej krwi bydta z gospodarstw zapo-
wietrzonych enzootyczna biataczkg w poréwnaniu do
testow serologicznych ID 1 ELISA.

Materiatl i metody

Prébki krwi. Krew do badan na obecno$¢ DNA prowi-
rusa BLV, pobierano do probowki zawierajacej 5% EDTA
w PBS, zas do badania serologicznego przygotowano ja w
sposob ogdlnie znany. Ogotem do badania uzyto 162 proby
krwi krow pochodzacych z dwu gospodarstw uspotecznio-
nych (L 1 P) zapowietrzonych wirusem enzootycznej bia-
taczki bydta.

Ekstrakcja DNA. DNA izolowano z 0,6 ml pelnej krwi
stosujac zestaw Blood DNA Prep Plus, firmy A&A Bio-
technology Gdansk, $cisle wg zataczonej instrukcji produ-
centa.

Reakcja PCR (Polymerase Chain Reaction). Primery
wybrano z sekwencji DNA genu env wirusa BLV (38). Jako
starterow (primerow) zewnetrznych uzyto oligonukleoty-
dy ZM2/5787 5’-CTC TGA TEG CTA AGG GCA GAC
ACG CG-3" 5812/1 ZM3 /5473 5°-CTT CCC CTC CCT
GGG CTC CCG AA-3" 5495/, za$ starterami wewnetrzny-
mi byty oligonukleotydy ZM4 /5538 5°-CTC GCC CTC



CCG GAC GCC CA-3’ 5557/1ZM5 /5733 5°-GCT AGG
CCT AAG GTC AGG GCC GC-3’ 5755/. Reakcjg ze star-
terami zewnetrznymi prowadzono w objgtosei 50 pl, w kto-
rej znajdowato si¢ 10 pl DNA, 10 mM Tris-HCI (pH 8,8 w
25°C), 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0,1% Triton X-100,
0,2 mM kazdego z dezoksynukleotydow (dNTP), 1,5 U
polimerazy PrimeZyme, 0,2 pM kazdego z primerow. Am-
plifikacje DNA prowadzono w termocyklerze Personal
Cycler (Biometra) wg nastgpujacego profilu czasowo-tem-
peraturowego: 2 min. 94°C denaturacja wstepna, 30's. 93°C
denaturacja, 1 min. 70°C przytaczanie starteréw i elonga-
cja (35 cykli). Koncowe wydluzenie nici DNA trwalo 5
min. w 72°C. 2 ul produktu reakcji ze starterami zewngtrz-
nymi ZM2/ZM3 reamplifikowano ze starterami wewngtrz-
nymi ZM4/ZM3, stosujac 1 U polimierazy Prime Zyme i
nastepujacy profil czasowo-temperaturowy: 2 min. 94°C
denaturacja wstepna, 30 s. 93°C denaturacja, 1 min. 65°C
przylaczanie starterow i elongacja (30 cykli), 5 min. 72°C
koncowe wydtuzenie DNA. Produkty amplifikacji podda-
wano elektroforezie w 1,5% zelu agarozowym w 0,5 x TBE.

Testy serologiczne. Oznaczanie swoistych dla BLV prze-
ciwciat w surowicy krwi badanych zwierzat okreslano od-
czynem immunodyfuzji w zelu — ID (12) i testem ELISA
(Bioveta Ivanowice, CR). Technik¢ wykonania odczynow
przeprowadzono wg instrukceji producenta. W przypadku
testu ELISA odczyt wynikéw prowadzono przy uzyciu czyt-
nika Dynatech HR 5000 (dtugo$¢ fali 490 nm). Za dodat-
nie przyjmowano surowice, dla ktorych wartos¢ liczbowa
ekstynkcji wynosita = 0,100.

Wyniki i omdwienie

Efektywnos$¢ amplifikacji DNA wirusa bialaczki
metoda PCR w pelnej krwi bydlgcej badano ogédtem
na 162 krowach mlecznych rasy ncb. Badania te pro-
wadzono przy pomocy klasycznej metody PCR (stan-
dard) z uzyciem zewnetrznych primerow ZM2/ZM3
oraz przy uzyciu metody nested PCR z wykorzysta-
niem primerow wewnetrznych ZM4/ZMS5. Produktem
amplifikacji pierwszej pary primeréw byl prazek DNA
wielkosci 340 pz, za$ drugiej pary prazek 218 pz. Jak
stwierdzono sposrod 99 krow gospodarstwa L (tab. 1),
wykazujacych w 54 przypadkach dodatni wynik kon-

troli serologicznej testem ELISA, 58 (58,5%) krow
wykazywato dodatni wynik PCR przy zastosowaniu
primeréw ZM2/ZM3 i 87 (87,8%) przy uzyciu prime-
row wewnetrznych ZM4/ZMS5.

Przeprowadzone badania wykazaty rowniez wyso-
ki procent dodatnich wynikéw PCR sposrod krow
wykazujacych ujemne rezultaty w testach serologicz-
nych. Ogétem wérod 45 ujemnych wynikow ELISA,
stwierdzono 9 (20%) rezultatéw dodatnich metodg
standard PCR i 32 (71,1%) wyniki dodatnic w meto-
dzie nested PCR. Na szczegolng uwage zashuguje 6
ujemnych wynikéw standard PCR i ELISA, ktore w
metodzie nested PCR wykazywaty wynik dodatni. W
efekcie kontrola serologiczna testem ELISA bydta za-
kazonego w gospodarstwie L wykazata 54,4% wyni-
kow dodatnich, podczas gdy procent dodatnich wyni-
kéw kontroli materiatu genetycznego wirusa BLV
metoda standard PCR wynosit 58,6, a przy uzyciu
metody nested PCR — 87.8.
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Rye. 1. Elektroforeza produktow reakeji standard PBR na
1,5% zelu agarozowym: 1 — wzorzec masowy DNA —pUC19/
/Mspl; 2, 7 — ujemny wynik reakcji PCR prob pelnej krwi
bydla wykazujacego ujemny rezultat kontroli serologicznej
testem ELISA; 3-6, 8-10 — dodatni wynik PCR prébek krwi
bydla wykazujacego dodatni rezultat ELISA

Tab. 1. Wyniki detekcji prowirusa BLV technika PCR i nested PCR w DNA izolowanym z pelnej krwi bydla (gosp. L)

Kontrola serologiczna

Liczba préb liczba
ID ELISA wynikow
zgodnych
Dodatnich 51 54 51
niem‘nyc h 48 45 45
Liczba krow
badanych 99 99
ogbtem

Wyniki reakeji PCR

standard - nested -

3 zgodnych z zgodnych z
zew. primery wew. primery _
ZM2/ZM3 ELISA + IMA/ZM5 ELISA +
58 43 87 54
a1 12
99 99




Tab. 2. Wyniki detekeji prowirusa BLV technika PCR i nested PCR w DNA izolowanym z pelnej krwi bydia (gosp. P)

Kontrola serologiczna

liczba
wynikow
zgodnych

Liczba prob .
ID ELISA

Dndainich

Llczba krﬂw
badanych
ogbtem

63 63

- standard -
zew. primery ELISA +

Wyniki reakcji PCR

nested -
wew. primery Zgﬂ‘é:?:

ZMA/INS

zgodny z
ZM2/ZM3

63 63

Rownie cickawe wyniki wykrywalnosci zakazen
bydta wirusem enzootycznej biataczki, przy uzyciu
metody PCR, wykazano w gospodarstwie P (tab. 2).
Kontrola serologiczna zwierzat wykazujacych 100%
dodatnich wynikéw ELISA, nie zostala w pelni po-
twierdzona detekcja DNA wirusa BLV. Ogoétem stwier-
dzono 33 (52,3%) dodatnie rezultaty w metodzie stan-
dard 1 60 (95,2%) w nested PCR. Jak wykazano tylko
3 ujemne rezultaty badania metoda nested PCR byty
niezgodne z wynikami badania serologicznego. Wy-
soki procent dodatnich wynikéw metody nested PCR,
potwierdza szczegolna jej przydatnosé w kontroli za-
kazen bydla wirusem biataczki. Dodatni wynik obu
metod reakcji PCR, przy ujemnym rezultacie ELISA,
wskazywac mdze na stan wczesnego rozwoju zakaze-
nia wirusem biataczki przy braku wykrywalnej odpo-
wiedzi serologiczne;j.

Zbyt mate inokulum wirusa w tym przypadku, wy-
maga odpowiednio wydtuzonego okresu latencji, ce-
lem replikacji stosowne;j jego dawki do aktywnej sty-
mulacji uktadu immunologicznego. Zwracaja na to
uwagg badania Klintewalla i wsp. (20), w ktérych au-
torzy podaja, ze minimalna dawka do efektywnego
zakazenia zwierzat stanowi 100 limfocytow krwi.

Badania wielu autoréw (m.in. 3, 9, 22, 25, 29, 31),
wskazuja wprawdzie na przydatnos¢ metody PCR w
diagnostyce biataczki bydta, jednakze badania te do-
tyczyly prébek uzyskanych z koncentratu limfocytow
krwi. Autorzy zwracaja rOwniez uwagg na rozbiezno-
$ci dodatnich wynikéw detekcji DNA wirusa BLV z
wynikami kontroli serologicznej. Kuzmak i wsp. (22)
stosujac primery genu gag wirusa BLV donosza, ze
amplifikacja DNA z leukocytéw krwi 23 krow ze sta-
da zakazonego, wykazywala obecnos¢ fragmentu 364
pz w 19 probkach. Réwnolegte badanie surowic krwi
tych zwierzat testem ID i ELISA, wykazato obecnos¢
przeciwciat w 17 probach. DNA genu gag wirusa BLV
stwierdzono u 16 zwierzat serologicznie dodatnich oraz
u 3 sztuk ujemnych. U jednego z badanych zwierzat,
mimo obecnosci przeciwcial swoistych, metodag PCR
nie wykryto prowirusowego DNA. Z drugiej strony u
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Rye. 2. Elektroforeza produktow reakeji nested PCR na 1,5%
zelu agarozowym: 1 — wzorzec masowy DNA — JX174/Hinf
I: 2, 3 — kontrola pozytywna/DNA izolowany z komérek ho-
dowli FLK-BLYV; 3, 5-10 — dodatni wynik PCR préb pelnej
krwi bydta z dodatnim rezultatem ELISA; 4 — ujemny wynik
PCR

innych 3 zwierzat, mimo obecnosci prowirusowego
DNA, brak byto w surowicy krwi wykrywalnych prze-
ciwcial. Podobne zjawisko obserwowali Brandon 1
wsp. (3). Marsolais i wsp. (25) uzywajac jednego z
zestawOw primeréw, w 10 przypadkach wykazali do-
datni wynik metody PCR sposrdd 20 kréw z ujemnym
rezultatem testu ELISA. Stosujac za$ inny zestaw pri-
merdw, autorzy odnotowali 16 dodatnich wynikow
reakcji PCR, podczas gdy w przypadku zwierzat kon-
trolnych, pochodzacych ze stad wolnych od zakaze-
nia, nawet w przypadku reamplifikacji DNA wirusa
BLYV, uzyskane wyniki reakcji polimerazy byly nega-
tywne.

Prostym w interpretacji jest dodatni wynik reakcji
PCR przy ujemnym rezultacie testu ELISA. Znacznie
trudniej jest wytlumaczy¢ odmienng sytuacje, kiedy
notuje sie ujemny wynik reakcji PCR, przy dodatnim

rezultacie ELISA. Wprawdzie Murtaugh (28) sugeru-
je obecno$¢ DNA genomu wirusa BLV w innych ko-
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morkach organizmu niz w krazacych limfocytach krwi
zwierzat serologicznie ujemnych, to jednak trudno
przyjac hipoteze by limfocyty te w okreslonej sytuacji
byty w sposéb wybiorczy wytapywane z krwi obwo-
dowej przez komorki docelowe. Przecza temu chociaz-
by badania Klintewalla i wsp. (20), ktorzy ewidentnie
wykazali obecnosé prowirusowego DNA-BLV metoda
PCR, zarowno w wiclu narzadach wewnetrznych, jak
i w limfocytach krwi obwodowej zwierzat zakazonych.
Autorzy ci wykazali rowniez brak pelnej zgodnosci
dodatnich wynikéw reakcji PCR w zawiesinie komo-
rek roznych narzadow. Szczegdlnie interesujacy jest
dodatni wynik reakcji PCR u wszystkich 5 badanych
zwierzat, w przypadku komorek macicy, sledziony 1
watroby. Brak byto natomiast zgodnosci wynikow de-
tekeji prowirusowego DNA-BLV w przypadku komo-
rek szpiku, grasicy, weztow chtonnych czy kepek Pe-
yera.

Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki
sa zgodne z danymi pi§miennictwa 1 $wiadcza o przy-
datnosci szczegolnie metody nested PCR w wykrywa-
niu zakazen bydla wirusem enzootycznej biataczki.
Procent wykrywalnosci w gospodarstwie L wynosit
87,8, a w gospodarstwie P — 95,2, Zaprezentowane
wyniki badan wilasnych jednoznacznie wskazuja na
mozliwo$¢ wykorzystania pelnej krwi obwodowe;j
zwierzat zakazonych do testu PCR w diagnostyce en-
zootycznej biataczki bydta.
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TAYLOR L. F., JANZEN E. D., VAN DONKERS-
GOED J.: Straty w okresie 2 lat spowodowane za-
kazeniem plodow wirusem biegunki bydla w sta-
dzie krow i cielat produkcji migsnej w Saskatche-
wan. (Losses over a 2-year period associated with
fetal infection with the bovine viral diarrhea virus
in a beef cow-calf herd in Saskatchewan). Can. Vet.
J. 38,23-28, 1997 (9)

W stadzie liczacym 650 kréw w Saskatchewan w 1992 r. wystapily masowe
padania odsadzonych cielat. Sekcja wykazala zmiany typowe dla zakazenia wi-
rusem BVDV. Celem ustalenia strat spowodowanych przez ten wirus podjgto
probe izolacji wirusa z krwi wszystkich krow i cielat w stadzie. Wirus BVDV
izolowano wylacznie od cielat. Ronienia, obnizenie procentu zacielonych krow,
opdznienie terminu wycielenia byty nastgpstwem zakazenia wirusem BVDV.
Najwigcksze straty wsrdd cielat notowano w potomstwie matek w wieku 3 lat tj.
w potomstwie pochodzacym z drugiego wycielenia.
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BROOKS H. W., WHITE D. G., WAG STAFF A. J.,
MICHELL A. R.: Ocena przydatnosci doustnego
plynu nawadniajacego z glutaming w leczeniu bie-
gunki cielat na modelu biegunki wywolanej zaka-
zeniem Escherichia coli. (Evaluation of a glutami-
ne-containing oral rehydration solution for the tre-

atment of calf diarrhoea using an Escherichia coli
model). Vet. J. 153, 163-170, 1997 (2)

Wysoce kaloryczny ptyn nawadniajacy (ORS) z dodatkiem glutaminianu
skuteczniej koryguje ubytki plazmy krwi i ptyndéw poza komérkowych, a takze
catkowity ubytek krwi w poréwnaniu do ptynéw o duzej zawartosci glukozy ale
nie zawierajacych glutaminianu. Swiadcza o tym efekty uzyskane u cielat z bie-
gunkg indukowang zakazeniem eksperymentalnych Escherichia coli, serotyp
09:K30:K99. Ptyn ORS korygowal w sposéb istotny objetosé plazmy krwi w
ciagu 48 godz., a takze wplywal pozytywnie na poziom glukozy we krwi i zapo-
biegal obnizeniu masy ciala u cielat z biegunka.
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