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The totit nieruirnóss,|,|iŁń ńestia PCR ńethod in the detection or]inroćtió.rs]]of cattle BLV h . 
";n.confirmed. The efficiency of DF{A amplification of BLV with the PCR method was studie'd in 162 corvs from 2

farm
prim
the fr
(58.5
the L f*rm 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 fiOYó ELISA
positive results. It should be stressed that among 45 of ELiSA negative results, 9 Qa%) positive results, ńith ,l

standard PCR and 32 (71.1%) with nested PCR met tod w,ere demonstrated. These results haye under:lined
the high usefulness of nested PCR method and of using the whole blood of infeeted cows in the eońtrol of BLV
infection.

Aktualnym i ważnym problemem eptzootycznym
zw ier ząt j e st enzo ot y czna białaczka bydła. Z r e guły
stwierdza się jąu krów wysokomlecznych na terenach
uprzemysłowionych. Wysoki wskaźnik zapadalności
nabiałaczkę nofuje się w wielu rejonach świata: Sta-
nach Zjednoczonych, Kanadzie, Europie Środkowej,
Izraelu, Afryce Północnej, Australii. Zakaźny charak-
ter choroby wykazałowielu autorów (m.in. I0,26,39).

Przełomowym Rlomentem w di agno styc e białaczki
bydła stały się ogólnoświatowe osiągnięcia biologii
mo lekularnej . Naj większym sukces em było opracowa-
nie przez Mullisa metody PCR - Polymerase Chain
Reaction (Z7),ktorej prostota i wysoka czułość, zdę-
cydowały o jej szerokim spektrum zastosowań. Jako
meto da di agno styc zna szybko znalazŁa zasto s owani e
w wykrywaniu wielu chorób wirusowych (I, 4, 1 6, 24)
i bakteryjnych (5, 11, n),IJżytecznąmetodą w dia-
gnostyce chorób zakaźnych ludzi i zwterząt okazała
się metoda PCR ir situ. Umożliwia ona wykrywanie
określonych sekwencj i kwasów nukleinowych bezpo -
średnio w preparatach histologi czny ch, chromosomach
lub w komórkach hodowli jednowarstwowej (8, 13,
15, 18,40).

Wysoce swoistą metodą w wykrywaniu zakażeń
wirusowych j e st tzw. immunob lot. Elektro fo r ety czny
r o zdział białek wiru s owyc h p o zwal a na pr e cy zy jną i ch
izolację, a system immunoenzymatyczny na czułąde-
tekcję, Metoda ta znalazła szerokie zastosowanie w
wykrywaniu antygenów rotawirusów (3 5), retrowiru-
sów (30), czy RSV (37).

Efektywność diagnosty cznątechnik biolo gii mole-
kularnej wykazano rownież w odniesieniu do wirusa
enzootycznej białaczki bydła (2, 6, J, 9, 14, 19, 25,
28, 29, 32). Podobne badania przeprowadzono rów-
nież tw Polsce (2I-23, 33, 34).

Celem pracy było określenie przydatności metod
standard i nested PCR do wykrywania obecności wi-
rusa BLV w pełnej krwi bydła z gospodarstw zapo-
wietrzonych enzo otyc znąbiaŁaczką w porównaniu do
testów serologicznych ID i ELISA.

Mateliał imetody
Próbki krwi. Krew do badań na obecność DNA prowi-

rusa BLV, pobierano do probówkt zawierającej 5% EDTA
w PBS, zaś do badania serologicznego przygotowano jąw
sposób ogólnie znany. Ogółem do badania użyto l62próby
krwi krów pgchodzących z dwu gospodarstw uspołecznio-
nych (L i P) zapowietrzonych wirusem enzootycznej bia-
łaczki bydła.

Ekstrakcja DNA. DNA izolowano z 0,6 ml pełnej krwi
stosując zestaw Blood DNA Prep Plus, firmy A&A Bio-
technology Gdańsk, ściśle wg załączonej instrukcji produ-
centa.

Reakcja PCR (Polymerase Chain Reaction). Primery
wybrano z sekwencji DNA genu env wirusa BLV (38). Jako
starterów (primerów) zewnętrzny ch użyto oligonukleoty-
dy ZM2|57B7 5'-CTC TGA TEG CTA AGG GCA GAC
ACG CG-3, 58l2l i ZM3 15473 s,-CTT CCC CTC CCT
GGG CTC CCG AA-3' 5495l, zaś stafterami wewnętrzny-
mi byĘ oligonukleoĘdy ZM4 /5538 5'-CTC GCC CTC



CCG GAC GCC CA-3, 5551l iZM5 15133 5,-GCT AGG
CCT AAG GTC AGG GCC GC-3' 51 55l.Reakcję ze star-
terami zewnętrznymi prowadzono w objętości 50 pl, w któ-
rej znajdowało się 10 pl DNA, 10 mM Tris-HCl (pH 8,8 w
ż5"C),1,5 mM MgClr, 50 mM KCl, 0,1%o Triton X-100,
0,2 mM każdego z dózoksynukleotydów (dNTP), 1,5 U
polimerazy PrimeZyme, 0,2 pM każdego z primerów. Am-
plifikację DNA prowadzono w termocyklerze Personal
Cycler (Biometra) wg następującego profilu czasowo-tem-
peraturowego: 2 min. 94oC denaturacja wstępna, 30 s. 93oC
denaturacja, 1 min. 70"C przyłączanie starterów i elonga-
cja (35 cykli). Końcowe wydłużenie nici DNA trwało 5
min. w ]ż'C.2 pl produktu reakcji ze stallęrami zewnętrz-
ny mi ZMZ l ZM3 reamplifi kowano ze starterami wewnętrz-
nymi ZM4|ZM5, stosując 1 U polimierazy Prime Zyme i
następujący profil czasowo-temperaturowy: 2 min. 94"C
denaturacja wstępna, 30 s. 93"C denaturacja, 1 min. 65'C
przyłączanie starterów i elongacja (30 cykli), 5 min. JżoC
końcowe wydłużenie DNA. Produkty amplifikacji podda-
wano elektroforezie w I,5oń żelu agarozow),Tn w 0,5 x TBE,

TesĘ serolo giczne. Oznaczanie swoistych dla BLV prze-
ciwciał w surowicy krwi badanychzwierząt określano od-
czynem immunodyfuzjiw żelll - ID (12) i testem ELISA
(Bioveta lvanowice, CR). Technikę wykonania odczynów
przeprowadzono wg instrukcji producenta. W przypadku
testu ELISA odczyt wyników prowadz ono przy lĘ cill czyt-
nika Dynatech HR 5000 (długość fali 490 nm). Za dodat-
nie przyjmowano surowice, dla których wartośó liczbowa
ekstynkcji wynosiła > 0,100.

Wyniki i omówienie

Efektywność amplifikacji DNA wirusa btałaczkt
metodą PCR w pełnej krwi bydlęcej badano ogółem
na 162 krowach mlecznych rasy ncb. Badania te pro-
wadzono przy pomocy klasycznej metody PCR (stan-
dard) z użyciem zewnętrznych primerów ZM2|ZM3
oraz przy użyciu metody nested PCR z wykorzysta-
ni em prim erów w ewnę tr zny ch ZM4 l ZM5 . Pro duktem
amplifikacj i p ierwszej p ary primerów był pT Ęęk DNA
wielkości 340 pz, zaś drugiej pary prĘek2l8 pz. Jak
stwierdzono spośród 99 krów gospodarstwa L (tab. 1),

wykazujących w 54 przypadkach dodatni wynik kon-

troli serologicznej testem ELISA,58 (58,5%) krów
wykazywało dodatni wynik PCR przy zastosowaniu
primerów ZML|ZM3 i 87 (81,8oń) prry lżycillprime-
rów wewnę trzny ch ZM4 l ZM5 .

P rz epro w a dzonę b adani a w ykazały r ow ntęż wy s o -

ki procent dodatnich wyników PCR spośród krów
wykazujących ujemne rezultaty w testach serologicz-
nych. Ogółem wśród 45 ujemnych wyników ELISA,
stwierdzono 9 (20%) ręzultatow dodatnich metodą
standard PCR i 32 (1I,I%) wyniki dodatnie w meto-
dzie nested PCR. Na szczegolnąuwagę zasługuje 6
ujemnych wyników standard PCR i ELISA, które w
metodzie nested PCR wykazywaĘ wynik dodatni. W
efekcie kontrola serologiczna testem ELISA bydłaza-
kazonego w gospodarstwie L wykazała 54,40^ wyni-
ków dodatnich, podczas gdy procent dodatnich wyni-
ków kontroli materiału genetycznęgo wirusa BLV
metodą standard PCR wynosił 58,6, a przy użyciu
metody nested PCR - 87,8.
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Ryc. 1. Elektroforeza produktów reakcji standard PBR na
1,5"ń że|u agarozowym: l -wzorzec masowy DNA -pUC19/
/MspI; 2, 7 - ujemny wynik reakcji PCR prób pełnej krwi
bydła wykazuj ącego uj emny rezu|tat kontroli serologicznej
testem ELISA; 3-6, 8-10 - dodatni wynik PCR próbek krwi
bydła wykazującego dodatni rezultat ELISA

Tab. 1. Wyniki detekcji prowirusa BLV techniką PCR i nested PCR w DNA żolowanym z pełnej krwi bydła (gosp. L)



Tab.2. Wyniki detekcji prowirusa BLV techniką PCR i nested PCR w DNA izolowanym z pełnej krwi bydła (gosp. P)

Równie ciekawe wyniki wykrywalności zakażęń
bydła wirusem enzootycznej biaŁaczki, przy użyciu
metody PCR, wykazano w gospodarstwie P (tab. 2),
Kontro la s erolo giczn a zw ier ząt wykazuj ących 1 0 0 %
dodatnich wyników ELISA, nie została w pełni po-
twierdzona detekcj ą DNA wirus a BLV, O gółem stwier-
dzono 33 (52,3%) dodatnie rezultaĘ wmetodzie stan-
dard i 60 (95,2%) w nested PCR. Jak wykazano tylko
3 ujemne rezultaty badania metodą nested PCR były
niezgodne z wynikami badania serologicznego. Wy-
soki procent dodatnich wyników metody nested PCR,
potwierdza szczególnąjej przydatność w kontroli za-
każęńbydła wirusem bińaczki. Dodatni wynik obu
metod reakcji PCR, przy ujemnym rezultacie ELISA,
wskazywać móże na stan wczesnego rozwoju zakaże-
ni a wiru s em białaczki pr zy br aku wykryw aln ej o dp o -

wiedzi serologicznej.
ZbytmaŁe inokulum wirusa w tym przypadku, wy-

maga odpowiednio wydłużonego okresu latencji, ce-
lem replikacji stosownej jego dawki do aktywnej sty-
mulacji układu immunologicznego. Zwracają na to
uwagę badania Klintewalla i wsp. (20), w których au-
torzy podają że minimalna dawka do efektywnego
zakażenta zw ier ząt s tanowi 1 0 0 1 imfo cytów krwi.

Badania wielu autorów (m.in. 3, 9, 22, 25, 29, 3I),
wskazująwprawdzie naprzydatność metody PCR w
di agno styc ę białaczki by dła, j ednakże b adania te do -
tyczyły probek uzyskanych z koncentratu limfocytów
krwi, Auto rzy zwr acają również uwagę na r ozbieżno -
ści dodatnich wyników detekcji DNA wirusa BLY z
wynikami kontroli serologicznej. Kuźmak i wsp. (22)
stosując primery genu gag wirusa BLV donoszą że
amplifikacja DNA z leukocytów krwi 23l<rów zę sta-
da zakażone go, wykaz yw ała ob e cno ś ć fra gmentu 3 6 4
pzw 19 próbkach. Równoległe badanie surowic krwi
tychzwterząt testem ID i ELISA,wykazało obecność
przeciwciał w 17 próbach. DNA genu gag wirusa BLV
stwierdzono u 16 zwierzątserologicznie dodatnich oraz
u 3 sztuk ujemnych. U jednego zbadanych zwierząt,
mimo obecności przeciw ciał swoisĘch, metodą PCR
nie wykryto prowirusowego DNA. Z drugiej strony u

* 340 pz
- 218 pz

Ryc. 2. Elektroforeza produktów reakcji nested PCR na 1,57o
żelru agarozowym: 1 -wzorzec ma§owy DNA - aXfi IHinf
I;2,3 - kontrola pozyffinatDNA żolowany z komórek ho-
dowli FLK-BLV; 3, 5-10 - dodatni rvynik PCR prób pełnej
krwi bydła z dodatnim rezultatem ELISA; 4 - ujemny wynik
PCR

innych 3 zwterząt, mimo obecności prowirusowego
DNA, brak było w surowicy krwi wykrywalnych Prze-
ciwciał. Podobne zjawisko obserwowali Brandon i
wsp. (3). Marsolais i wsp. (25) ttżywając jednego z
zestawów primerów, w 10 przypadkach wykazali do-
datni wynik metody PCR spośród 20 krów z ujemnym
rezultatem testu ELISA. Stosuj ąc zaś inny zestaw pri-
meróq autorzy odnotowali 16 dodatnich wyników
reakcji PCR, podczas gdy w przypadku zwierząt kon-
trolnych, pochodzących ze stad wolnych od zakażę-
nia, nawet w przypadku reamplif,rkacji DNA wirusa
BLV, uzyskane wyniki reakcji polimerazy byĘ nega-
tywne,

Prostym w interpretacji jest dodatni wynik reakcji
PCR przy ujemnym rezultacie testu ELISA. Znacznię
trudniej jest wytłumaczyó odmienną sytuację, kiedy
notuje się ujemny wynik reakcji PCR, przy dodatnim
rezllltacte ELISA. Wprawdzie Murtaugh (28) sugeru-
je obecność DNA genomu wirusa BLV w innych ko-



mórkach organizmu niż w W Ęących limfocytach krwi
zwierząt serologicznie ujemnych, to jednak trudno
przyjąć hipotezę by limfocyty te w określonej sytuacji
były w sposób wybiórczy wyłapywane z krwi obwo-
dowej przez komorki do c elow e. P r zeczątemu cho ciaż-
by badania Klintewalla i wsp. (20),którzy ewidentnie
wykazali obecność prowirusowego DNA-BLV metodą
PCR, zarówno w wielu narządach wewnętrznych, jak
i w limfocytach klwi obwodowej z-łvierzątzakażonych.
Autorzy ci wykazali również brak pełnej zgodności
dodatnich wyników reakcji PCR w zawiesinie komó-
rek róznych narządów. Szczególnie interesujący jest
dodatni wynik reakcji PCR u wszystkich 5 badanych
zwietzą| w przypadku komórek macicy, śledziony i
wątroby. Brak było natomiast zgodności wyników de-
tekcji prowirusowego DNA-BLV w przypadku komó-
rek szpiku, grasicy, węzłów chłonnych czy kępek Pe-
yera.

Re asumuj ąc można stwi erdzi ć, że uzy skane wyniki
sązgodne z danymipiśmiennictwa i świadcząo ptzy-
datności szczególnie metody nested PCR w wykryłva-
niu zakażeń bydła wirusem enzootycznej białaczki.
Procent wykrywalności w gospodarstwie L wynosił
87,8, a w gospodarstwie P 95,2. Zaprezentowane
wyniki badah własnych jednoznacznie wskazują na
możliwość wykorzystania pełnej krwi obwodowej
zwterzątzakażonych do testu PCR w diagnostyce en-
zo oty c znej b tałac zki by dła.
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TAYLOR L. F., JANZEN E. D., VAN DONKERS-
GOED J.: Straty w okresie 2 lat spowodowane za-
każeniem płodów wiru§em biegunki tlydła w sta-
dzie krów i cieląt produkcji mięsnej w Saskatche-
wan. (Losse§ 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.38,23-28,1991 (9)

W stadzie licząclłn 650 krów w Saskatchewan w 1992 r. wystąliły rnasowe
padania odsadzonych cieląt. Sekcja wykazała zmiany typowe cIIazakażeniawi-
rusem BVDV Celem ustalenia strat spowodowanych przez ten wlrus podjęto
próbę izolacji rvinrsa z krwi wszystkich krów i cieląt w stadzie. Wirus BVDV
izolowano wyłącznie od cieląt Ronienia, obn.iżenie procenflt zacielonych krów,
opóźnienie terminu wycielenia były następstwem zakażenia wirusem BVDV
Największe straty wśród cieląt notowano w potonstwie matek w wieku 3 1at tj

w potomstwie pochodząclrn z drugiego wycielenia. 
G.

BRooKS H.W., WHITE D. G., wAG STAFF A. J.,
MICHELL A. R.: Ocena przydatności doustnego
płynu nawadniającego z glutaminą w leczeniu bie-
gunki cieląt na modelu biegunki w}Ąvołanej zaka-
żeniem 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 płyn nawadniający (ORS) z dodatkiern glutaminianu

skuteczniej koryguje ubytki plazmy krwi i płynów poza komórkowych, a także

całkowity ubytek krwi w porównaniu do płynów o dużej zawańości glukozy ale

nie zawierających glutaminianu Świadcząo tyln efekty uzyskane u cieląt z bie-
gunką indukor.vaną zakażeniem eksperymentalnych E,scheri chia coii, serotyp

O9:K3O:K99. PĘn ORS korygował w sposób istotny objętośó plazmy krwi w
ci ągu 4 8 go dz, a także wpĘw ał pozytywnie na pozi om glukozy we kr.w i i zap o -

biegał obniżeniu masy ciała u cieląt z biegunką 
G.


