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Wykrywanie prowirusowego DNA wirusa bialaczki
bydla metoda polymerase chain reaction (PCR)
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Summary

Detection of the bovine leukaemia proviral DNA in
cattle by the polymerase chain reaction (PCR)

Using the PCR method the proviral sequence of the bo-
vine leukaemia virus was detected in the peripheral bloed
leukocytes of cattle from an infected herd. BLV antibodies
were determined by the ELISA and AGID tests. PCR
amplification was performed with one set of 20-mer oli-
gonucleotyde primers that should produce a 364 bp frag-
ment of BLV-DNA located in the gag gene region. The
reaction producis were analyzed in 1.4% agarose, blatted
to Hybond-N filter by the Southern method and probed
with an 83 kb Sac I fragment of BLYV, labelled with di-
goxigenin -dVTP. In 23 animals examined by PCR the
presence of proviral DNA was found in all serologically
positive animals and also in three serologically negative
animals. BLV-DNA was not detected in only one seropec-
sitive individual. The presented findings indicate that the
determination of the proviral DNA of BLV using the PCR
method is more sensitive than serological tests and it
should be beneficial for the diagnosis of cattle infection
with BLV.

Enzootyczna bialaczka bydla jest zakazng chorobg
bydfa, ktérej czynnikiem etiologicznym jest wirus (Bo-
vine Leukemiz Virus-BLV) (25). W cyklu rozwojowym
wirusa jego material genetyczny zostaje zintegrowany
z genomem komorki w formie tzw. prowirusa. Zawicra
on peing informacje genetyczna BLV przepisang za po-
moeca enzymu, odwrotnej transkryptazy, z wirusowego
RNA na DNA. W zakazonych limfocytach prowirusowy
DNA zostaje zintegrowany z gensmem komorki w nie-
wielkiej liczbie kopii, przy czym liczha zakazonych
liraf >cytow nie przekracza 10%c¢ (18). in wvivo u zakazo-
nych zwierzat nie obserwuje sie wiremii, poniewaz
transkrypcja bialek wirusowych jest blokowana i BLV
pozostaje w stanie latencji (7). Jednak, pomimo braku wy-
krywalnej replikacji wirusa, u zakazonych zwierzat po-
jawiajg si¢ przeciwciata dla antygenow wirusa, ktére nie
eliminuja go jednak i zwierze pozostaje zakazone na cate
zycie. Dlatego diagnostyka bialaczki bydla opiera sie na
wykrywaniu swoistych dla antygenéw wirusowych prze-
ciwcial. Brak odpowiedzi serslogicznej nie jest jednak
rownoznaczny z brakiem zakazenia, ktérego mierni-
kiem jest obecno$¢ prowirusowego DNA zintegrowane-
£0 z genomem komorki.

W ostatnich latach obserwuje sie dynamiczny roz-
wo] diagnostyki choréb zakaznych opartej o wykorzy-
stywanie metod bioclogii malekularnej. Jedng z najno-
woczesniejszych technik, znana od 1983 roku, jest me-
toda PCR (Polymerase Chain Reaction) (31), tlumaczo-
na na jezyk polski jako enzymatyczna amplifikacja
DNA Iub synteza lancuchowa fragmentéw DNA przy
uzyciu specyficznych primeréw. W metodzie tej para
oligonukleotydow spelniajacych role primeréw, kom-
plementarna do sekwencji ograniczajacych z koncow 5’
i 3’ amplifikowany region, jest wykorzystywana do za-
inicjowania syntezy DNA in vitro. W nastepstwie cy-
klicznej denaturacji, hybrydyzacji primerdéw i syntezy

komplementarnego do matrycy DNA, przy uzyciu enzy-
mu Taq polimerazy, nastepuje bardzo wydajna (10°—10%)
amplifikacja danego fragmentu DNA.

Jako metoda diagnostyczna PCR znalazla zastosowa-
nie w diagnostyce licznych zakazen wirusowych (1, 5,
15, 24) 1 bakteryjnych (6, 12, 16).

W prezentowanej pracy opisano wykorzystanie tej
mectody do wykrywania prowirusowego DNA wirusa
BLV w limfocytach krwi obwodowej zakazonego bydla.

Materiat i metody

Preparatyka leukocytédw., Do izclacji leukcey-
tow krew pobierano z zyty skoéornej brzucha w ilcéci 40 ml

z dodatkiem wersenianu. Krew wirowano 30 min. przy
2500 obr/min., zbierano kozuszek leukceytéow i hemclizo-
wano erytreeyty szekiem osmotycznym. Leukceyty byly

ptukane 2 razy w PBS i zawieszane w 5 ml buforu TNE
(100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA).
Krew do badan pobrano od 23 krow ze stada, w ktorym
stwierdzono wyscki preocent zwisrzat serclogicznie dodat-
nich i od 5 krow ze stada, w ktéorym cd kilku lat aie
stwierdzano zwierzgt z wynikami dodatnimi.

Preparatyka DNA., Zawiesine leukccytéow inkubc-
wano przez ncc z 0,1% SDS i 200 ug/ml proteinazy K
(Boehringer). Nastepnie proby ekstrahowano dwa razy mie-
szaning fenol-chlorefecrm 1:1 craz samym chleroformem
i precypitowano zimnym etanclem w cobzscnosci 0,1 objz-
tosci BM NaCl. Po odwircwariu i wysuszeniu osad DNA
zawieszano w buforzz TE (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM
EDTA). Zawartoé¢ DNA ckreélano spsktrefotometrycznia.
W ten sam sposdb preparowano DNA z komoérek linii cig-
gtej FLK, pesrnamentnie zakazanej wirusem BLV, uzvwa-
nej jako kortrola dodatnia r-~akcji.

Oligonukleotydy. Jako primeréow uzyto dJdwcch
oligonukleotydow (20 mer) zsyntetyzowanych przy uzyciu
381 A DNA Synthesizer Automatic (Applied Bicsystem).
Sekwencje oligonuklectydoéw oparto na sekwencji prowiru-
sowego DNA podanej przez Sagate 1 wsp. (32). Ich pozy-
cje 1 sekwencje byly nastepujace: primer JG1 1420-/5'-
-GCTGACAACCTTCCCGACGG-3"/ — 1440, primer JG2
1764-/5’-CCATTGGAAACGAGACTGTC-3/ — 1784. Region
amplifikowany zlokalizowany byt w .obrebiz genu gag
i obejmowal fragment 364 par zesad (pz).

Amplifikacja DNA. Do reakcji uzyto po 5 ul
10 mM roztworu kazdego z trejfcsferandéw dezoksyrybonu-
kleozydow (Boehringier), 5 pl 10 mM roztworu kazdego
z primerdéw, 5 pul 10 X buforu dla Taq polimerazy (0,67 M
Tris-HCI pH 88, 0.67 M MgCl, 0,166 M (NH,):SO.) oraz 1 ug
DNA, otrzymanego wediug metodyki podanej poprzednis,
Mieszanine uzupsziniano woda do 50 pl i inkubowano 5 min.
w 95°C. Po przeniesieniu do lodu dodawano 2,5 jedncstki
Tag polimerazy (Fermentas) i na mieszanine nawarstwiano
50 ul oleju mineralnego (Sigma). Préby inkubowano 1,5 min.
w 68°C, a nastepniz 2 min. w 72°C. Kazdy nastepny cykl
obejmowal: denaturacje — 1 min. 95°C, hybrydyzacjz —
1,5 min. 68°C, elongacje — 2 min. 72°C. ERacznie wykeny-
wano 25 cykli, przy czym elongacja w ostatnim cyklu {rwa-
ta 7 min.

Analiza produktoéow amplifikacji. Po ampli-
fikacji pobierano 5 nl z mieszaniny reakcyjnej i nancszono
na 1,4%c¢ el agarozowy, a nastegpnie rozkladano elektrofc-
retycznie przez 1,5 godz., prowadzac elektroforeze przy 70V
w buforze boranowym (50 mM Tris base, 50 mM H:BO,,
1 mM EDTA). Jako markera uzyto DNA faga lambda tra-
wionego Eco RI/Hind IIT (Sigma). Po elektroforezie z21 bar-
wiono 3 min. w buforze boranowym z 0,5 pg/ml bromku
etydyny i fotografowano w S$wietle lampy UV/UVTM-19
Trarsilluminator (Hoefar).

Specyficznoéé preduktéw amplifikacji potwierdzonoc me-
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todg hybrydyzacil z sondga molekularna. W tym calu ampli-
fikowany DNA przencszono z zzlu na filtr nylonowy (Hy-
bond-N) (Amersham) wedlug metody Southerna i hybry-
dyzowano z sondq molekularng. Byl nig plazmidowy DNA
(pBLV) zawisrajgey fragment Sacl-Sacl (8,3 kz) prowirusc-
wego DNA ctrzymany od dr R. Ketimanna (Faculty of
Agronomy, Gembleux, Belgia), znakcwany digoxygening.
Prehybrydyzacjs. hybrydyzacjz, znakowanis sondy oraz
immunoenzymatyczne wykrywanie produktow hybrydyzacji
wykonano zestawem firmy Boeheringer (DNA labeling and
detection kit nonradioactiva). zgodni= z zaleceniami produ-
canta,

Oznaczanie przeciwcial Analize obscnosci swoi-
stych przsciwcial w surowicy krwi przeprowadzono tsstem
immunodyfuzji w zelu (AGID) (13) i t:st:m immunoznzy-
matycznym ELISA (Bioveta Nitra).

Wyniki i oméwienie

W omawiane] pracy przedstawiono zastosowanie me-
tody PCR do wykrywania prowirusowego DNA wirussa
bialaczki bydla. Wyhér jej podyktowany byl licznymi
zaletami, w porownaniu do klasyeznie uzywanych me-
tod hybrydyzacji DNA, takimi, jak: wyzsza czulose,
mnicjsza czesochlonnosé, mozliwosé zbadania duzej licz-
by préb w krotkim czasie oraz brak koniccznosei sto-
sowania izotopow. Walory te, szczegélnie w odniesie-
niu do wykrywania zakazen wirusem HIV, byty pod-
kreslane przez licznych autoréw (14, 28). Dotychczas
DNA-BLV wykrywany byl klasyczna metoda hybrydy-
zacjl wg Southérna z zastosowaniem sondy molekular-
nej znakowanej p*. Stosujac to postepowanie Kettmann
i wsp. (19) Onuma i wsp. (29) wykazali obeenosé
DNA-BLV w komoérkach nowotworowych z wezlow
chlonnyeh krow bialaczkowych, a Cockerell wsp. (8)
oraz Gaudi i wsp. (11) jego obecno$é w limfoevtach
krwi bydla zakazonego,

Technika PCR traktowana jako metoda skreeningo-
wa wymaga optymalizacji i S$cislego okreslenia para-
metrow. Jako generalne kryterium jej uzycia do ozna-
czania DNA-BLV przyjeto fakt, ze BLV jest retro-
wirusem egzogennym dla bydia. Bowiem stosujac jako
sonde DNA komplementarny dla BLV, nic wykrywa
sie sekwencji homologicznych u bydia nie zakazonego
1.

Warunkiem skutecznoa$ci PCR jako metody diagno-
stycznej jest dohor odpowiedniej sekwencji primeréw.
Sekwencje te musi charakteryzowaé wysoka zacho-
wawczo$¢ 1 unikalno$é, co przy metodzie PCR warun-
kuje z jednej strony zdolnosé hybrydyzacji primerow
do matryey, z drugicj — eliminuje wystepowanie nie-
swolstych hybrydyzacii primerow tzw, mispriming 1 w
efekeie nieswoista amplifikacje. Jest interesujgce, ze
wszysey badacze stosujgey metade PCR da amplifikaeji
genomu BLV (Wyatt i wsp. (34), Naif i wsp. (27), Bran-
don i wsp. (4), Ballagi-Pordany i wsp. (3)) wybierali
sekwencje primeréw z genu eny, jakkolwiek badania
poréwnaweze kilku réznych klonow BLV izolowanyeh
w USA (Rice (31)), Japonii (Sagata (32)), Belgii (De-
champs (10)) i Australii (9)) wskazuja na istnienie innych
niz gen env fragmentow genomu o niezmiennej sek-
weneji zlokalizowanyeh w sekwencijach regulatorowych
tzw. Long Terminal Reperts (LTR) i w obrebie genu
gag. Amplifikowany, w badaniach wlasnych, fragment
zlokalizowany byl w cze$ei genu gag, kodujacej bialko
p24 1 pl2.

Na ryc. 1 przedstawiono elektroforetyezny  rozdzial
produktow amplifikacji z uzyeiem roznego DNA. Cha-
rakterystyczny prazek odpowiadajacy fragmentowi 364
pz widoczny byl w przypadku amplifikacji DNA izolo-
wanego z leukocytow krwi kréow zakazonych oraz

Ryc. 1. Elektroforetyvezny rozdzial produktow amplifikacji

roznego DNA na 14% agarozie, Sciezki: l-marker, 2-pBLYV,

3-brak DNA, 4-DNA z komorek FLK. 5-8 DNA z leukocy-

tow krow zakazonyeh, 9-13 DNA 2z leukoeytow kroéow nie
zakazonych

23456 78910112

Rye. 2. Immunoenzymatyczne wykrywanie produktéw ampli-
fikacji roZnezo DNA po hybrydyzacji z sonda molekularng.
Oznaczenie $ciezek identyczne z rye. 1

amplifikacji DNA izolowancgo z komoérek FLK i z
plazmidu pBLV (dodatnia kontrola reakcji). Nic stwicr-
dzono obecnosci fragmentu 364 pz przy amplifikacji
DNA z leukocytow krwi krow niezakazonych, a takze
w probie bez DNA.

Specyficzno$é amplitikacji zostala potwierdzona przez
hybrydyzacje fragmentu 364 pz sonda molekularng
(ryc. 2).

Ocene czulodei metody PCR przy amplifikacji réa-
nych ilosci matrycy DNA przedstawiono na ryc. 3. Ba-
cdania te wykazaly, ze po barwieniu bromkiem etydy-
ny mozliwe jest wykrycie sekwencji BLV w 1 ng ge-
nomowego DNA, podczas gdy przy uzyciu sondy mo-
lekularnej mozliwe jest wykrycie BLV w 1 pg DNA
(ryc. 4). Jest to ilos¢ DNA znajdujaca sie $rednio w
jednym limfocycie. Z obserwacji Kettmanna i wsp. (18)
wynika, ze w limfocytach krow bialaczkowych BLV
pozcstaje zintegrowany w niewielkiej liczbie kopii, 1—4
na diploidalny gen. Otrzymane rezultaty potwierdzaja
obserwacje Naifa i wsp. (27), ze metoda PCR i hybry-
dyzacja produktéw amplifikacji z sonda molekularng
mozna wykry¢ co najmniej cztery kopie prowirusowe-
go DNA-BLV. Te mozliwoéci metody PCR potwierdzo-
ne zostaly przez Leiba i wsp. (23), ktérzy wykazali
obecnos¢ pojedynczych kopii DNA wirusa HSV w ko-
mérkach zakazonych myszy, przez Arrigo i wsp. (2} oraz
przez Kwok i wsp. (20), ktérzy otrzymali podobne re-
zultaty w badaniach ilo$ciowych RNA i DNA retrowi-
rusow ludzkich.

Amplifikacja DNA z leukocytéow krwi 23 krow ze
stada zakazonego wykazala obecnogé fragmentu 364 pz
w 19 probach DNA (ryc. 5). Rownolegle badanie suro-
wicy krwi tych samych zwierzat testemi AGID i ELISA
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wpenzymatyczne wykrywanie sroduktow ampli-
o DNA np hybrvdyzacjl z sonda mole-
q. Oznaczenie sciez identyczne z ryc. 3

wykazalo obecnoié przeciw cial w 17 prébach. DNA-BLV
stwicrdzono u 16 serologicznie dodatnich zwierzat, a
takie u trzech serologicznie ujemnych. U jednego zwic-
rzecia, mimo obecnoscl swoistych przeciwcial, metoda
PCR nie wykryto prowirusowego DNA.

Otrzymane wyniki wykazaly, ze u trzech zwiecrzat
mimo obecnosei prowirusa brak bylo wykrywalnych
przeciweial w surowicy krwi. Podobne zjawisko obser-
wowali Brandon i wsp. (4), ktérzy stwierdzili obecnosé
DNA-BLV w limfocytach czterech z sze$ciu zakazo-
nych owiec juz po tygodniu od momentu zakazenia lim-
feceytami  krowy biataczkowej, podezas gdy serokon-
wersja z wyniku ujemnego na dodatni wystapita do-
piero 33 dnia po sakazeniu. Interesujacy jest jeden
przypadek wystepowania u badanych zwierzat przeciw-
cizl, mimo braku wykrywalncgo prowirusowego DNA.
Wynika¢ to moze z faktu niewiclkiej liczby kopii
TNA-BLV  dostepnej w metodzic PCR, wzglednie
z obeccnosei delccyjnego prowirusa, zawierajgcego de-
lecie w amplifikowanym obszarze. Przyktad takiego
DNA-BLYV, z rozlegly delecja fragmentu genu env, opl-
sany byl przez Ogawe 1 wsp. {28). Prezentowana praca
dotyezy nowego zagadnienia W diagnostyce biataczki
bydla, jakim jest wykrywanie i identyfikowanie pro-
wirusowego DNA. Okreslenie jego obecnosei w limfo-
eytach krwi metoda PCR w poiagczeniu z zastosowa-
niem sondy molekularnej jest bardziei czule od rutynowo
siosowanych metod scrologicznych. Biorac pod uwage
falt, ze prowirus zintcgrowany jost w niewielkicj licz-
bic kopii jedynie u okolo 10% limfocytow krwi obwo-
dowcj zakazonych zwierzat oraz fakt zlozonofei i wy-
okiego stopnia trudneécei w pestugiwaniu sie metoda-

e o
nUNoeney: vwanie pro? W ampli-
% leukos cpwi 23 krow, (+). (—) — wyni

dodatnie 1 ujemns

logii molekularnej, w
bye pu:;ir—;}pm.\':.atl'u"m z W

korzysianie PCR wydaje
horu przy identyfikowanin
zwierzat na podstawie wykrywania pro-
wirusowego DNA, Decyduje o tym wysoka czulos¢ me-
tody i krotki czas badania. Praktycznie od momentu
dostarczenia krwi, przy posiadaniu zorganizowanego
warsziatu laboratoryjnego, w ciagu 2—3 dni mozna
otrzymaé wynik badania, Mozliwe jest to przy wyko-
pzystaniu - tzw. termocyklerow, umozliwiajacych auto-
matyzacje prozesu PCR oraz wykorzystania sond ,.zim-
1% ST

Ta katzgoria sond m=lekularnych, jakkolwiek mniej
czulyeh od sond  znak ywanych  izotopem, znalazla
szezegolne zastosowanie w metodzie PCR, gdzie wy-
krywany material jest wiclokrotnie amplifikowany. Za-
letami tego systemu jest wyeliminowanie izotopu, dlugt
okres przydatnosci sondy do badan oraz mozliwose wie-
lokrotnego wykorzystania te] samej sondy. Kombina-
cja tych dwoéch metod, PCR i hybrydyzacji produktow
amplifikacji sondami zimnymi znalazla zastosSos ranie
przy wykrywaniu wirusa zakaznego zapalenia watroby
(UBV), wirusa HIV i wirusa papilomatozy (HPV) (22).
Ze wezgledu jednak na dostepnosé tych metod oraz ich
cene, Stanowiaca prawic 10-krotnoéé wartosei badania
surowicy krwi testem ELISA, zastapienie metod sero-
logicznych nie moze by¢ brane pod uwage. Nie bez
znaczenia jest rowniez, przy wysokiej czulosei metody,
mozliwogé wystepowania reakeji nieswoistych, Liczni
autprzy proponuja i opisuja cale schematy postepowa-
nia i prowadzenia hadan w lahoratorium majgce na
celu wyeliminowanic wystepowania reakeji nieswoi-
styeh (2, 21).

Niemniej jednak metoda PCR powinna znalez¢ zasto-
awanie w szezegolnyeh przypadkach, kiedy wymagane

jest wezesne wykryeie wirusa, wzglednie jako metoda

zakazonych
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Przydatno$¢ odczynu syncytialnege do wczesnej
diagnostyki zakazen wirusem bialaczki bydia

(BLV) u cielat

Zaklad Higieny Weterynaryjnej, ul. Januszewicka 48, 53-983 Wrociaw

Summary

Usefulness of the Syncytial Test for the Diagunosis
of Enzootic Bovine Leukaemia in Calves up to One
Month of Age

The studies were carrid out on 70 calves coming from
two farms in the Wroctaw district. The calves irom cows
with positive serological titers (assessed by AGID) against
bovine leukaemia virus (BLV)., In the farms under study
the last case of nodular leukaemia was observed 7 years
before and the results of haematological examinations were
within the normal range. QOut of 7 calves aged 6 months
with the presence of specific anfibodies against BLV only
in two cases the syncytial test appeared to be positive in
previous examinations, i.e. in calves aged 1 menth, Besides,
the findings of serological examinaiions performed on calves
at the age of six moenths indicated that the percentage of
calves infected with BV in the prenatal period was slight.
Calves from cows with seropositive resulis can in the majo-
rity of cases avoid infection with BLV in the posinatal
period by their isolation; the countacts of calves with their
mothers ought {6 be possible gnly during feeding them with
celoslrum,

Badania wiclu auterow (2, 4, 9) wykazaly, ze ok. 3 do
25" przypadkéw bialaczki u bydia jest wynikiem pre-
natalnego zakazenia. Mecechanizm, ktéry prowadzi do
fransmisji wirusa BI. matki na pléd nie jest jeszcze
doktadnie poznany. Zalezy on od wielu czynnikéw, na
ktére skladaja sie m.in. sklonnosci genetyczne, obecnosé
trwale] limfocytozy (persistent limphocytosis, PL) w
matezynej krwi, ctap rozwoju systemu immunologicz-
nege plodu, czy tez w orzypadku urodzonyceh juz clelat
— poriom przeciwcial swoistych w siarze ich matek.
Zaden z tyeh czynrikéw nie jest jednak dokladnie zde-
finiowany, a uzyskane wyniki prac wielu autorow sg
czesto sprzeczne (cyt. 2).

Biorgce pod uwage fakt, ze wiekszoéé cielat pojonych
cisra krow zakazonych wirusem BL posiada przeciw-
ciala przeciw BLV, ktérc nabywaja biernie z siarg,
pierwsze badanie serologiczne $wiadczace o zakazeniu
wirusem BL moze byé wykonane dopiero u 6-mies. cie-
lat, po zaniknieciu matczynych przeciwcial. Natomiast
metody diagncstyczne wykrywajgce obecnosé antygenu
wirusowego w limfocytach krwi obwodowej umozliwiajg
rozpoznanie zakazen wirusem BL juz u nowo narodzo-
nych ciclat i sg niezalezne od obecnoscl swoistych
przeciweial w surowicy krwi badanych zwierzat. Z da-
nych literatury krajowej i zagranicznej (cyt. 2, 6) wy-
nika, ze test syncytialny jako metoda diagnostyczna
zakazen wirusem BL u bydla stosowany byl gléwnie
w odniesieniu de zwierzat dodwiadczalnie zakazonych
lub wykazujacych trwalta limfocytoze (PL).

Celcm hadan bylo okreslenie skutecznosci testu syncy-
tialnego w wykrywaniu wezesaych zakazen wirusem
BL u ciclagt przebywajgcych w warunkach hodowli
wielkostadnej charakteryzujacej sie m.in. roznym stop-
niem nasilenia szerzenia sie BLV.

Materiat i metody

Badanie wykonano na 70 cieletach w wieku 1 mies. Cie-
leta pochodzily z gospodarstw BS (40 szt.) i & (36 szt.), zlo-
kkalizowanych na terenie woj. wroctawskiego. Do badan
wybranc cieleta pochodzgce od kréw, u ktorych w ostat-
rnim badaniu serologicznym w kierunku BLV (odczyn
immunodyfuzji w zelu agarowym, ID) uzyskano wynik
dodatni. Cieleta przebywaly w coddzielnym pomieszczeniu,
tylko na czas pojenia siarag doprowadzano js do krow.
W gosp. & ostatni przypadek formy guzowatej BL obser-
wowano przez 7 laty, a w gosp. BS jeszcze weze$nie]j.

U cielat wykonano badania hematologiczne, serologiczne
i wirusclogiczne. Badanie hematologiczne wykonano u
l-mies. cielgt, zgodnie z instrukcjg Nr 47 Min. Roln. Dep.
Wet. Obecnos¢ swoistych przeciweiatl przeciw wirusowi BL




