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S ummary

Detection of the bovine leukaemia proviral DN^\ in
cattle by the polymerase chain reaction (PCR)

Using the PCR methoil the proviral sequence of the bo-
vine leukaemia virus was detectetl in the peripheral blooćl
leukocytes of cattle from an infected herd. BLV antibodies
were determined by the ELISA and AGID tests. PCR
amplification rvas performed with one set of 20-mer oli-
gonucleotyde primers that shoulct protluce a 364 bp frag-
ment of BLV-DNA located in the 8iag gene region. The
reaction products were analyzed in L40lo agaroseJ blattećl
to Hybond-N filter by the Southern method and probeil
with an 8.3 kb Sac I fragment of BLV. labelletl with di-goxigenin -dVTP. In 23 animals examinećl by PCR the
presence of proviral DNA was fountl in all seroIogically
positive animals and also in three serologically negative
animals. ELV-DNA was not detected in only one seropo-
sitive indiviclual. The presented findings intlicate that tlre
determination of the proviral DNA of BLV using the PCR
metlrod is more sensitive than serological tests and it
should be beneficial for the diagnosis of cattle infection
with BLV.

Wgkruu]anie prouJirusouJego DNA uirusa białaczki
bgdła metodą polgmerase chain reaction (PCR)

Zakłacl Bicchemii, Instytut Wetel yna.ii, At. Paltyzantów 57, 2ł-11]0 Prtłarvy

Enzootyczna białaczka bydła jest zakażną chorobą
bydła, którcj czynnikiem ctiologicznym jest wirus (Bo-
vine LeukemLl Virus-BLV) (25). W cyklu rozwojowym
wirusa jego materiał gcnetyczny zostaje zintegrowany
z gcnomcm komórki w formic tzw. prowirusa. Zawicra
on pcłną informację gcnetyczną BLV przepii]aną za po-
mocą enzymu, odwrotnej transkryptazy, z wirusowcgo
RNA na DNA. W zakażonyc'h limf ccytach prcwiruscw;-
DNA zcstaje zintegrcwany z gen]mem komórki w nie-
wielkiej 1iczbie kcpii, przy czyrn ]iczba zakaż:nycLl
lirrrf :cytów nie przekracza ),O]lc (1B). in uiuo u zakażc-
nych zwierząt nie cbserr,vuje się wiremii, ponieważ
transkrypcja białek wirusowych jest blokcw-ana i BLV
plzostaje l,v stanie J,atencji (7). Jednak, pomimo braku wy-
krywalnej replikacji wirusa, u zakazonych zwierząt po-
jawiają się przeciwciała dla antygenow wirusa, które nie
eliminują go jednak i zwierzę pczcstaje zakażcne na całe
życie. Dlatego diagnlstyka białaczki bydła opiela się na
wykrywaniu swoistych dla antygenów wiruscwych prze-
ciwciał. Brak odpcr,viedzi serllcgicznej nie jest jeCnak
równoznaczny z brakiem zakażenia, którego mierni-
kiem jest obecność prowirusowego DNA zintegrowane-
go z genomem komórki.

W ostatnich latach obserwuje się dynamiczny roz-
wój diagnostyki chorób zakażnych opartcj o wykorzy-
stywanie mctod biologii mołekularnej. Jedną z najno-
wocześniejszych technik, znaną od 1985 roku, jerst me-
toda PCR (Polymerase Chain Reaction) (31), tłumaczo-
na na język polski jako cnzyrnaŁyczna amplifikacja
DNA lub synteza łańcuchowa fragmentór,v DNA przy
użyciu specyficznych primerów. W metodzie tej para
oligonukieotydów spełniających rolę primerów, kom-
plementarna do sekwencji ograniczających z końców 5'
i 3' amplifikowany legion, jest wykorzystywana do za-
inicjowania syntezy DNA in ul,tro. W następstwie cy-
klicznej denaturacji, hybrydyzacji primerów i syntezv

komplemcntarnego do matrycy DNA, przy lrżyciu enzy-
mu Taq polimerazy, następuje bardzo wydajna (105-106)
amplifikacja danego fragmcntu DNA.

Jakc metrda diagnJstyczna PCR znalazła zastls:wa,-
nie w diagnostyce 1icznych zakażcń wlrusowych (1, 5,
15, 24) i bakteryjnych (6, 12, 16).

W prczentol,vanej pracy opisano wykorzystanie tej
mctody do wykrywania prowirusowego DNA wirusa
BL\r w limfocytach krwi obwodowcj zakażonegc bydła.

Materiał i metody

Pr. eparatyka 1eukocytów. Do izclacji leukccy-
tólv krew pobierano z żyły skórnej brzucha rv ilcści 40 ml
z dodatkiem wersenianu. Iirew wircwano 30 min. plzy
2500 obr/min., zbierano kożuszek 1eukccytórv i hemclizc-
wano erytrocyty szckiem csmotycznym. L:ukccyty były
płukane 2 tazy w PBS i zawieszane w 5 ml buforu 'INE
(100 mM NaCl, 10 mM Tris-HC] pH 7,5, 1 mM EDTA).
Krew do badań pobrano od 23 krów ze stada, w którym
stwierdzono rvyscki prccent zw.-i:l,ząt serologicznie dodai-
nich i od 5 krów ze stada, w którym cd kilku 1at ,oie
stwierdzano zwierząL z wynikami dodatnimi.

Preparatyka DNA. Zawiesinę leukccytów inkubc-
wano przez ncc z 0,1J/o SDS i 200 pg/mt proteinazy K
(Boehringer). Następnie próby ekstrahowano dwa razy mie-
szaniną fenol-chlorofclm 1 : 1 craz samym chlcroformem
i precypitowano zinnym etanclen w obecności 0,1 obj;-
tości 5M NaCI. Po odwirowaniu i wysuszeniu osad D\IA
zawieszano w buforze TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 nV
EDTA). Zawaltość DNA ckreślano spektrcf otome trycznie.
W ten sam sposób preparowano DNA z komórek linii cią-
głej FLK, pernamentnie zakażanej w-irusem BLV, uż_u-rł.e.-
nej jako kontrola dodatnia i:akcji.

O1igonuk]eotydy. Jako prim:rów użyto dlvcch
oligonukleotydórv (20 mer) zsyntetyzowanych przy użyciu
381 A DNA Synthesizer Automatic (Applied Bicsystem).
Sekwencje oligonuklectydórv oparto na sekrvencji prorviru-
sowego DNA podanej przłz Sagatę i wsp. (32). Ich pczy-
cje i sekwencje były następujące: primer JG1 1420-/5'-
-GCTGACAACCTTCCCGACGG-3'/ - 1440. primer JGz
1T64-l5'-CCATTGGAAACGAGACTGTC-3'/ - 1i84. Region
anplifikowany zlokaliżowany był w .obrębie genlr gag
i obejmo,"vał fragment 364 par zasad (pz),

AmpIif ikac ja DNA. Do reakcji użyto po 5 y.l
10 mM roztworu każdego z trojfcsforanów dezoksy-rybontl-
kleozydów (Boehringier), 5 pLl 10 rnM rcztrvoru każdego
z primerów, 5 pI 10 X buforu dla Taq polimerazy (0,67 M
Tris-HCl pH 8,8, 0.67 M MgCI2 0,166 M (NH4)2SO") oraz 1 ptg
DNA, otrzymanego ."vedług metodyki podanej poprzednro.
Mieszaninę uzupełniano rvodą do 50 pi i inkubowano 5 :nirl,,
rr, 9SoC, Po przeniesieniu do lodu doda.,vano 2,5 jedncstki
Taq polimerazy (Fermentas) i na mieszaninę narr-arstrviano
50 pl oleju mineralnego (Sigma). Próby inkubowano 1,5 min,
łv 68oC, a następnio 2 min. w 72aC. Każd r następny c,vkl
obejmował: denaturację - 1min.9SoC. hybrydyzację -1,5 min. 68oC, elongację - 2 min. 72oC. Łącznie rvykcny-
wano 25 cykli, przy czym elongacja ll,, ostatnim cyklu trrva-
ła 7 min.

Analiza produktów amplif ikacji. Po ampli-
fikacji pobierano 5 pLl z mieszaniny reakcyjnej i nancszono
na |,40lc żeI agarozowy, a następnie rozkładano elektrofc-
retycznir przez I,5 godz., prowadząc elektroforezę przy ?0 V
lv buforze boranowym (50 n,iM Tris base, 50 mM I]I3BOJ,
1 nrM EDTA). Jako markera użyto DNA faga lambda tra'-
rvionego Eco RI/Hind III (Sigma). Po elektroforezie żeI bar-tviono 3 min. rv buforze boranowym z 0,5 pLg/ml bromku
etydyny i fotografowano w świetle lampy UV/UVTM-I9
Trar siiluminator (Hoef er).

Specyficzność prcduktólv amplifikacji potwierdzono i:re-



O znaczante pr ze c iwc iał.
siych prz:ciwciał ."v surowicy krw-i
inrmunodyfuzji w żelu (AGID) (13)
rnatycznym ELISA (Bioveta Nitią).

Analizę oŁl:cności swoi-
plzeprowadzono t:stem
i t. st - m imnruno:nzy-

Wyniki i omówienie

W omawianej pracy przedstawiono zastosowanie me-

sowania izotopów. WaIory te, szczcgólnie w odniesie-
ania za byly pod-
licznyc Dotychczas
ywany Q hybryd5,_
rlla Z Z molekular-

nej znakowanej p3Ż. Stosując to postępowanie Kettmann

Tcchnika PCR traktowana jako metoda skreeningo-
\ĄIa wymaga optymaIizacji i ścisłego okrcśIenia para-
metrów. Jako generalne krytcrium jcj użycia do ozna-
czania DNA-BLV przyjęto fakt, że BLV jest retrc-
rvirusem egzogennym dla bydła. Borviem stosując jako
sondę DNA komplcmentarny d]a BLV, nic wykrywa
się sckwencji homologicznych u bydła nie zakażonego
(1 7).

Warunkiem skutecznlści PCR jako metcdy diagno-
Styczne j jest dobór odpowiednic j ,sekwenc ji primerórl,.
Sekwencje tc musi charaktcryzować wysoka zacho-
wawczoŚc i unikalnoŚÓ, co przy metodzie PCR warun-

Na ryc. o
produktów u
rakterystyc u
pz widoczn d
wanego z leukocytów krwi krów zakażonych oIaz

Ryc. 1. Elektro mplifikacji
Ióżnego DNA n r, 

-2-pBLV,
3-brak DNA, 1- z leukocv-
tórł, królv zaka ]<rór,v nie

zakażonych

*. s s§ § ?, 8 s }s ii $§

ffi ffi*w

Ryc. 2. I tyczne wykrywanie produktów ampli-fikacjir ohybrydyzacjizsondąmolekulainą.
ścieżek identyczne z ryc. l

amplifikacji DNA izolowancgo z komórek FLK i z
plazmidu pBLV (dodatnia kontrola reakcji). Nic stwicr-
dzono obecności fragmcntu 364 pz przy amplifikacji
DNA z leukocytów krwi krórv niezakażonych, a także
lv próbie bez DNA

Specyficzność amplifikacji została potwierdzona pIzez
hybrydyzac ję f ragmentu 364 pz sondą mole kularną
(ryc. 2).

Occnę czułości meto,dy PCR przy amplifikacji róż-
nych ilości matrycy DNA przedstawiono na ryc. 3. Ba-
Cania te vrykazały, że po barwieniu bromkiem etydy-
ny możliwe jcst wykrycie sekwencji BLV w 1 ng ge-
nomow-ego DNA. podczas gdy przy użyciu sondy mo-
lekularnej możliwe jest wykrycie BLV rł, 1 pq DNĄ
(ryc. .1). Jest to ilość DNA znajdująca sie śrcdnio w
jednym 1imfocycie. Z obserwacji Kettmanna i wsp. (1B)
y,,ynika, że w limfocytach krów białaczkowych BLV
pozc,;taje zintegrowan}z w niewielkiej liczbie kopii, 1-4
lla rezultaty potwierdza ją
obs metodą PCR i hybry-
dYz z sondą motekularną
można wykryć co najmniej cztery kopic prowirusowe-
go DNA-BLV. Te możIiwości mctody PCR potwierdzo-
nc zostały przez Le7ba i wsp. (23), którzy wykazali
obecność pojedyńczych kopii DNA wirusa HSV w ko-
mórkach zakażonych myszy, przez Arrigo i wsp. (2) oraz
przez Kwok i wsp. (20), którzy otrzymali podobne Ic-
zuitaty w badaniach ilościowych RNA i DNA lctrowi-
rusów ludzkich.

Amplifikacja DNA z leukocytów krwi 23 krów ze
stada zakażonego wykazała obecność fragmcntu 364 pz
rł, 19 próbach DNA (ryc. 5). Równoległc badanie suro-
wicy krwi tych samych zwierząt testemi AGID i ELISA
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źek iientyczne z r),c, 3

wykazalo obe cność prze cirłciał rv 1T próbach, DNA-BLV
siwicrdzonoul6serologiczniedodatnichzlvierząt,a
takżc u trzech serologicznie ujemnych, U jednego zl,vic-

rzęcia, mimo obccnoici slvoistych przeciwcial, metodą

Fin nie y,lykiyto prclvirusor,vego DNA,
Otrzymane ivyrńki wykazały, żc u trzech zwicrząt

minro olrecności pro-wirusa brak było wykrywaInych
przecir.;ciał lv sui,orł,icy krrvi, Pcdobnc.zjawisko o- ser-

ivo-,vati Biandon i r,vsp. (4), ktorzy stlvierdzili obecność

DNA-tsLV w iirnfocytach czterech z sześcju zakażo-

nych oiviec już po tygoCniu cC momentu zakażcnia li-rn-

fócytami X.o*v białaczkorł-ej, pcdczars gdy serckon-

wersia z w-ynj.ku ujemnego na dodatni vlystąpiła do-

p]"i,o 33 cinia po zal*ażenitł" Intcresujący jest jeden

pi.zypadekr'.iystępowanraubadan;'chzwierzątpIZecIw-

"i"ł,'rr-ri-o 
blaku rvykryrłalncgo prorvirusorvego DNA,

Wynikać io mole z faktu nierviclkiej 1iczby kopii
DIiIA-BL\/ dostępne j w rrretodzic PCR, względ,nie

z obccności delccy jilego plowii,usa, za,,viela jąccgc dc-

tecję w amplifikgr,rranym obszalzc, Przykład takiego

DNA-BLV, z rozlcgłą d-ctecią iragmentu_ genu envj op1-

sarly byl plzez Ogawę i wsc, (2B) Prezentc-wana pr"aca

dotyczy noviego zagadnicnia w diagnostrlcc białaczki
byjła, jakim jest 1vykrl,r,t,anie i rdentyiiko\vanie prc-

.n:i.u,.o*"go DNA. Określenie jego ol:ccności lv lirrrfo-

c_ytach krr,r,i. rrretodą PCR rv poiączeniu, z zasi:sor1,1a-

niem s:nd_;, llllekularnej jesi iiardziej cz,,rłe ci rutyncrrlo

stosorvany:ch meiod scroiogicznych Biorąc pcd u\Ą/agę

fakt, że prov.-irus zintcgrowan;; jcst rt, nii,rvielkicj licz-
bic kcpii jedynie u okoio trOł/o-limic:;lio"; ki,rr-i o]!w,-l-

dor,vcj za}<ażonych zwlerząi olaz fakt zjożoncścl 1 wy-

sokiego stopnia trudności lv posługirvaniu się rrrctoda-

+++-n"-L
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JOANNA OTACHEL-HAWRANEK

(BLV) u cie!ąt
L1]. janusze,Jicka 18. 5-Ą 933 Wro]łąW

Biorąc pod uwagę fakt, że większość cieląt pojonych
siarą lirór,v zakażonych wirusenr Bi, posiada. przeciw-
ciała przeciw BLV, którc nabylva ją bierrrie z siarą,
pielvsze ba,danie serołogiczne śrł,iadczące o zakążeniu
rł,irusem BL może być wykonane dopiero lt 6-mies, cie-
i,ąt, po zaniknięciu matczynych przeciwciał. Natomiast
metody diagnc,styczne wykrywające obecność antygenu
wirusor,vego vz limfocytach krwi o,brł,odou,ej umożliwiają
rozpoztranie zakazeń wirusem BL już u no\,vo narodzo-
ni,ch cicJ.ąt i są niezależnc od obecności swoistych
przecirvcia_ł w sltrowicy krwi badanych zl,vierząŁ. Z da-
nych iiteratur;v krajowej i zagraniczncj (cyt. 2, 6) wy-
nika, żc tcst s5lnc;viiatrny jal<o mctoda diagnostyczna
zakazeń wirusem I3L u bydła stosowany był głównie
rv odniesieniu cio z.lrierząt dcślłiadczalnie zakażonych
lltb lvykazr-,.jących trl,vala 1imfocytozę (PL).

Ce].cm l-.adań było określenie ekutcczności tcstu syncy-
tialnego rł, rł,ykryr,vaniu wczcs lycln zakażeń r,virusem
BL l-r ciciąt pl:zeblrr,va_ jących w rvarunkach hodo-wii
v,,iejkos1adncj charalrteryzującej się m.in. różnym stop-
nicm nasilenia szcrzenia sie BLV.

Maieriał i metocl y

Badanie wykonano na ?0 cieiętach ł.l vlieku 1 mies. Cie-
tęta pochoCziły z gospodarstw BS (40 szt.) i Ł (3C szt,), z1o-
l<aiizcrvanych na teretrie wo j" vlrłcłarłskieEo. Do badań
rvyb,:ano cieięra pochod-zące od krów, il których w osLa-t-
riitn ba-daniu serologicznym w kierun]<u BL\r (odczyn
illimunoclyfuzji w żelrr aqar:ow_ym, TD) uzyskano wynik
cl-ccLa'ini. Cielęta przeŁiyiłrały w odrlzielnym polnieszczeniu,
ty]ko na c7as pojenia siarĘ donrowadzano js do królv.
V/ go;p. Ł ostatni przypadek formy guzowatej tsI, obser-
\łIc\łano przez 7 1aty, a w gosp. ES jeszcze ,wcześniej.

U cieląt,,^/),konano badania hematologiczne, serologiczne
i wirusologiczne. Badanie hematoiogiczne wykonano u
1-rnies. cieląt, zgcdnie z jnstru_kcją Nr 4? N{in. Roln. Dep.
Wet. Obecncść s,,łloistych przeciwciał przeciłv wirusovłi BL

Przgda[ność odczgnu sunc tiainego do u;czesnej
diagnostgki zakazeń uirusern białaczki bgdła

Zakład Higien}, Weterynarl,jne j,

Summary

Useftllness cf the §yncytial Test foł the Biagnosis
of Enzootic Eovine Leukaemia in Calves up to Cne
Etonth of Age

The studies were carrid orrt on 7{l calves coming from
trlo farms in the wrocław district. Tlre calves l'rom cows
with positive serological titers (assessed by ,ĄGtD) against
łlovine leukaemia virus (BŁV), In the farms under study
tlre last case of noilular leukaemia lvas observed 7 years
before and the results of haernatological examinations rvere
within the normal range. Out of 7 calves aged 6 rnonths
wiźh, the pres€lrce of speeific aniibodies against BŁV only
in tw-o cases the syncytial test appeared to be positive in
previous exarninations, i,e. in calves aged 1 :łrrontlr. Besides,
the findings of serological exarnina'tions perforrnetl on calves
at the age of six rnonths indicated, that the percentage of
calves infecteil with ELV in the prenatal period was sliglrt.
calrres from cows rvith seropositive results can in tire maJo-
rity of cases avoiil infection with ELV irr {he posfnatal
period łly their isolation; the contacts of calves ,lvith their
nrothers ought to be F,ossible only during :łeeding them with
colos Irutn.

Bacjania rviclu autoló,,rz (2, 4. 9) ,wykazaly, żc ok. 3 do
)jllt: przypa,Cków, bialaczki u byclła iest wl,nikiem pre-
natalilcgo zakażenia IWcchanizm, kiór,y prolł.adzi do
transrrlisji.łiilrsa B], matkl na płód nie jest jeszcze
do]<ład.nie poznany Za\eży on od v,,ielu_ czilnnikórń/, na
ilto;:e składają się m.in ,si<lo,nności genetyc;ne, olrecncść
tlrł,ałc j 1imf ccytoz_v (lersistent ]irrrphocjrtcsis, P],) w
rlatczync j kl,wi. ctan rozl,r,o j,-r s;,rste inu imralrr.o1cgicz-
ncgc płodlr, czy też rv ,olz;lpa,ili<,,t t,_1,odzcn_vch już cleląt

- pozionr przecir,lrciał s.ło,ist;rch tlv siaize ich rnatek.
Zad.cn z tl'cll cz)rnl|iliów nie jest je,drra_k dokladnie zde-
finio.i:all}-, a ltz;..skane wvniki prac -,vie1ll aL1lorów 6ą
często spl-zecznc (cyt. 2).


