
Medycyna Wet, 50 (6) 1994 263

Badanie sondą molekularną
na tle wyników testów serologicznych

w diagnostyce enzootycznej białaczka bydła (ebb)
Zakład Biochemii i Pracownia Patologii Komórkowej, Instytut Weterynarii, ul, Partlzantów 57,24-1O0Pńawy

S ummary

Evaluating enzootic bovine leukaemia virus infection by
means of a molecular probe compared with the results of
serological tests

The present studies were aimed at determining the re-
lation between the findings obtained by means of serolo-
gical tests and the specific molecular probe. Serological
tests rłere performed according to the methods recom-
mended by the Polish Ministry of Agriculture; ELISA was
run with ,,Bioveta" and ,,Rhone Merieux" kits and the
AGID test was perforrned with EBL antigen made in our
Iaboratory. The molecular probe was prepared from the
previously cloned provirus DNA of EBL virus.

The EBL provirus was detected in 28 samples taken
frorn 44 randomly selected cows in three herds on which
a leukaemia eradication programme was in process. Three
sera out of 28 positive reacting animals were negative in
AGID test and only one serum in ELISA. The results in-
dicate that the use of a specific molecular probe has some
advantages in the diagnosis of latent virus infections. Be-
sides, it can be applied in the studies on the pathogenesis
of enzootic bovine leukaemia.

Wywoływana przęz retrowirus typu C enzootyczna biała-
czka bydła stanowi ważny problem epizootyczny ze względu
na znacznę rozprzęstrzęnienie, sięgającę w zachodnich wo-
jewództwach niekiedy 30Vo pogłowia (8). Akcja zwalczania
białaczki w kraju opiera się na diagnostyce serologicznej (te-
sty ID i ELISA). Testem referencyjnym jest test immunody-
fuzji w żelu agarozowym (5), Enzootyczna białaczka bydła
cechuje się stanem przewlekłej limfocytozy związanej z la-
tentnym przebiegiem infekcji. Uważa się, że wirus moze być
obecny wę krwi jedynie w początkowym okresie choroby (2,

11). Ten stan rzeczy powoduje, że metody diagnostyki sero-
logicznej są metodami z wyboru. Jednakże zdarzają się przy-
padki wyjątkowo niskiego miana przeciwciał związane z
działaniem czynników immunosupresyjnych bądź też stanem
fizjologicznym zwierzęcia, które mogą być przyczyną uje-
mnych wyników testów serologicznych u zwierząt zakażo-
nych. Ma to oczywiście olbrzymie znaczenie, zwłaszcza w
końcowym etapie uwalniania obory od białaczki. Wyjściem
w takiej sytuacji jest zastosowanie metody wirusologicznej,
jednakże ze wzg7ędu na typowy dla tej jednostki chorobowej
stan latencji jest to bardzo trudne.

Istnienie w limfocytach zintegrowanego z genomem prowiru-
sowego DNA umoż]iwia zastosowanie specylrcznej sondy mo-
lekularnej i wykrycie w ten sposób zwierząt zakażonych.

Celem pracy było określęnię korelacji pomiędzy wynikami
testów serologicznych a rezultatami hybrydyzacji specyficz-
nej dla ebb sondy molekularnej. Ma to duze znaczenie w
diagnostyce choroby, a ponadto moze pomóc w wyjaśnieniu
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mechanizmu patogenezy białaczki w stadach uznanych sero-
Iogicznie za wolne od zakażęnia wirusęm ebb,

Materiał i metody

Badaniami objęto 44 krowy w wieku 3 - 8 lat pochodzące z
trzech obór objętych akcją uwalniania od białaczki.

Materiałem do badań były próbki krwi pobrane z żyły jarz-
mowej i zabezpieczone przed krzepnięciem wersenem II. Izo-
lacji krwinek białych dokonywano metodą szoku
osmotycznego wg Weinholda (4), a następnie płukano je kil-
kakrotnie buforem PBS i zawieszano w buforze TEN (Tris-Cl
-10mM, EDTA-lmM, NaCI-100mM). Zawiesinę limfocytów
poddawano następnie trawieniu pronazą o stęz, 200 pg/ml w
obecności 0,5% SDS. Lizat komórkowy ekstrahowano mie-
szaniną fenolu z chloroformem i poddawano precypitacji eta-
nolem. Sprecypitowany DNA rozplJszczano następnie w
buforze TE (Tris-Cl -10mM, EDTA-lmM) i używano do ba-
dania na obecność sekwencji prowirusowych wirusa ebb przy
użyciu specyficznej sondy molekularnej.

S on da mo lekularn a, W celu uzyskaniamateriału na
sondę sklonowano prowirusowy DNA, pochodzący z limfocy-
tów krowy białaczkowej. Genomowy DNA poddano trawie-
niu endonukleazą restrykcyjną Sac I, a następnie ligac.ji z
DNA wektora, którym był n gt Wes n B. Produkt ligacji
poddano następnie pakowaniu przy lżyctu ekstraktów bakte-
ryjnych BHB 2688 i BHB 2690 (I0), W rezultacię uzyskano
bibliotekę genów 7iczącą ok, 6xl0' rekombinantów, wśród
których znajdował się jeden klon fagowy zawierający genom
prowirusa ebb. Po namnożeniu bakteriofagów danego klonu
uzyskano DNA prowirusa ebb, którego użyto do sporządzenia
sondy molekularnej.

Wykrywanie sekwencji wirusowych w
1 i m f o c y t a c h . DNA limfocytów bydła podejrzaneEo o za-
kazenie wirusem ebb poddawano trawieniu enzymem Sac I, a
następnie rozdziałowi elektroforetycznemu w 0,87o żelu aga-
rozowym przez 3 godz. przy napięciu 2-3 Y na cm. Po zako6-
czeniu elektroforezy rozdzielony DNA denaturowano przez I
godz. w buforze D (0,5M NaOH, 1,5M NaCl) po czym neu-
tralizowano w buforze N (0,5M Tris-Cl, 1,5M NaOH pH-7,5).
DNA przenoszono z kolei na filtr nitrocęlulozowy metodą
Southerna (12) i poddawano prehybrydyzacji i hybrydyzacji
wg metodyki opisanej w Instrukcji nr 54 (5). Jako sondę sto-
sowano SacI-Sacl fragment prowirusowego DNA oznakowa-
ny fosforem radioaktywnym metodą ,,random priming" (3).

Te sty s erol ogiczne, Stosowano test immunodyfuzji
w żęlu agarozowym (AGID) w oparciu o antygen wyproduko-
wany w Instytucie Weterynarii (5) oraz dodatkowo test ELI-
SA przy użyciu zestawów prod. czeskiej (Bioveta, Ivanovice)
i francuskiej (Rhóne-Merieux).

Wyniki i omówienie

Badanie testem AGID 44 krów z 3 obór ujawniło obe-
cność zakażenia u 33 zwierząt. Równoległe badania prze-
prowadzone testem ELISA wykazaly obecność przeciwciał
tl 35 zwierząt, Wynik ten świadczy o większej czułości tęstu
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Tab. 1. Korelacja wyników kontroJi serologicznej bydła białaczkowego
w odniesieniu do badań sondą molekularną

immunoenzymatycznego w porównaniu z testem AGID, jak-
kolwiek własne obserwacje wskazują, że zestawy diagnostyczne
pochodzące od różnych producentów różńą się czułością
dość znacznie (6).

Badanie sondą molekularną DNA pochodzącego z leuko-
cytów wymienionych krów wykazało obecność prowirusa u

28 zwierząt. Trzy spośród nich były ujemne w teście AGID,
zaś jedna sztuka również w teście ELISA. Ujemny wynik
badania sondą u 5 serologicznie dodatnich zwierząt mozna
tłumaczyć obecnością zbyt małej ilości limfocytów zainfe-
kowanych prowirusem, co może być związane z niezbyt od-
ległym okresem zakażenia.

Obecność prowirusa manifestowała się pojawieniem się
prążka na kliszy rentgenowskiej w obszarze odpowiadającym
ok, 8 tys. par zasad (ryc. 1), jak to określono na podstawie
porównania ze wzorcem (zr trawione Hind III). Wyjątkowo
u jednej sztuki serologicznie dodatniej stwierdzono obecność
4 prążków w obszarze odpowiadającym od 4,5 - 8 tys. par
zasad (ryc. 1). Obecność dodatkowych 3 prążków mogła być
związana z mutacjami w obrębie genomu prowirusa ebb wy-
rażonymi m.in, pojawieniem się dodatkowych miejsc restry-
kcyjnych rozpoznawanych przez endonuklęazę Sacl

W grupie 3 zwierząt ujemnych serologicznie w teście
AGID badanie sondą molekularną wykazało u jednej sztuki
obecność prążka, który lokalizował się w obszarze odpowia-
dającym ok. 5 tys. par zasad (ryc. 1). Taki obraz otrzymany
w autoradiografii odzwierciedla najprawdopodobniej istnie-
nie wirusa delecyjnego, co znalazło również swój wyraz w
ujemnym wyniku badania serologicznego.

W pozostałych dwóch przypadkach hybrydyzacja z sondą
molekularną zachodzlła w obszarze odpowiadającym ok, 8

tys, par zasad. Trudne jest określenie przyczyny ujemnych
wyników badania serologicznego. Jedną z nich może być za-
awansowana ciąża. Iak wiadomo w końcowym okresie ciązy,
w którym dochodzi do znacznego rozwoju gruczołu mleko-
wego, obserwuje się często znaczny spadek miana przeciw-
ciał w surowicy krwi obwodowej, Niestety, brak jest danych
dotyczących stanu fizjologicznego omawianych krów,

Nie można tez całkowicie wykluczyó, iż brak przeciwciał
był spowodowany wczesnym stadium int'ekcji. Pomimo wielu
wyników doświadczeń na bydle i owcach, wskazujących, że

odpowiedź serologiczna może się pojawić już po upływie 1-3

tygodni po zakażeniu (4,9, I1), znane są również prace (1),

w których altorzy wykazali, że w warunliach naturalnych
prowirusowy DNA nie był wykrywalny nawet do l roku po

, ],:|ii:i:':,s'], '] ,

; ,, i§!,

ffi
f
5

GoSpodarstWo
Liczba
zwlelząt

Dodatni wynik testu Obecność
plowilusa W

badaniu
sondąAGID ELISA

A I7 ll l1 9

B l6 l2 l3 10

C l1 l0 l1 9

Ogółem 44 33 35 ,a :,lfil:fl *t rl

Ryc. 1 Autoradiografia próbek DNA z limfocytów bydlęcych trawio-
nych SacI, rozdzielanych eleklroforetycznie i przenoszonych na filtr ni-
trocelulozowy po hybrydyzacji sondą BLV znakowaną 32P. Ścieżki 1,

3, 6,7, 9, 11 - obecny prowirus ebb, ścieżka 2 - mutant ebb, ścieżka
13 - wirus delecyjny

ekspozycji na zakażenię. Wykazano równiez wiele przypad-
ków ujemnych wyników testu serologicznego przy jednoczes-
nej obecności infekcyjnego wirusa w limfocytach (7).

Otrzymane wyniki odzwierciedlają złożony problem pato-
gęnezy białaczki, a zwłaszcza współzalezność pomiędzy syste-

mem immunologicznym zakażonego zwietzęcia a wirusem. Z
tego też względu uzyskane wynikl, poza wartością diagno-
styczną, mogą być wykorzystane w lepszym poznaniu pato-
genezy enzootycznej białaczki bydła. Wydaje się również, ze
badanie sondą molekularną może być stosowane jako czuła
metoda odwoławcza w sytuacjach wątpliwego wyniku testu

serologicznego lub dla potwierdzenia pojedynczych przypad-
ków dodatniego wyniku badania serologicznego w oborach uz-
nanych już za wolne od zakażenia ebb.
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