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Badanie sonda molekularng
na tle wynikow testow serologicznych
w diagnostyce enzootycznej biataczki bydta (ebb)
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Summary

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 were 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 performed with EBL antigen made in our
laboratory. The molecular probe was prepared from the
previously cloned provirus DNA of EBL virus.

The EBL provirus was detected in 28 samples taken
from 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.

Wywolywana przez retrowirus typu C enzootyczna biata-
czka bydta stanowi wazny problem epizootyczny ze wzgledu
na znaczne rozprzestrzenienie, siggajace w zachodnich wo-
jewddztwach niekiedy 30% pogtowia (8). Akcja zwalczania
biataczki w kraju opiera si¢ na diagnostyce serologicznej (te-
sty ID i ELISA). Testem referencyjnym jest test immunody-
fuzji w zelu agarozowym (5). Enzootyczna biataczka bydta
cechuje si¢ stanem przewlektej limfocytozy zwiagzanej z la-
tentnym przebiegiem infekcji. Uwaza sig, ze wirus moze by¢
obecny we krwi jedynie w poczatkowym okresie choroby (2,
11). Ten stan rzeczy powoduje, ze metody diagnostyki sero-
logicznej sa metodami z wyboru. Jednakze zdarzaja si¢ przy-
padki wyjatkowo niskiego miana przeciwcial zwiazane z
dziataniem czynnik6w immunosupresyjnych badZ tez stanem
fizjologicznym zwierzecia, ktére moga byé przyczyna uje-
mnych wynikéw testéw serologicznych u zwierzat zakazo-
nych. Ma to oczywiscie olbrzymie znaczenie, zwlaszcza w
koficowym etapie uwalniania obory od biataczki. Wyjsciem
w takiej sytuacji jest zastosowanie metody wirusologicznej,
jednakze ze wzgledu na typowy dla tej jednostki chorobowej
stan latencji jest to bardzo trudne.

Istnienie w limfocytach zintegrowanego z genomem prowiru-
sowego DNA umozliwia zastosowanie specyficznej sondy mo-
lekularnej i wykrycie w ten sposéb zwierzat zakazonych.

Celem pracy byto okreslenie korelacji pomigdzy wynikami
testéw serologicznych a rezultatami hybrydyzacji specyficz-
nej dla ebb sondy molekularnej. Ma to duze znaczenie w
diagnostyce choroby, a ponadto moze poméc w wyjasnieniu

mechanizmu patogenezy biataczki w stadach uznanych sero-
logicznie za wolne od zakazenia wirusem ebb.

Materiatl i metody

Badaniami objeto 44 krowy w wieku 3 — 8 lat pochodzace z
trzech obdr objetych akcjg uwalniania od biataczki.

Materialem do badan byly prébki krwi pobrane z zyly jarz-
mowe]j i zabezpieczone przed krzepnigciem wersenem II. Izo-
lacji krwinek biatlych dokonywano metoda szoku
osmotycznego wg Weinholda (4), a nastgpnie plukano je kil-
kakrotnie buforem PBS i zawieszano w buforze TEN (Tris-Cl
-10mM, EDTA-1mM, NaCl-100mM). Zawiesing limfocytéw
poddawano nastgpnie trawieniu pronaza o stez. 200 pg/ml w
obecnosci 0,5% SDS. Lizat komérkowy ekstrahowano mie-
szaning fenolu z chloroformem i poddawano precypitacji eta-
nolem. Sprecypitowany DNA rozpuszczano nastgpnie w
buforze TE (Tris-Cl -10mM, EDTA-1mM) i uzywano do ba-
dania na obecno$¢ sekwencji prowirusowych wirusa ebb przy
uzyciu specyficznej sondy molekularne;j.

Sonda molekularna. W celu uzyskania materiatu na
sond¢ sklonowano prowirusowy DNA, pochodzacy z limfocy-
téw krowy biataczkowej. Genomowy DNA poddano trawie-
niu endonukleaza restrykcyjna Sac I, a nastgpnie ligacji z
DNA wektora, ktérym byt A gt Wes A B. Produkt ligacji
poddano nastgpnie pakowaniu przy uzyciu ekstraktéw bakte-
ryjnych BHB 2688 i BHB 2690 (10;. W rezultacie uzyskano
bibliotek¢ gendéw liczaca ok. 6x10° rekombinantéw, wsréd
ktérych znajdowat si¢ jeden klon fagowy zawierajacy genom
prowirusa ebb. Po namnozeniu bakteriofagéw danego klonu
uzyskano DNA prowirusa ebb, ktérego uzyto do sporzadzenia
sondy molekularne;.

Wykrywanie sekwencji wirusowych w
limfocytach. DNA limfocytow bydla podejrzanego o za-
kazenie wirusem ebb poddawano trawieniu enzymem Sac I, a
nastepnie rozdzialowi elektroforetycznemu w 0,8% zelu aga-
rozowym przez 3 godz. przy napigciu 2-3 V na cm. Po zakofi-
czeniu elektroforezy rozdzielony DNA denaturowano przez 1
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 nitrocelulozowy metoda
Southerna (12) i poddawano prehybrydyzacji i hybrydyzacji
wg metodyki opisanej w Instrukcji nr 54 (5). Jako sondg¢ sto-
sowano Sacl-Sacl fragment prowirusowego DNA oznakowa-
ny fosforem radioakty wnym metoda ,,random priming” (3).

Testy serologiczne. Stosowano test immunodyfuzji
w zelu agarozowym (AGID) w oparciu o antygen wyproduko-
wany w Instytucie Weterynarii (5) oraz dodatkowo test ELI-
SA przy uzyciu zestawow prod. czeskiej (Bioveta, Ivanovice)
i francuskiej (Rhone-Merieux).

Wyniki i oméwienie

Badanie testem AGID 44 kréw z 3 obd6r ujawnito obe-
cno$¢ zakazenia u 33 zwierzat. Réwnolegle badania prze-
prowadzone testem ELISA wykazaly obecnos$¢ przeciwciat
u 35 zwierzat. Wynik ten §wiadczy o wigkszej czulosci testu
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Tab. 1. Korelacja wynikéw kontroli serologicznej bydla biataczkowego
w odniesieniu do badad sonda molekularng

Dodatni wynik testu Obecnosé
Gospodarstwo LI.CZba BIOWITSE By
zwierzat Trrmem
AGID ELISA sondg
A 17 11 11 9
B 16 12 13 10
C 11 10 11 9

immunoenzymatycznego w poréwnaniu z testem AGID, jak-
kolwiek wlasne obserwacje wskazuja, ze zestawy diagnostyczne
pochodzace od réznych producentéw réznia si¢ czuloscia
do$é znacznie (6).

Badanie sondg molekularng DNA pochodzacego z leuko-
cytéw wymienionych kréw wykazato obecno$é prowirusa u
28 zwierzat. Trzy sposréd nich byly ujemne w tescie AGID,
za$ jedna sztuka réwniez w tescie ELISA. Ujemny wynik
badania sonda u 5 serologicznie dodatnich zwierzat mozna
ttumaczy¢ obecnodcig zbyt malej ilosci limfocytéw zainfe-
kowanych prowirusem, co moze by¢ zwiazane z niezbyt od-
legtym okresem zakazenia.

Obecnos$¢ prowirusa manifestowata si¢ pojawieniem sie
prazka na kliszy rentgenowskiej w obszarze odpowiadajacym
ok. 8 tys. par zasad (ryc. 1), jak to okre§lono na podstawie
poréwnania ze wzorcem (A trawione Hind III). Wyjatkowo
u jednej sztuki serologicznie dodatniej stwierdzono obecnosé
4 prazkéw w obszarze odpowiadajacym od 4,5 — 8 tys. par
zasad (ryc. 1). Obecnos$¢ dodatkowych 3 prazkéw mogla byc
zwiazana z mutacjami w obr¢bie genomu prowirusa ebb wy-
razonymi m.in. pojawieniem si¢ dodatkowych miejsc restry-
keyjnych rozpoznawanych przez endonukleaze Sacl.

W grupie 3 zwierzat ujemnych serologicznie w tescie
AGID badanie sonda molekularng wykazato u jednej sztuki
obecnosé prazka, ktéry lokalizowal si¢ w obszarze odpowia-
dajacym ok. 5 tys. par zasad (ryc. 1). Taki obraz otrzymany
w autoradiografii odzwierciedla najprawdopodobniej istnie-
nie wirusa delecyjnego, co znalazto réwniez swéj wyraz w
ujemnym wyniku badania serologicznego.

W pozostatych dwéch przypadkach hybrydyzacja z sonda
molekularng zachodzita w obszarze odpowiadajacym ok. 8
tys. par zasad. Trudne jest okrelenie przyczyny ujemnych
wynikéw badania serologicznego. Jedng z nich moze by¢ za-
awansowana cigza. Jak wiadomo w koficowym okresie ciazy,
w ktérym dochodzi do znacznego rozwoju gruczotu mleko-
wego, obserwuje sie czesto znaczny spadek miana przeciw-
ciat w surowicy krwi obwodowej. Niestety, brak jest danych
dotyczacych stanu fizjologicznego omawianych kréw,

Nie mozna tez catkowicie wykluczy¢, iz brak przeciwciat
byt spowodowany wczesnym stadium infekcji. Pomimo wielu
wynikéw doswiadczeid na bydle i owcach, wskazujacych, ze
odpowied? serologiczna moze si¢ pojawic juz po uptywie 1-3
tygodni po zakazeniu (4, 9, 11), znane sa réwniez prace (1),
w ktérych autorzy wykazali, Ze w warunkach naturalnych
prowirusowy DNA nie byt wykrywalny nawet do 1 roku po

Ryc. 1. Autoradiografia probek DNA z limfocytéw bydlecych trawio-

nych Sacl, rozdzielanych elektroforetycznie i przenoszonych na filtr ni-

trocelulozowy po hybrydyzacji sonda BLV znakowana 32P. Sciezki 1,

3,6, 7,9, 11 — obecny prowirus ebb, $ciezka 2 — mutant ebb, Sciezka
13 — wirus delecyjny

ekspozycji na zakazenie. Wykazano réwniez wiele przypad-
kéw ujemnych wynikéw testu serologicznego przy jednoczes-
nej obecnosci infekcyjnego wirusa w limfocytach (7).

Otrzymane wyniki odzwierciedlaja ztoZony problem pato-
genezy biataczki, a zwlaszcza wspoétzaleznos¢ pomiedzy syste-
mem immunologicznym zakazonego zwierz¢cia a wirusem. Z
tego tez wzgledu uzyskane wyniki, poza wartoscia diagno-
styczna, moga by¢ wykorzystane w lepszym poznaniu pato-
genezy enzootycznej biataczki bydta. Wydaje sie téwniez, ze
badanie sonda molekularng moze by¢ stosowane jako czula
metoda odwolawcza w sytuacjach watpliwego wyniku testu
serologicznego lub dla potwierdzenia pojedynczych przypad-
kéw dodatniego wyniku badania serologicznego w oborach uz-
nanych juz za wolne od zakazenia ebb.
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