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The presence of BLV in blood and milk of infected cattle

Summary

The aim of the study was to use the nested PCR method for diagnosing bovine leukosis. The study entailed
investigating the serological control of 20 samples of blood and milk from leukotic cattle with ELISA and
nested PCR. The ELISA was positive in 19 serum samples and in 18 milk samples. The titre of serum antibod-
ies against BLV ranged from 80 to 2560. The control of DNA of BLV gave 100% positive results in nested PCR
for blood samples and 80% for those of milk. The use of the nested PCR and complete blood samples allows a
higher percentage of BLV infected animals to be discovered than by using ELISA. Applying this method to
diagnose bovine leukosis ensures the elimination of latent infections and the eradication of this disease in

farms.
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Enzootyczna biataczka bydta jest nadal szeroko roz-
powszechniong w Polsce jednostka chorobowa bydta
dorostego. Gtéwnym zrédtem szerzenia si¢ choroby
jest zakazone zwierzg. Rozrost komorek ukladu lim-
foproliferacyjnego jest nastgpstwem zarowno predys-
pozycji genetycznych bydla mlecznego, jak i bezpo-
$redniego zakazenia wirusem BLV — Bovine Leuke-
mia Virus type C. Szczegélnie istotnym elementem
nowych infekcji jest krew, siara i mleko zawierajace
limfocyty zakazone wirusem (2, 9, 21, 24). Potencjal-
nym ogniwem zakazenia moze by¢ rowniez nasienie
(20). W procesie zakazenia istotnym elementem jest
droga wprowadzenia wirusa. Wysoka skutecznos¢ in-
fekcji stwierdzono po zakazeniu zwierzat droga do-
zylna, domig$niowa, $rédskorna, dootrzewnowa, do-
ustng, a nawet drogg rektalng (10, 26). W komorkach
zakazonego organizmu wirusowy DNA zintegrowany
zostaje z genomem komorki gospodarza jako tzw. pro-
wirus (3, 8, 13, 14, 22, 25, 27, 32, 37). Wykrywanie
zakazen bydta wirusem biataczki opiera sig, jak do-
tychczas, gtdwnie na metodach diagnostyki serologicz-
nej — ID i ELISA (4, 16, 29, 30, 33-36) oraz diagno-
styki wirusologicznej — test rewertazowy (31), syncy-
tialny (28). Wprawdzie metoda ELISA jest bardzo czu-
tym testem serologicznym, to jednak nie wykrywa ona
wszystkich zakazen bydta wirusem BLV. W stadach
uznanych za wolne od tych zakazen, nadal pojawiaja
sic niekiedy zwierzeta wykazujace obecnos¢ niskich

mian przeciwcial odporno$ciowych anty-BLV w su-
rowicy krwi. Stan ten wigza¢ si¢ moze ze stanem fi-
zjologicznym zwierzgcia Iub dziataniem wielu czyn-
nikow immunosupresyjnych (3, 12, 19). Sytuacja ta
ma zasadniczy wplyw na ostateczny efekt zwalczania
i uwalniania gospodarstw zapowietrzonych wirusem
BLV.

W ostatnich latach wiele badan w zakresie diagno-
styki enzootycznej bialaczki bydta przeprowadzono
przy wykorzystaniu metody taficuchowej reakcji poli-
meryzacji PCR (1, 5-7, 15, 17, 18, 23, 27, 37). Opra-
cowana metoda PCR spelnia wszystkie wymagania
stawiane przed czulg, specyficzna i szybka metoda
diagnostyczna. Ponadto daje ona mozliwos¢ specyficz-
nej amplifikacji rzadkich i pojedynczych kopii wybra-
nych sekwencji DNA wirusa, zawartych pomigdzy
wybranymi oligonukleotydami petniacymi rolg starte-
réow reakcji. Obecnie znanych jest wiele wariantow
metody PCR, jednakze w diagnostyce biataczki bydta
znalazly zastosowanie dwa ich warianty: technika po-
jedynczego PCR i tzw. nested PCR. W wariancie
pierwszym produkt amplifikacji jest wynikiem ampli-
fikacji oczyszczonego DNA i uzyciu jednej pary pri-
merdw (sterteréw), w drugim — czgs¢ produktu pierw-
szej amplifikacji jest ponownie amplifikowana w obec-
nosci dodatkowych primerow.

Celem badafh wlasnych byto poréwnanie wynikow
kontroli serologicznej testem ID i ELISA z wynikami
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reakcji PCR probek krwi i mleka krow pochodzacych z
gospodarstwa zapowietrzonego wirusem biataczki (BLV).

Materiat i metody

Zwierzeta. Do badan uzyto po 20 probek krwi i mleka
pobranych w sposdb ogolnie znany. Probki krwi pobierano
z zyly jarzmowej w ilogci 10 ml do probéwek z 0.5 ml
antykoagulantu wersenu 1L, zas probki mleka (ok. 20 ml)
pobierano do probowek zawierajacych | ml roztworu azyd-
ku sodu 1:10 000. Probki mleka do czasu wykonania bada-
nia przechowywano w temperaturze -20°C.

Badanie hematologiczne (Schilling). Procent poszcze-
go6lnych elementéw morfotycznych krwi okreslano w pre-
paratach barwionych metoda Pappenheima. Liczbe limfo-
cytow bezwzglednych obliczano w sposob ogblnie znany
mnozac procent limfocytéw w obrazie Schillinga przez
ogdlng liczbe leukocytow.

Izolacja DNA z prébek pelnej krwi: Do badania po-
bierano 500 pl $wiezej. peinej krwi obwodowej, po czym
postepowano wg protokotu izolacji DNA zestawu Blood
DNA Prep Plus (A&A Biotechnologgy, Gdynia. Nr kat. 022).

Izolacja DNA z probek mleka. Po rozmrozeniu probek
7 temperatury -20°C, wirowano je wstgpnie 3000 rpm/min,,
po czym pobierano 3 ml odwirowanej mieszaniny komo-
rek i ponownie wirowano 12 000 rpm. (SIGMA, rotor
12148). Uzyskany osad komorek zawieszano w 100 il roz-
tworu RE. dodawano 200 pl uniwersalnego buforu lizuja-
cego LT i 20 ul proteinazy K. Calo$¢ mieszaniny inkubo-
wano 20 min. w temperaturze 37°C, po czym postgpowano
wg I protokolu izolacji DNA zestawu Blood DNA Prep
Plus.

PCR dla wirusa BLV: Reakcj¢ PCR prowadzono w mie-
szaninie o koncowej objetosci 25 ul skladajacej si¢ z 10
mM Tris-HCI pH 8,8 przy 25°C. 50 mM KCl, 1.5 mM
MgCl., 0,1% Triton X-100, 200 uM mieszaniny kazdego a
dNTP. 0.5 U DyNAzyme 11 DNA polimerazy (Finnzymes
Oy), 0,2 uM primerow ZM?2 (5’-cte tga tgg cta agg gea gac
acg gc-3") 1 ZM3 (5°-ctt cce cte cct ggg cte ceg aa-3")13 ul
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Ryc. 1. Wynik kontroli obecnosci DNA wirusa BLV metoda
nested PCR w probkach pelnej krwi bydta biataczkowego: M
— marker & X174/Hinfl (MBJ Fermentas), a — kontrola pozytyw-
na, b - kontrola negatywna, 1-20 probki krwi badanych zwierzat
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Ryc. 2. Wyniki kontroli obecno$ci DNA wirusa BLYV metoda
nested PCR w prébkach mleka: M —marker ¢ X174/Hinfl, a -
kontrola pozytywna, 1-20 probki mleka badanych zwierzat
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DNA. Profil temperaturowy amplifikacji byt nastepujacy:
5 min. 95°C, 35 cykli 30 5. 94°C, 1 min. 70°C, 7 min. 72°C.

Nested PCR dla wirusa BLV: 1 pl produktu amplifika-
cji pierwszej reakcji PCR dodawano do roztworu zawiera-
jacego 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8,8 przy 25°C, 50
mM KCI. 1,5 mM MgCl,, 0,1% Triton X-100, 200 pM kaz-
dego zdNTP, 0,5 U DyNAzyme Il wym. polimerazy DNA,
0,2 uM kazdego startera ZM4 (5’-ctc gee cic ccg gac gee
ca-3°) i ZM5 (5°-get agg cct aag gte agg gee ge-37). Konco-
wa objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosifa 25 ul. Profil
temperaturowy amplifikacji byt nastgpujacy: 2 min. 95°C,
20 cykli 30 5. 94°C, 45 5. 70°C, 7 min. 72°C.

Odczyn immunodyfuzji (ID). Test wykonywano zgod-
nie z obowiazujacy instrukcja stosujac znane, referencyjne
surowice anty-BLV (11). Jako antygenu uzyto handlowego
antygenu dla testu ID, seria A1009 przygotowanego z su-
pernatantu znad komérek FLK/BLV.

Test ELISA. Metodyke testu ELISA (BIOVETA, Iva-
novice na Hane, CR) przeprowadzano scisle wg zalaczo-
nej instrukeji.

Wyniki i oméwienie

Uzyskane rezultaty przedstawiono w tab. 1 oraz na
ryc. 1 1 2. Wstgpny proces leukemicznej formy bia-
taczki wykazano badaniem hematologicznym u kro-
wy nr 3, w przypadku ktorej stwierdzono 11 330 lim-
focytéw krwi. Wigkszo$¢ z nich miata charakter du-
zych komoérek miodocianych z wyraznym rabkiem
zasadochtonnej cytoplazmy. Potwierdzeniem stanu
zakazenia zwierzecia wirusem biataczki byt dodatni
wynik testu serologicznego i wysokie miano przeciw-
cial odpornosciowych anty-BLV (ELISA -1 :5120). U
pozostatych zwierzat liczba limfocytow wahata sig od
2800 do 8000 w 1 pul krwi.

Kontrola serologiczna odczynem immunodyfuzji
probek mleka wykazata 18 (90%) wynikow dodatnich,
zaé badaniem testem ELISA stwierdzono ogdtem 19/
20 (95%) dodatnich wynikéw dla probek surowicy 1
18/19 (94,7%) dla probek mleka. Wartosci liczbowe
dla poszczegodlnych mian surowicy wynosity od 1:80
do 1:2560. W zasadzie wszystkie uzyskane wyniki
kontroli przeciwcial anty-BLV testem ELISA dla su-
rowic, korespondowaty z wynikami dla analogicznych
prob mleka. Notowana roznica dotyczyta jedynie prob-
ki nr 1, ktora przy dodatnim wyniku dla surowicy,
wykazata ujemny wynik dla proby mleka.

Kontrola obecnodci wirusa BLV przy uzyciu meto-
dy nested PCR wykazata 100% dodatnich wynikow w
przypadku probek petnej krwi (ryc. 1) i 16/20 (80%)
dodatnich wynikow dla probek mleka (ryc. 2). Probki
nr 1, 7, 12 1 13 izolatow DNA komorek mleka daty
wynik ujemny. Wielkos¢ prazkow amplifikowanego
DNA wirusa biataczki wynosifa 218 pz. Mata liczba
badanych zwierzat nie upowaznia wprawdzie do wy-
ciagania ostatecznych wnioskow, jednakze juz na obec-
nym etapie badan wykazano peing przydatnosc testu
nested PCR do diagnostyki zakazen bydta wirusem
enzootycznej biataczki. Analogiczna kontrola probek
mleka testem nested PCR wykazata rowniez jego przy-
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Tab. 1. Wyniki kontroli obecnosci wirusa bialaczki bydta (BLV) w prébkach krwi i mleka zakazonego bydla

: Schilling Kontrola serologiczna Nested PCR
kr'::w IeuLl:ﬁ:l;?ﬁw i MEY mijeko krew | mleko
B | Eo| N | Ly | Mon| liczba limfoc.| ID | ELISA | (miano) | ELISA

1 10 600 0 | 13| 38 | 47 | 2 4980 - + (1280) - + -
2 11 500 0 | 4 (48 48| 0 4600 + + (1280) + + +
3 17 700 0| 4 |32 64| 0 11 330 + + (5120) + + +
4 10 500 0| 9 39|51 1 4860 + + (80) + + -
5 10 400 0 |16 | 31|52 | 0 5400 - - - + +
6 9800 0 | 5|48 |45 | 2 4400 + + (160) + + +
7 9400 0 | 6 |42 | 50| 2 4700 + + (160) + + -
8 10 600 0| 5 |62|32] 1 3390 + + (320) + + +
9 9000 0| 3 |49 |46 | 2 4100 + + (160) + + +
10 5900 0| 4 45|51 0 3000 + + (160) + + +
11 11 100 0 | 3 |28 | 67| 2 7400 + + (640) + + +
12 10 000 0|2 |57 |4 | 0 4100 + + (320) + + -
13 12 600 0 | 3 |50 46| 1 5790 + + (160) + + -
14 6800 0| 5 53|42 0 2800 + + (320) + + +
15 9400 0 | 115534 0 3200 + + (80) + + +
16 13 900 0| 7 |40 51| 2 7080 + + (2560) | n.b. + +
17 7600 0 |12 |42 | 45| 1 6260 + v | (1280) + + +
18 8800 1| 3 (41|55 0 4800 + + (640) + + +
19 12 500 0| 1 /34|64 0 8000 + + (320) + + +
20 10 200 0 7 |47 | 46 | O 4700 + + (160) + + +

% wynikow dodatnich 80 | 95 94,7 100 80

datnos¢ do kontroli powyzszych zakazen. Rozbiezno-
$ci pomiedzy dodatnimi wynikami testu nested PCR
dla probek krwi i probek mleka mozna upatrywac we
wczesnym stadium zakazenia zwierzat wirusem BLV,
zbyt malej jego ilosci w poszczegdlnych komorkach
gruczotu mlekowego — limfocytach i mastocytach, jak
rowniez w deponowaniu si¢ wirusa w komorkach ukta-
du $rodblonkowo-retikularnego innych narzadéw lim-
fatycznych. Sugestie takie majg swoje uzasadnienie w
badaniach Klintevalla i wsp. (15). Jak wykazali auto-
rzy obecnos$¢ wirusa biataczki obserwowano w roz-
nym stopniu w poszczegolnych narzadach zakazonych
zwierzat. U jednych wykazano wirus w szpiku kost-
nym, $ledzionie, grasicy, weztach chtonnych, watro-
bie, nerce, podczas gdy u innych wynik PCR byt ne-
gatywny. Ciekawym jest, ze w 5 przypadkach na 6
zwierzat badanych nie stwierdzono wirusa BLV za-
réwno w szpiku, jak 1 grasicy. Badania te nie obejmo-
waly jednak komdrek gruczotu mlekowego. Przydat-

no$¢ probek mleka do kontroli zakazef bydta wiru-
sem BLV metoda nested PCR i okreslenia wptywu
okresu laktacji czy stanu zasuszenia zwierzat na osta-
teczny wynik reakcji wymaga dodatkowych badan. Jak
sic wydaje fizjologiczny stan okoloporodowy moze
mie¢ rowniez istotny wplyw na ostateczny wynik tan-
cuchowej reakcji nested PCR. Kuzmak (18) poréw-
nujac wystgpowanie prowirusa w limfocytach krwi i
wydzielinie przedsiarowej wykazat, ze DNA wirusa
BLV wystepuje w wydzielinie przedsiarowej jedynie
u 6z 17 krow (35,3%), ktore posiadaty go w limfocy-
tach krwi. U dwoch zwierzat obecnos$¢ prowirusa w
limfocytach wydzieliny przedsiarowej nie zostala po-
twierdzona badaniem DNA z limfocytow krwi, pomi-
mo dodatniego wyniku odczynu serologicznego suro-
wicy tych zwierzat. Wérod 17 kréw z dodatnim wyni-
kiem prowirusowego DNA w limfocytach krwi stwier-
dzono jedynie 12 (70,9%) dodatnich wynikéw testu
ELISA. Gdy jednak badano wydzieling przedsiarowa,
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wszystkie zwierzeta, w limfocytach ktorych obecny byt
prowirusowy DNA, posiadaty réwniez swoiste prze-
ciwciala anty-BLV.

Interesujace wyniki uzyskali autorzy kanadyjscy
(23). Badacze ci stosujac reamplifikacj¢ materiatu ge-
netycznego genu gag wirusa biataczki uzyskali 0 31%
wiecej wynikow dodatnich reakeji nested PCR niz w
reakcji zwykiego PCR z jedng para primerow. Wyka-
zali oni réwniez ujemne wyniki reakcji nested PCR
przy dodatnim wyniku odczynu ID.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze kontrola zakazen
bydla wirusem enzootycznej biataczki bydta przy uzy-
ciu metody nested PCR i pelnej krwi badanych zwie-
rzat, pozwala na wykrywanie wigkszego procentu zwie-
rzat zakazonych niz kontrola serologiczna przy uzy-
ciu metody ELISA. Wykrywanie materiatu genetycz-
nego wirusa BLV stwarza znacznie lepsze warunki
kontroli bydta zakazonego i efektywnego zwalczania
choroby. Zastosowanie metod biologii molekularnej
(PCR) do diagnostyki enzootycznej biataczki pozwoli
na eliminacje ukrytych nosicieli wirusa z gospodarstw
zapowietrzonych, ograniczenie duzych wydatkéw finan-
sowych na zakup bardzo drogich zagranicznych zesta-
wow ELISA i zmniejszenie strat ekonomicznych wyni-
kajacych z tytutu obnizenia wydajno$ci produkcyjnej
bydta biataczkowego. Naczelnym zadaniem stosowa-
nia metody nested PCR jest efektywne wykorzystanie
jej do diagnostyki zakazen bydta wirusem BLV i catko-

wita likwidacja enzootycznej biataczki bydta w Polsce.
PiSmiennictwo

1. Belak 8., Pollagy-Pordany A.: Application of the polymerase chain reaction
(PCR) in veterinary diagnosis virology. Vet, Res. Comm, 1993, 17, 55-72.

2. Buehring G., Kramme P, Schultz R.: Evidence for bovine leukemia virus in
mammary epithelial cells of infected cows. Labor. Investig. 1994, 71, 359-
365.

3. Comil I, Levy D.: In vivo incubation of bovine leukemia virus (BLV) expres-
sion. Leukemia 1989, 3, 159-161

4. Cowley J., Molloy J., Dimmoch C., Walker P, Bruyeres A., Ward W Infec-
tivity of bovine leukemia virus infected cattle: an ELISA for detecting anti-
gens expressed in in situ cultured lymphocytes, Vet. Microbiol. 1992, 30,
137-150.

5. Fechner H., Kurg A., Blankenstein P, Mewes G., Geue L., Albrecht C., Eb-
ner D.: Direct use of cell lysate in PCR — based diagnosis of bovine leukemia
virus infection. Berl. Miinch. Tierdrztl. Wschr. 1996, 109, 446-450.

6. Fechner H.,, Kurg A., Geue L., Blankenstein P, Mewes G., Ebner D., Bejer
D.: Evaluation of polymerase chain reaction (PCR) application in diagnosis
of bovine leukemia virus (BLV) infection in naturally infected cattle. J. Vet.
Med. B. 1996, 43, 621-630.

7. Fechner H,, Blankenstein P, Looman A., Elwert J., Geue L., Albrecht C. et
all:: Provirus variants of the bovine leukemia virus and their relation to the
serological status of naturally infected cattle. Virology. 1997, 237, 261-269.

8. Furuta Y, Shinohara K., Sano K., Meguro M., Nagashima J.: In situ hybridi-
sation with digoxigenin-labelled DNA probes for detection of virus geno-
mes. J. clin. Pathol. 1990, 43, 806-809.

9. Gater M., McLennan M., Levin M., Daniel R.: Experimental infection of
sheep with bovine leukemia virus infectivity of blood, nasal and saliva se-
cretions. J. Vet. Med. B, 1989, 36, 652-660.

10. Grundboeck M., Buzata E., Szczotka M., Rufka J.. Experimental infection
of sheep with bovine leukemia virus (BLV). Pol, Arch. wet. 1991, 31, 5-13.

11. Grundboeck-Jusko J., Grundboeck M.: Instrukcja serologicznego rozpozna-
wania enzootycznej biataczki bydla przy uzyciu testu immunodyfuzji w zelu
(ID), Nr 54, Min. Rol. i Gospod. Zywn. Dep. Wet. z dnia 20 lutego 1983 .

12. Gupta P, Kashimiri S., Ferrer J.: Transcriptional control of the bovine leuke-
mia virus (BLV) geneme: role and characterization of a non-immunoglobin
plazma protein from BLV-infected cattle. J. Virol. 1984, 50, 267-270.

577

13, Jacobs R., Song Z., Poon H., Henney J., Taylor A., Jefterson B., Vernan W.,
Valli 'V Proviral detection and serology in bovine leukemia virus-exposed
normal cattle and cattle with lymphosarcoma. Com. J. Vet. Res. 1992, 56,
339-348.

14.Kettmann R., Deschamps J., Cleuter Y, Couez D., Bruny A., Marbaix C:
Leukemogenezis by bovine leukemia virus: proviral DNA integration and
lack of RNA expression of viral long terminal repeat and 3” proximate cellu-
lar sequences. Proc. natnl. Acad. Sci. USA 1982, 79, 2465-2469.

15. Klintewall K., Ballagy-Pordany A., Naslund K., Belak S.: Bovine leukaemia
virus: rapid detection of proviral DNA by nested PCR in blood and organs of
experimentally infected calves. Vet. Microbiol. 1994, 42, 191-204.

16. Knapen K., Kerkhofs P, Thiry E., Mammerickx M.: Epidemiological evalu-
ation of a monoclonal ELISA detecting antibodies against bovine leukaemia
virus in serum pools. Epidemiol. Infect. 1994, 113, 563-569.

17. Kubis P, Rutka J., Kur J, Dabrowski S.: PCR in the diagnosis of bovine
leukemia virus infection. Bul. Ver. Inst. Pulawy, 1996, 40, 85-89.

18. Kuzmak J; Warto$¢ diagnostyczna oznaczania prowirusowego DNA wirusa
enzootycznej bialaczki bydta metodq PCR. Praca hab., PTWet. Pulawy. 1995.

19. Lassauzet M., Thurmand M., Johnson W., Stevens F., Picauso J.. Factors
associated with transmission of bovine leukemia virus by contact in cows on
a california dairy. Am. J. Epidem. 1991, 133, 164-176.

20. Lucas M., Dawson M., Chasey D., Wibberley G., Roberts D.: Enzootic bovi-
ne leucosis virus in semen, Vet. Rec, 106, 128, 1980,

21. Mammerickx M., Antoine O., Bumy A., Desmecht M., Kerkhots P, I. wsp.:
Study of the relationship between infection with BLV (bovine leukemia vi-
rus) pesistent lymphocytosis and infection with other infective agents in a
cattle herd. Annls Med. Vet. 1989, 133, 515-524.

22. Marbaix G., Kettmann R., Cleuter Y, Bumy A.: Viral RNA content of bovi-
ne leukemia virus infected cells. Mol. Biol. Rep. 1981, 7, 135-138.

23. Marsolais G., Dubuc R., Bergeron J., Morsey J., Kelly E., Jackson M.: Im-
portance of primer selection in the application of PCR technology to the
diagnosis of bovine leukemia virus. J. Vet. Diagn. Invest. 1994, 6, 297-301.

24. Meiron R., Breuner I, Gluckman A., Avraham P, Trainin Z.: Humoral and
cellular response in calves experimantally infected with bovine leukemia
virus (BLV). Vet. Immunol. 1985, 9, 105-107.

25. Molteni E., Agresti A., Meneveri R., Marozzi A., Malcovati M., Bonizzi L.,
Poli G., Ginelli E.: Molecular characterization of a variant of proviral bovine
leukemia virus (BLV). J. Vet. Med. B, 1996, 43, 201-211.

26. Miiller M., Wittmann W,, Liebermann H., Mowes L., Albrecht B., Meissner
L., Weege H: EinfluB der Verfitterung von BLV-infetivierten Kolostrum
and BLV freiem Ammenkolostrum auf die Leukoseinfektionsrate bei Kélben.
Mh. Vet. Med. 1985, 40, 709-712.

27. Naif H, Brandon R., Daniel R., Lavin M.: Bovine leukemia proviral DNA
detection in cattle using the polymerase chain reaction. Vet, Microbiol. 1990,
25, 117-129.

28. Otachel-Hawranek J.: Przydatnos$é odczynu syncytialnego do wezesnej dia-
gnostyki zakazen wirusem biataczki bydta (BLV) u cielat. Medycyna Wet.
1993, 49, 315-317.

29. Platzer C., Siakkou H., Kraus G., Grobel C., Rosenthal S.: Use of monoclo-
nal antibody against major internal protein p24 of bovine leukemia virus in
capture ELISA. Arch. exp. Vet. Med. 1990, 44, 917-923.

30. Portetelle D., Mammerickx M., Bumy A.: Use of two monoclonal antibodies
in an ELISA test for the detection of antibodies to bovine leukemia virus
envelope proteing gp51. J. Vet. Methods 1989, 23, 211-222.

31. Reichert M., Grundboeck-Jusko J.: Badania aktywnosci odwrotnej transkryp-
tazy w hodowli komérkowej linii FLK zakazonej wirusem EBB, Medycyna
Wet. 1988, 44, 14-16.

32, Reichert M., Grundboeck-Jusko J.: Molecular cloning of provirus DNA from
bovine leukemia lymphocytes and its application as a probe for diagnosis
purpose. Acta bioch. pol. 1991, 38, 111-114.

33.Rutka J,, Buzata E.: Diagnostyka enzootycznej bialaczki bydta przy uzyciu
testu seroneutralizacji. Medycyna Wet. 1996, 52, 708-711.

34. Rutka J, Lis M., Buzata E.: Ocena polskiego zestawu ELISA w serologicz-
nej diagnostyce bydta zakazonego wirusem biataczki (BLV). Medycyna Wet.
2000, 56, 660-664.

35, Siakkou H., Kube D., Peters H., Otto A., Urlich R., Rosenthal S.: New ELI-
SA test for detection of bovine leukemia virus infection in cattle using bacte-
rially synthezised p24. Arch. exp. Vet. Med. 1990, 44, 952-930.

36.Stec J,, Grundboeck-Jusko J., Grundboeck M.: Oznaczanie przeciwciat dla
wirusa enzootycznej biataczki bydta metoda ELISA. Medycyna Wet, 1985,
41, 117-119.

37. Xie B., Ovamada T, Yoshikawa H., Oyamada T., Yoshikawa T Detectjon a
proviral DNA of bovine leukemia virus in cattle by a combination of in-situ
hybridization and the polymerase chain reaction. J. comp. Path, 1997, 116,
87-96.

Adres autora: doc. dr hab. Jan Rulka, ul. Lubelska 17/6, 24-100 Putawy



