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Enzo oty czna b laŁac zka bydł a j e st nadal s z ero ko ro z -

powszechnioną w Polsce jednostką chorobową bydła
dorosłego. Głównym źrodłęm szerzenla się choroby

mia Virus type C. Szczególnie istotnym elementem

droga wprowadzenia wirusa. Wysoką skuteczność in-
fekcji stwierdzono po zakażeniu zwierząt drogą do-
żylną domięśniową śródskórną dootrzewnową do-
ustną a nawet drogąrektalną (10, 26).W komórkach
zakażonego organizmu wirusowy DNA zintegrowany
zostaje z genomem komórki gospodarza jako tzw. pro-
wirus (3,8, 13, 14,22,25,27,32,37). Wykrywanie
zakażeńbydła wirusem białaczkl opiera się, jak do-

Ę chczas, głównie na metodach diagnostyki s erolo gicz-
nej ID i ELISA (4, 16, 29, 30,33-36) oraz dtagno-
styki wirusologicznej test rewertazowy (31), syncy-
tialny (28). Wprawdzie metoda ELISAjestbardzo czlt-

Ęm testem serologicznym, to jednak nie wykrywa ona
wszystkich zakażeń bydła wirusem BLV. W stadach
uznanych za wolne od tych zakażeń, nadal pojawiają
się niekiedy zwtetzęta wykazujące obecność niskich

mian przeciwciał odpornościowych anty-BLV w su-
rowicy krwi. Stan ten wtązac się może ze stanem ft-
zjologicznym zwrctzęcia lub działaniem wielu czyn-
ników immunosupresyjnych (3, 12, 19). Sytuacja ta
ma zasadniczy wpływ na ostateczny efekt zwalczanta
i uwalniania gospodarstw zapowietrzonych wirusem
BLV.

W ostatnich latach wiele badań w zakresie diagno-

stawiane przed czułą specyficzną i szybką metodą
d specyficz-
n pii wybra-
n pomiędzy
wybranymi oligonukleotydami pełniącymi rolę starte-
rów reakcji. Obecnie znanychjest wiele wariantow
meto dy P CR, j ednakżę w di agno styc e białaczkt by dła

szej amplifikacji jest ponownie amplifikowana w obec-
ności dodatkowych primerów.

Celem badańwłasnych było porównanie wyników
kontroli serologicznej testem ID i ELISA z wynikami



reakcji PCR próbek krwi i mleka krów pochodzących_z
gospodarstrvizapowrctrzonegowirusembiałaczkJ(Bl-p,

Mateilał imetody

nia przechowywano w temperaturze -20"C.
Badanie hematologiczne (Schilling). Procent poszcze-

gólnych elementów morfotycznych kr"wi określano w pre-

|araiach barwionych metodą Pappenheima. Llczbę limfo-
iytów bezwzględnych obliczano w sposób ogólnie znarly

mnożąc procent limfocytów w obrazie Schillinga przez

wano 20 min. w temperaturze37"C, po czym postępowano

wg II protokofu izolacji DNA zestawu Blood DNA Prep

Plus.
PCR dla wirusa BLV: Reakcję PCR prowadzono w rnie-

Oy), 0,ż pM primerow ZMż (5 '-ctc tga tgg cta agg gca gac

aĆggc-Z;liZM3 (5'-ctt ccc ctc cct ggg ctc ccg aa-3') i 3 pl

M a b 1 2 g 4 5 6 7 8 9 1011121314151617181920

Ryc. 1. Wynik kontroli obecności DNA wirusa BLV metodą

nósted PCR w próbkach pełnej krwi bydła białaczkowego: M

- marker aX04lHlnfl (MBJ Fermentas), a - kontrola pozyĘw-
na, b - kontrola negatyrvna, 1-20 próbki krwi badanychrwierząt

M a b 1 2 3 4 5 6 ? 8 9 101112 1314151617181920

DNA. Pro ifikacji był następujący:

5 min.95o min.70oC, J min,lZoC,
Nested i pl produktu amplifika-

antygenu dla testu ID, seria .Ą1009 przygotowanego z su-

pernatantu znad komórek FLI(BLV.
Test ELISA. Metodykę testu ELISA (BIOVETA, Iva-

novice na Hane, ĆR; przeprowadzano ściśle wg załączo-

nej instrukcji,

Wyniki i omówienie

218pż

Ryc. 2. Wyniki kontroli obecności DNA wirusa BLV metodą

nósted PCR w próbkach mleka: M - marker a XI74lHinfl, a,
kontrola pozytywna, 1-20 próbki mleka badanychzwierząt



Tab. l. Wyniki kontroli obecności wirusa białaczki bydła (BLV) w próbkach krwi i m|eka zakażonego bydła
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datno ś ć do kontro li p owy ższy ch zakażen. Rozbi eżno -

ści pomiędzy dodatnimi wynikami testu nested PCR
dla próbek krwi i próbek mleka możnaupatrywać we
w c z e s nym st adium zakażenia zw ier ząt wiru s em B LV,
zbyt małej jego ilości w poszczególnych komórkach
gruczołu mlekowego - limfocytach i mastocytach, jak
również w deponowaniu się wirusa w komórkach ukła-
du śródbłonkowo-retikularnego innych narządów lim-
fatycznych. Sugestie takie mająswoje uzasadnienie w
badaniach Klintevalla i wsp. (15). Jak wykazali auto-
rzy obecność wirusa białaczki obserwowano w róz-
nym stopniu w p o s z cze gó lnych nar ządach zakażony ch
zwierząt. U jednych wykazano wirus w szpiku kost-
nym, śledzionie, grasicy, węzłach chłonnych, wątro-
bie, nerce, podczas gdy u innych wynik PCR był ne-
gatywny. Ciekawym jest, że w 5 przypadkach na 6
zwterząt badanych nie stwierdzono wirusaBLY za-
równo w szpiku, jak i grasicy. Badania te nie obejmo-
wały j ednak komórek gruczołu mlekowego . Przy dat-

nośc próbek mleka do kontroli zakażęń bydła wiru-
sem BLV metodą nested PCR i określenia wpływu
okresu laktacji czy stanu zasuszenia zwierząt na osta-
teczny wynik reakcji wymaga dodatkowych badań. Jak
się wydaje fizjologtczny stan okołoporodowy moze
miec również istotny wpływ na ostateczny wynik łań-
cuchowej reakcji nested PCR. Kuźmak (18) porów-
nując występowanie prowirusa w limfocytach krwi i
wydzielinie przedsiarowej wykazał, że DNA wirusa
BLV występuje w wydzielinie przedsiarowej jedynie
u6 z I7 krów (35,3%o),które posiadaĘ go w limfocy-
tach krwi. U dwóch zwierząt obecność prowirusa w
limfocytach wydzieliny przedsiarowej nie została po-
twierdzona badaniem DNA z limfocytów krwi, pomi-
mo dodatniego wyniku odczynu serologicznego suro-
wicy Ęch zwterząL Wśród 1 7 krów z dodatnim wyni-
kiem prowirusowego DNA w limfocltach krwi stwier-
dzono jedynie 12 (70p%) dodatnich wyników tesfu
ELISA. Gdy jednak badano wydzielinę przedsiarową



wszystkie mvterzęta,w limfocytach których obecny był
prowirusowy DNA, posiadaĘ również swoiste prze-
ciwciała anty-BLV.

Interesujące wyniki uzyskali altorzy kanadyjscy

przy dodatnim wyniku odczynu ID.
Reasumując należy stwierdzić, że kontrola zakażęń

znej
iĘ.
anle

rząt zakażonych niż kontrola serologiczna przy uĘ-
ciu metody ELISA. Wykrywanie materiatu genetycz-
nego wirusa BLV stwarza znacznię lepsze warunki
kontroli bydła zakażonego i efektywne go zwalczania
choroby. Zastosowanie metod biologii molekularnej
(PCR) do diagnostyki enzooĘ cznej białaczki pozwoli
na eliminację ukryĘch nosicieli wirusa z gospodarstw

finan-
zesta-
qni-

kaj ących z $lftu obniżenia wydajności produkcyjnej
bydła białaczkowego. Naczelnym zadaniem stosowa-
nia metody nested PCR jest efektywne wykorzystanie
j ej do diagnostyk t zakńeńbydła wirusem BLV i całko-
wita likwi d acj a enzo oty cznej btałaczki bydła w P o l s c e.
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