
Praca oryginalna Original papet

Diagnostyka molekularna wi]usa białaczki hydła (BtV)
ploTR KUBlś, JAN RUŁKA

Pracownia Patologii Komórkowej Państwowego lnstytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantów 57,24-100 Puławy

,,' ,.,, ..,,..,,,,,], ,'Ku,biś,P;,

Moleculat diagnosis o

:..:. |'. ., ',' ,l.,,,,,,,'Sum

The aiń,of this,experińent wżs diagnosing bovinć le
results o,btained lry serologlcal methods (ID, ELISA);,
PCR in the,110,corrys examined were 52 (45.50ń\,77 {
note that 5 cows out of 24 with positive results in nestecl-PCR did not reveal the presence of antibodies against
BLV. This can be]explained either by the very short LV infection }refore colle the s for
examination, the prósence of BLV outside the blood svstem, fallibility of the or t ence
of different variants of BLV'.
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Wirus enzootycznejbtaŁaczki bydła - BLV (bovine
leukemia virus) jest blisko spokrewniony z wirusami
HTLV-1 i HTLV-2 i wraz z nimt tworzy podrodzinę
Oncomavirinae grupę HTLV;BLV (13, 18, 2a, 2I).
Komórkami docelowymi wirusa BLV sągłównie lim-
focyty subpopulacji typu B, chociaż zakażęnill ulega-
ją również monocyty, limfocyty T, a także komorki
śródbłonka naczyń krwionośnych i nabłonkowe ko-
mórki gruczołu ml ekowe go. U większo ś ci zakażony ch
zws,erząt powstaje trwała odpowiedź serologiczna, a
choroba pTzęz długi czas przebiega bezobjawowo (9,
15, 16).

Genom wirusa BLV, podobnie jak i innych retrowi-
rusów, stanowiądwie identyczne cząsteczki RNA za-
wierające kodujące sekwencje genu gag, pro, pol, i env
oraz sekwencje nie kodujące tworzące długie flanku-
jące powtóTzęnla tzw. LTR (long terminal repeats).
Poza genami strukturalnymi wirus białaczki bydła
posiada region Xz|okalizowany między genem env a
3' LTR, kodujący białka Tax, Rex, RIII i GIV (4,6,19).

Wykrywanie infekcji wirusowych w ostatnich latach
zrewolucj o nizow ały metody biolo gii molekularnej .

Pierwsząz nich jest hybrydyzacja DNA, zasadąktórej
jest specyficzne Łączenie znakowanych cząstek kwa-
sów nukleinowych (sondy molekulame), z immobili-
zowanąna nylonie lub nitrocelulozie badaną sekwen-
cjąDNA (7, 8).D-gąmetodą używanądo powiela-
nia in vitrofragmentów DNA lub cDNA, uzyskanego
w wyniku odwrotnej transkrypcji RNA, jest reakcja
łańcuchowej polimerazy - PCR (polymerase chain re-
action). Znanychjest wiele wariantów reakcji, jednakże
w celach diagnostycznych stosowane sądwie jej wer-
sje: pojedynczy PCR, przyktórej produkt amplifikacji

jest rezultatem amplifikowania oczyszczonego DNA
i użyciu jednej pary stafterów otaztzw. podwójny PCR
(nested-PCR) gdzie produkt pierwszej amplifikacji jest
powielany dodatkowo przy użyclu wewnętrznej pary
starterów (1,2, 5, 13, 11, 18). Produkty reakcji PCR
możnawykryć: a. metodąelektroforezy w żelu agaro-
zowym lub poliakrylamidowym, b. hybrydyzacjąz
sondąmolekulamą znakowaną izotopem ("Ę "Ł "S,rH) lub znac znlkiem typu h aptenu (b i otyna, dwunitro -
fenol, 5-bromo-2' -dezoksyurydyna, acetylo-aminoflu-
ofen, grupy siarczanowe SO. czy digoksy-genina) oraz
c. reakcjąPCR-ELISA, PCR-ELA, DIAPOS - Detec-
tion of Immobilized, Amplified Products in a One-
Phase System (i0, 1I,12).

Celem pracy było porównanie wyników testów se-
rologicznych i metody nested PCR w diagnostyce
enzo oty c znej b iałac zki by dł a.

Materiał imetody
Zwierzęta. Do badań użyto 110 prób pełnej krwi i suro-

wic krów mlecznych w wieku od 3 do 8 lat, pochodzących
z gospodarstwa GS zapowietrzonego wirusem bjałaczki
bydła. W zalezności od czasu pozyskania prób do badań
zwierzęta podzielono na 6 grup doświadczalnych (od A
do F).

Badanie serologiczne. Przeciwciała anty-BLV wykry-
wano przy uzyciu odczynu immunodyfuzji ID (PIWet.
Puławy) oraz testu ELISA - SERELISA BLVAb Mono-
Blocking (Synbiotics Co. France), ściśle wg załączonel in-
strukcji producenta, Odczyt wyników prowadzono na spek-
trofotometrze StatFax 2700przy długości fali490 nm. Mia-
nem dodatnim surowicy była ujemna wańość najwyższe-
go jej rozcieńczenia, w którym warlość liczbowa absorpcji
wynosiła > 0,100.



7zo|acjaDNA.IzolacjęDNAprowadzonoprzypomocy wśród 110 surowic badalych odczYnem immunodY-

zestawlr Blood DNA piep plus (A & A Bióteóhnolog}) fuzji (ID) dodatni wynik stwierdzono :u52 !4SĄ%)
zgodnie z instrukcjąproducenta. Do izolacji pobierano 500 zwieruąt, zaśbadanych_testem ELISA u 77 (10%).

pT s*i.z.3 lub 100 pi mrozonej pełnej klwi Źwierząt bada- Wszystkie surowice dodatnie w odczynielD wYkazY-

nych. waĘrównież dodatni wynik w 19§ci: EL^ISA SpoŚród
Reakcja pCR. Łańcuchowąreakcję polimerazy pIowa- 77 dodatnlch surowic w teście ELISA, 8 surowic Po-

dzono w roztrvorze o objętości 25 ,p"l zawicrającego 10 rnM chodziło od krow z grupy doświadczalnej A, 20 z gt^tl-

Tris-HCl pH 8,8 przy 25oC.50 mM K zE t 15 z grwy F. Pełną zgodnośĆ
0,1% Tritón X-100,200 pM każdego z ISAireakcjiPCRnotowanoukrów
NAzyme il polimerazy DNA (Finnzyme B, C i D, zaś spośród 17 dodatnich
degostartcra ZMz (5'CTC TGA TGC grupieE,, 14byłorównieżdOdatnich
GAC ACC GC 3') i ZM3 (5' CTT CC( podobne wyniki uzyskano w gospo_

CTC CGG AA 3') i 5 pLl wyizolowane wśród 17 dodatnich wyników pCR,
prowadzono w termocyklerze Uno II ( w teście ELISA. Interesującym jest.
przy następującycb parametrach czas rtnich wyników reakcji nested_pCR,
wych: 5 rnin, w 95'C wstępna denatur nie stwierdzono obecności przeciw_
w 94'C - dcnaturacj a, i min. w 70'C pl ldatni wynik reakcji nested_pCR przy
rów i ich elongacja. Końcowym etapem

gacja amplikonu 7 min. w JZ"C.
Reakcja nested-PCR. 1 pl produkt

PCR dodawano do roztworu zawieraj
10 mM Tris-HCl pH 8,B przy 25"C,5
MgClr, 0,1 Tritonu X-l 00, 200 pl
U DyNAzyme lI polimerazy DNA
startera ZM4 (5'CTC GCC CTC CCG
iZM5 (5, GCT AGG CCT AAG GTC
Końcowa objętość mieszaniny reakcyj
Parametry czasowo-temperatulowe uz
cji PCR były rrastępujące: 2 min. w 95

turacja; 20 cykli 30 s. w 94"C, denatu
ptzyłączemaprim erów i ich clon gacj a.

reakcji była elongacja 7 min. w J2"C.
retyczny 5 pl uzyskanego produktu p

odniesieniu do amplikonu reakcji nest

wano go w 2ol, żelu agarozowym bar
etydyny względem DNA markera @X l
mentas)' 

istych i DNA w próbkach mleka tego zwierzęcia wy-
Wyniki i OmóWienil k azaławynlkdo tatni. ogółem spośród badanych pńb

Wyniki badańwłasnych, zużyctemstarterów ZMz, krwi krów mlecznych, dodatni wYnik testu ELISA
Z143, ZM  i Z1l715, ilustĄe _ iab.1, Jak wykazano, wykazano u 77 (70%) zwterząL a nested-PCR u 82

Tab. l. Porórvnanie wyników badania serologicznego z lvl,nikami reakcji nested-PCR
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0

2

0

2

0
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0

0

0

0

0

0

0

10

0

10

1

2

1

2

1
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4

9
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(45,4)

(70)

(74,5)



(74,5%). W innym badaniu spośród 279 prob krwi,
stwierdzono 3 wyniki dodatnie w reakcji nested-PCR
i 1 w teście ELISA, przy czymwyniki kontroli serolo-
gl,cznej nie korelowały zwynikiem badania DNA wi-
rus a (dane nie pub likowane). Przeprowad zone b adania
wykazaĘ wyższączńość reakcji nested-PCR w !\rykry-
waniu zakażeń by dła wiru s em bińaczki ni ż di agno sty-
ka serologlczna testem ELISA. Podobną korelację
wyników stwierdzili Blankenstein i wsp. (3). Autorzy
ci stosując primery LTR wirusa BLV stwierdztliwyż-
szączułośc reakcji PCR (34 wyniki dodatnie), niżprzy
ttżyciu primerów genu env (30 wyników dodatnich).
Równoległa kontrola serologiczna w/w 34 zwierząt
dodatnich w PCR, wykazałatylko 2I dodatnich wyni-
ków w teście ELISA, zaś analizarestrykcyjna uzyska-
nych amplikonów P CR potwi er dzlła i stni eni e r ożny ch
wariantów DNA wirusa BLV. Podobne obserwacje
odnotowali Marsolais i wsp. (12). W konkluzji wy-
mienieni autorzy sugeruj ą że męto da PCR winna być
s to s owana do wykryw ania zakażeń w go sp o darstwach
z małąilością zwierząt zakażonych BLV, do wykry-
rvania nowych epizotli lub w gospodarstwach wolnych
od dłuższego czasu od zakażeń wirusem białaczki z
pojedynczymi przypadkami guzowatej jej formy lub
w duzych go spodarstwach reprodukcyj nych. Murtaugh
i wsp. (14), dodatni wynik reakcji PCR stwierdzili u
13 krów spośród 18 wykazujących dodatni wynikkon-
troli serolo gicznej. Izolowane limfocyty od pozosta-
Ęch 5 zwietząt,nię zawietaĘ wirusa BLV w hodowli
in vitro lub ekspresja jego była tak niska, że nie po-
zwalała na wykazanie obecności DNA metodą PCR.
Autorzy sugerująobecność cząstek wirusa BLV w in-
nych komórkach układu ltmfatycznego niż w limfo-
cytach krwi obwodowej. Biorąc pod uwagę wysoką
zmienność wirusów grupy retro, należv poszukiwać
takich wskaźników zakażenia, które byĘby wspólne
dla wszystkich zwierząt dotkniętych BLV. Badania
Murtaugh' a i wsp. pr zę cząęwentualno ś ci występowa-
nia wielu serotypów wirusa BLV stosując primery
tr zęch r ożny ch genów wirusa B LV ( gag-p 24, env - gp 5 I
i pol.), gdzie wyniki reakcji PCR z DNA limfocytów
krwi obwodowej były identyczne. Mimo, że stosowa-
ny w badaniach szeroki wachlarz primerów rożnych
fragmentów DNA wirusa biaŁaczki wskazuje na wy-
stępowanie kilku mutantów wirusa BLV, to jednak na
obecnym etapie badań, brak jest danych odnośnie
ewentualnego występowania wariantu japońskiego,
czy australrjskiego (13), na terenie Polski.

Reasumując należy stwierdzić, że reakcja nested-
PCR jest szybką i w pełni przydatnąmetodą do wy-
krywania zakażęńbydła wirus ęmbiałaczki enzooĘ cz-
nej. Wykazano ponadto, że zarówno badanie serolo-
giczne surowic, jak i DNA wirusa BLV stanowiąuzu-
pełniającą się całośó kontroli zwierząt zakażonych.
S twierdz en ie przez autorów zagr anicznych występ o -
wania rożnych wariantów wirusa BLV w populacji
zwierzątzakażonych. nawet w tym samym gospodar-

stwie, rzuca nowe światło zarówno na patogen ęzę ęn-
zooĘcznej białaczkibydła, jak i na jej diagnostykę
serologiczną oraz wczesną diagnostykę przy użyciu
metody PCR.
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