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Wirus enzootycznej biataczki bydta — BLV (bovine
leukemia virus) jest blisko spokrewniony z wirusami
HTLV-11HTLV-2 1 wraz z nimi tworzy podrodzine
Oncornavirinae grupe HTLV;BLV (13, 18, 20, 21).
Komoérkami docelowymi wirusa BLV sa gtownie lim-
focyty subpopulacji typu B, chociaz zakazeniu ulega-
ja réwniez monocyty, limfocyty T, a takze komorki
srédbtonka naczyn krwiono$nych i nabtonkowe ko-
morki gruczohu mlekowego. U wigkszosci zakazonych
zwierzat powstaje trwala odpowiedz serologiczna, a
choroba przez dlugi czas przebiega bezobjawowo (9,
15, 16).

Genom wirusa BLV, podobnie jak i innych retrowi-
rusow, stanowig dwie identyczne czasteczki RNA za-
wierajgce kodujace sekwencje genu gag, pro, pol, i env
oraz sekwencje nie kodujace tworzace dhugie flanku-
jace powtdrzenia tzw. LTR (long terminal repeats).
Poza genami strukturalnymi wirus biataczki bydta
posiada region X zlokalizowany mi¢dzy genem env a
3’ LTR, kodujacy biatka Tax, Rex, R1Il1 GIV (4, 6,19).

Wykrywanie infekcji wirusowych w ostatnich latach
zrewolucjonizowaty metody biologii molekularne;.
Pierwsza z nich jest hybrydyzacja DNA, zasadg ktorej
Jest specyficzne taczenie znakowanych czastek kwa-
sow nukleinowych (sondy molekularne), z immobili-
zowang na nylonie lub nitrocelulozie badana sekwen-
cja DNA (7, 8). Druga metoda, uzywana do powiela-
nia in vitro fragmentéw DNA lub ¢cDNA, uzyskanego
w wyniku odwrotnej transkrypcji RNA, jest reakcja
fancuchowej polimerazy — PCR (polymerase chain re-
action). Znanych jest wiele wariantow reakcji, jednakze
w celach diagnostycznych stosowane sa dwie jej wer-
sje: pojedynczy PCR, przy ktorej produkt amplifikacji
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jest rezultatem amplifikowania oczyszczonego DNA
iuzyciu jednej pary starterow oraz tzw. podwojny PCR
(nested-PCR) gdzie produkt pierwszej amplifikacji jest
powielany dodatkowo przy uzyciu wewngtrznej pary
starterow (1, 2, 5, 13, 17, 18). Produkty reakcji PCR
mozna Wykryé: a. metodq elektroforezy w zelu agaro-
zowym lub poliakrylamidowym, b. hybrydyzacjg z
sondg molekularng znakowang izotopem (*°P, **P, *°S,
*H) lub znacznikiem typu haptenu (biotyna, dwunitro-
fenol, 5-bromo-2’-dezoksyurydyna, acetylo-aminoflu-
oren, grupy siarczanowe SO, czy digoksy-genina) oraz
c. reakCJqPCR ELISA, PCR- ELA, DIAPOS - Detec-
tion of Immobilized, Amplified Products in a One-
Phase System (10, 11, 12).

Celem pracy bylo porownanie wynikow testow se-
rologicznych 1 metody nested — PCR w diagnostyce
enzootycznej biataczki bydta.

Materiat i metody

Zwierzeta. Do badan uzyto 110 préob pelnej krwi i suro-
wic kréw mlecznych w wiceku od 3 do 8 lat, pochodzacych
z gospodarstwa GS zapowietrzonego wirusem biataczki
bydta. W zaleznosci od czasu pozyskania prob do badan
zwierzeta podzielono na 6 grup do$wiadczalnych (od A
do F).

Badanie serologiczne. Przeciwciata anty-BLV wykry-
wano przy uzyciu odczynu immunodyfuzji — ID (PIWet.
Putawy) oraz testu ELISA — SERELISA BLVAb Mono-
Blocking (Synbiotics Co. France), $cisle wg zatgczonej in-
strukcji producenta. Odczyt wynikéw prowadzono na spek-
trofotometrze Stat Fax 2100 przy dtugoéci fali 490 nm. Mia-
nem dodatnim surowicy byta ujemna wartos¢ najwyzsze-
g0 jej rozcienczenia, w ktorym wartos¢ liczbowa absorpeji
wynosita = 0,100.
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Izolacja DNA. Izolacje DNA prowadzono przy pomocy
zestawu Blood DNA Prep Plus (A & A Biotechnology)
zgodnie 7 instrukcja producenta. Do izolacji pobierano 500
il §wiezej lub 100 pl mrozonej pelnej krwi zwierzat bada-
nych.

Reakeja PCR. Lancuchowa reakcje polimerazy prowa-
dzono w roztworze o objetosci 25 pl zawierajacego 10 mM
Tris-HC1 pH 8,8 przy 25°C, 50 mM KCI, 2 mM MgCl,.
0.1% Triton X-100, 200 uM kazdego z dNTP, 0,5 U Dy-
NAzyme Il polimerazy DNA (Finnzymes Oy). 0.2 uM kaz-
dego startera ZM2 (5 CTC TGA TGG CTA AGG GCA
GAC ACG GC 3%)i ZM3 (5 CTT CCC CTC CCT GGG
CTC CGG AA 3°) i 5 ul wyizolowanego DNA. Reakeje
prowadzono w termocyklerze Uno IT (Whatman Biometra)
przy nastepujacych parametrach czasowo-temperaturo-
wych: 5 min. w 95°C — wstepna denaturacja; 35 cykli 30 s.
w 94°C - denaturacja, 1 min. w 70°C przylaczenia prime-
réw i ich elongacja. Koncowym etapem reakcji byla elon-
gacja amplikonu 7 min. w 72°C.

Reakeja nested-PCR. 1 pl produktu pierwszej reakcji
PCR dodawano do roztworu zawierajacego 50 mM KCl,
10 mM Tris-HC1 pH 8.8 przy 25°C, 50 mM KCl, 2 mM
MgCl,, 0.1 Tritonu X-100, 200 pl p M kazdego z ANTP, 0,5
U DyNAzyme Il polimerazy DNA (Finnzymes Oy), 0.2 i M
startera ZM4 (5” CTC GCC CTC CCG GAC GCC CA 37)
i ZM5 (5° GCT AGG CCT AAG GTC AGG GCC GC 3").
Koncowa objetoéé mieszaniny reakcyjnej wynosila 25 ul.
Parametry czasowo-temperaturowe uzyte w drugiej reak-
cji PCR byly nastepujace: 2 min. w 95°C — wstgpna dena-
turacja; 20 cykli 30 s. w 94°C — denaturacja, 45 s. W 70°C
przylaczenia primerow iich elongacja. Koncowym etapem
reakcji byta elongacja 7 min. w 72°C. Rozdzial elektrofo-
retyczny 5 pl uzyskanego produktu prowadzono tylko w
odniesieniu do amplikonu reakcji nested-PCR i wykony-
wano go w 2% zelu agarozowym barwionym bromkiem
etydyny wzgledem DNA markera ®X 174/Hinfl (MBI Fer-
mentas).

Wyniki i omawienie
Wyniki badan wlasnych, z uzyciem starterow ZM2,
ZM3, ZM4 i ZM5, ilustruje — tab. 1. Jak wykazano,
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wéréd 110 surowic badanych odczynem immunody-
fuzji (ID) dodatni wynik stwierdzono u 52 (45,4%)
zwierzat, za$ badanych testem ELISA —u 77 (70%).
Wszystkie surowice dodatnie w odczynie [D wykazy-
waly rowniez dodatni wynik w tescie ELISA. Sposrod
77 dodatnich surowic w tescie ELISA, 8 surowic po-
chodzito od kréw z grupy doswiadczalnej A, 20 z gru-
py B,20z C, 14 zE i 15 z grupy F. Pelng zgodnosc
wynikow testu ELISA ireakeji PCR notowano u krow
gospodarstwa A, B, C i D, za$ sposrod 17 dodatnich
wynikéw PCR w grupie E, 14 byto réwniez dodatnich
w tescie ELISA. Podobne wyniki uzyskano w gospo-
darstwie F, gdzie wsrod 17 dodatnich wynikow PCR,
15 byto dodatnich w tescie ELISA. Interesujacym jest,
7e wsrod 34 dodatnich wynikow reakeji nested-PCR,
w 5 przypadkach nie stwierdzono obecnosci przeciw-
cial anty-BLV. Dodatni wynik reakcji nested-PCR przy
ujemnym wyniku testu serologicznego tego samego
zwierzecia, mozna wyjasni¢ zakazeniem zwierzat Wi-
rusem biataczki juz w 2 do 7 dni przed pobraniem prob
do badania (10, 15, 16). Sytuacje odwrotna — dodatni
wynik kontroli serologicznej przy ujemnym wyniku
badania metoda nested-PCR, mozna thumaczy¢ zbyt
mata ilo$cig kopii wirusa biataczki we krwi badanego
zwierzecia, enzymatyczng degradacja wirusa w komor-
kach limfatycznych lub jego lokalizacja w komdrkach
poza ukladem krwi obwodowej. Zalozenia te potwier-
dzaja badania Klintevalla i wsp. (11), ktérzy u jedne-
g0 z eksperymentalnie zakazonych cielat nie wykazali
prowirusowego DNA w krwi obwodowej, podczas gdy
stwierdzono jego obecno$¢ w zawiesinie komorek sle-
dziony. Badania wlasne potwierdzajg przytoczone ob-
serwacje — u jednej z krow grupy doswiadczalnej E,
gdzie notowano dodatni wynik testu ELISA przy ujem-
nym wyniku obecnosci DNA wirusa BLV w krwi ob-
wodowej, za§ dodatkowa kontrola przeciwcial swo-
istych i DNA w probkach mleka tego zwierzecia wy-
kazata wynik dodatni. Ogotem sposrod badanych prob
krwi krow mlecznych, dodatni wynik testu ELISA
wykazano u 77 (70%) zwierzat, a nested-PCR u 82

Tab. 1. Poréwnanie wynikéw badania serologicznego z wynikami reakcji nested-PCR

| Grupa doswiad. Nested-PCR (+) Nested-PCR (-) Ogétem
Test alelc ol el e | alBlc|ol E|F | wnke | (%)

ID + 7 18! 7/ o0l6l12l 0000 1] 1] 50 | @52

ID - 112 |wlo|1|5] 2|00 |1]|2]|12

ELISA + g |20/ 20| 01415 0|00 |0o| 14| T (70)

ELISA - olololo|3|2|2|0f|o0|1w0|2]|¢9

PCR + 8 | 20| 20| 0 | 1717 82 | (745)

tif;g:vi‘ﬁ‘e”q‘ 10 | 20 | 20 | 10 | 20 | 30
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(74,5%). W innym badaniu sposréd 279 préb krwi,
stwierdzono 3 wyniki dodatnie w reakcji nested-PCR
11 wtescie ELISA, przy czym wyniki kontroli serolo-
giczne] nie korelowaty z wynikiem badania DNA wi-
rusa (dane nie publikowane). Przeprowadzone badania
wykazaly wyzsza czutos¢ reakeji nested-PCR w wykry-
waniu zakazen bydta wirusem biataczki niz diagnosty-
ka serologiczna testem ELISA. Podobng korelacje
wynikow stwierdzili Blankenstein i wsp. (3). Autorzy
ci stosujac primery LTR wirusa BLV stwierdzili wyz-
szg czutos¢ reakcji PCR (34 wyniki dodatnie), niz przy
uzyciu primeréw genu env (30 wynikoéw dodatnich).
Roéwnolegta kontrola serologiczna w/w 34 zwierzat
dodatnich w PCR, wykazata tylko 21 dodatnich wyni-
kow w tescie ELISA, za$ analiza restrykcyjna uzyska-
nych amplikonéw PCR potwierdzita istnienie r6znych
wariantow DNA wirusa BLV. Podobne obserwacje
odnotowali Marsolais i wsp. (12). W konkluzji wy-
mienieni autorzy sugeruja, ze metoda PCR winna by¢
stosowana do wykrywania zakazen w gospodarstwach
z matq 1loscig zwierzat zakazonych BLV, do wykry-
wania nowych epizotii lub w gospodarstwach wolnych
od dluzszego czasu od zakazen wirusem biataczki z
pojedynczymi przypadkami guzowatej jej formy lub
w duzych gospodarstwach reprodukcyjnych. Murtaugh
1 wsp. (14), dodatni wynik reakcji PCR stwierdzili u
13 krow sposrod 18 wykazujacych dodatni wynik kon-
troli serologicznej. I1zolowane limfocyty od pozosta-
tych 5 zwierzat, nie zawieraty wirusa BLV w hodowli
1n vitro lub ekspresja jego byta tak niska, Zze nie po-
zwalala na wykazanie obecnosci DNA metodg PCR.
Autorzy sugeruja obecnos¢ czastek wirusa BLV w in-
nych komorkach ukladu limfatycznego niz w limfo-
cytach krwi obwodowej. Biorac pod uwage wysoka
zmienno$¢ wiruséw grupy retro, nalezy poszukiwaé
takich wskaznikow zakazenia, ktére bylyby wspélne
dla wszystkich zwierzat dotknigtych BLV. Badania
Murtaugh’a i wsp. przecza ewentualnosci wystepowa-
nia wielu serotypéw wirusa BLV stosujac primery
trzech roznych genow wirusa BLV (gag-p24, env-gp51
1 pol.), gdzie wyniki reakcji PCR z DNA limfocytow
krwi obwodowej byty identyczne. Mimo, ze stosowa-
ny w badaniach szeroki wachlarz primeréw réznych
fragmentow DNA wirusa biataczki wskazuje na wy-
stepowanie kilku mutantow wirusa BLV, to jednak na
obecnym etapie badan, brak jest danych odnosnie
ewentualnego wystgpowania wariantu japonskicgo,
czy australijskiego (13), na terenie Polski.
Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze reakcja nested-
PCR jest szybka i w pelni przydatng metodg do wy-
krywania zakazen bydta wirusem biataczki enzootycz-
nej. Wykazano ponadto, ze zarowno badanie serolo-
giczne surowic, jak i DNA wirusa BLV stanowia uzu-
pelniajacy si¢ catos¢ kontroli zwierzat zakazonych.
Stwierdzenie przez autordw zagranicznych wystepo-
wania roznych wariantéw wirusa BLV w populacji
zwierzat zakazonych, nawet w tym samym gospodar-
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stwie, rzuca nowe $wiatto zar6wno na patogeneze en-
zootycznej biataczki bydta, jak i na jej diagnostyke
serologiczng oraz wczesng diagnostyke przy uzyciu

metody PCR.
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