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Determining the genotype of bovine herpesvirus 1 strains isolated from cattle in Poland

Summary

The aim of this study was to determine the subtype of bovine herpesvirus 1 (BHV1) strains currently
circulating in the cattle population in Poland. Altogether 224 nasal swabs, 36 lung tissue samples and 14
samples of fluid after embryo washing in cows were tested by virus isolation test. Five field strains of BHV1
were isolated. These isolates as well as 4 archival and 2 reference strains of BHV1 were subjected to restriction
enzyme analysis. Viral DNA was cleaved with Hind III, Hpa I and Pst I enzymes. After digestion with Hind III
typical patterns for BHV1.1 subtype were observed in all field strains. Among archival strains 2 belonged to
BHV1.1 and 2 others to B-HV1.2a subtype. These findings were confirmed by digestion with other enzymes.
The presented study showed that strains of BHV1.1 subtype are dominant in cattle in Poland
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Herpeswirus bydta typ 1 (BHV1), okreslany wczes-
niej jako wirus IBR/IPV nalezy do najwazniejszych
czynnikow chorobotworczych bydta. Wirus ten moze
powodowac zakazne zapalenie nosa i tchawicy (IBR),
pecherzykowe zapalenie btony §luzowej sromu i poch-
wy ukrow (IPV) Iub napletka i pracia u buhajow (IBP),
zwane popularnie otrgtem bydta, zapalenie spojowek
oraz poronienia (13, 20, 22, 23). W wyniku zakazenia
BHV1 u kréw moze dochodzi¢ takze do znacznego
obnizenia produkcji mleka oraz zaburzen w rozrodzie
W postaci zapalenia macicy i jajnikow, zaburzen w two-
rzeniu ciatka zoltego oraz powtarzania rui (7, 11, 12).
U zakazonych buhajow obserwuje sig okresowe po-
gorszenie jako$ci nasienia objawiajace si¢ zmniej-
szona ruchliwoscia plemnikéw oraz zwigkszonym
odsetkiem plemnikéw o nieprawidlowej budowie
morfologicznej. R6znorodno$¢ form klinicznych wy-
wolywanych przez BHV1 jest przyczyna duzych strat
finansowych w hodowli bydta. Straty bezposrednie
wynikaja z: upadkéw zwierzat, poronien, obnizonej
produkcyjnos$ci, mniejszych przyrostow masy ciala
oraz kosztow leczenia zwierzat. Straty dodatkowe
powoduja restrykcje nakladane na gospodarstwo,
w ktorym stwierdzono chorobg, ograniczajace mozli-
wosci obrotu bydlem, nasieniem buhajow, zarodkami
(8,9, 16, 21).

Glownym zrodlem zakazenia BHV1 w stadzie bydta
sq zwierzeta chore lub latentnie zakazone. Zakazenie
latentne powodowane przez BHV 1 lokalizuje si¢ w ko-
moérkach zwojow nerwowych (2, 3, 15). Zakazenie to
utrzymuje si¢ do konca zycia zwierzgcia, a okresowo
pod wptywem dziatania czynnikéw stresowych moze
dochodzi¢ do jego reaktywacji. Osobniki, u ktérych
doszto do reaktywacji zakazenia latentnego moga nie
wykazywac¢ objawow klinicznych i dlatego zwierzgta
te sg szczegolnie niebezpieczne, gdyz wygladaja jak
zwierzeta zdrowe, a sa siewcami wirusa i zrédtem za-
kazenia dla zwierzat wrazliwych. Wystgpowanie
zwierzat latentnie zakazonych w stadach bydta utrud-
nia realizacj¢ programow zwalczania BHV1.

BHV1 nalezy do rodziny Herpesviridae, podrodzi-
ny Alphaherpesvirinae. Na podstawie analizy restryk-
cyjnej wirusowego DNA wyodrebniono 3 podtypy
wirusa. Podtyp BHV1.1 obejmuje klasyczne szczepy
oddechowe izolowane z przypadkoéw IBR, podtyp 1.2a
szczepy wywolujace IBR 1 poronienia, a BHV1.2b —
otrgt u krow 1 buhajow. Stwierdzane w ostatnim cza-
sie w Polsce zachorowania u bydta powodowane przez
BHVI1 miaty posta¢ ostra i przebiegaly z objawami
ze strony uktadu oddechowego, ktorym towarzyszyly
poronienia u cigzarnych krow (17). Moze to $wiad-
czy¢ o tym, ze w populacji bydta kraza obecnie szcze-
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py podtypu BHV1.1, ktore sa bardziej zjadliwe niz
szczepy podtypu BHV 1.2, odpowiedzialne za epizoo-
ti¢ otre¢tu u buhajow w SHiUZ w latach 1970.

Zasadniczym celem badan byto okre$lenie wzoru
restrykcyjnego szczepoéw BHV1 krazacych aktualnie
w populacji bydta w Polsce oraz poréwnanie uzyska-
nych wzoréw z wzorem restrykcyjnym wybranych
szczepow archiwalnych przechowywanych w zbiorach
Zaktadu Wirusologii Panstwowego Instytutu Wetery-
naryjnego w Putawach.

Materiat i metody

Probki. Materiat do badan stanowity probki wymazow
z nosa pochodzace od bydla podejrzanego o zakazenie
BHV1, wycinki narzadéw wewngtrznych z poronionych
ptodow i zwierzat padtych z objawami ze strony uktadu
oddechowego oraz ptyn po ptukaniu zarodkow u krow.
Ogotem w latach 2005-2009 badaniu poddano 224 probki
wymazow, 36 probek wycinkoéw z ptuc i 14 probek ptynu
po ptukaniu zarodkéw u kréw. Do badan uzyto takze
4 szczepow archiwalnych oraz szczepoéw referencyjnych
Los Angeles i K-22 wirusa BHV1.

Izolacja wirusa. Izolacj¢ BHV1 prowadzono w hodowli
komoérek MDBK w 24-dotkowych ptytkach z ptaskim dnem.
Probki narzadow wewngtrznych poddawano homogeniza-
cji sporzadzajac 10% zawiesing w ptynie Eagle’a MEM,
wymazy za$§ zalewano ptynem z dodatkiem antybiotykow
1 wirowano przy 1000 x g przez 10 min. w 4°C. Uzyska-
nym supernatantem zakazano wyrosni¢tag hodowle MDBK.
Plytki inkubowano 1 godz. w 37°C, nastgpnie odciagano
inokulum, a hodowlg zalewano ptynem utrzymujacym i po-
nownie inkubowano w 37°C. Zakazona hodowle komoérek
ogladano pod mikroskopem codziennie przez okres 5-7 dni.
W przypadku pojawienia si¢ charakterystycznego dla her-
peswirusoéw efektu cytopatycznego material wirusowy zbie-
rano i przechowywano do dalszych badan.

Namnazanie i oczyszczanie szczepow wirusowych.
Szczepy referencyjne Los Angeles 1 K-22, szczepy archi-
walne oraz izolaty terenowe BHV 1 namnazano w hodowli
MDBK. Kazdym szczepem zakazano 4 butelki pokryte jed-
nowarstwowa hodowla komorek o powierzchni dna 165 cm?.
Zbioru wirusa dokonywano przy 100% efekcie cytopatycz-
nym. Uzyskany material wirusowy wirowano wstepnie przy
2000 x g przez 30 min. Zebrany supernatant ultrawirowano
(L7-65 Beckman) przy 100 000 x g przez 2 godz. w 4°C,
a uzyskana peletke zawieszano w buforze TE (10 mM Tris-
-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0).

Ekstrakcja genomowego DNA. Do ckstrakcji uzywano
cato$ci materiatu wirusowego uzyskanego po oczyszcze-
niu szczepdéw wirusowych, dodawano 2 pl proteinazy K
(25 mg/ml) oraz 25 pl 10% SDS. Zawartos$¢ proboéwki do-
ktadnie mieszano i inkubowano w tazni wodnej z wytrza-
saniem w temp. 37°C przez 2-3 godz. Nastgpnie dodawano
taka sama objetos¢ mieszaniny fenol:chloroform:alkohol
izoamylowy (25 : 24 : 1, pH 8,0, Sigma), mieszano i wiro-
wano przy 12 000 x g przez 5 min. Do nowej probowki
przenoszono faze wodna, dodawano taka sama objgtos¢
mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy (24 : 1), mie-
szano i ponownie wirowano przy 12 000 x g przez 5 min.
Supernatant zbierano do nowej probéwki, dodawano 1/10
objetosci 3 M octanu sodu, pH 5,2 (Sigma) oraz 2,5 obje-
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tosci 96% etanolu w celu precypitacji DNA. Po wymiesza-
niu zawarto$¢ probowki przechowywano w —20°C przez
noc lub w —70°C przez 1 godz. DNA zbierano przez wiro-
wanie przy 12 000 x g przez 15 min. w 4°C. Osadzona
peletke DNA przemywano 70% etanolem, suszono, roz-
puszczano w 50 pl redestylowanej wody.

Analiza polimorfizmu dlugo$ci fragmentow restryk-
cyjnych (RFLP). Do trawienia DNA szczepdw referen-
cyjnych BHV1 oraz izolatow terenowych uzywano naste-
pujacych enzymow restrykeyjnych: Hind 111, Hpa I 1 Pst [
(MBI Fermentas). Do probki DNA wirusowego (okoto 1 pg)
dodawano 10 j. enzymu restrykcyjnego oraz 1/10 objetosci
koncowej odpowiedniego buforu. Cato$¢ uzupelniano woda
do zadanej objetosci, delikatnie mieszano i inkubowano w tem-
peraturze 37°C przez 2 godz. Po tym czasie do mieszaniny
dodawano bufor probkowy, a nastgpnie poszczegolne probki
nanoszono na 0,7% zel agarozowy z dodatkiem bromku
etydyny o stezeniu 1 pg/ml. Elektroforeze prowadzono
w buforze TAE przy napigciu 30 V przez 18-20 godz. Jako
wzorca uzywano DNA faga lambda trawionego enzymem
Hind III lub Eco RI/Hind I1I (Gibco BRL). Po zakonczeniu
elektroforezy zel ogladano w $wietle UV i fotografowano.

Wyniki i omowienie

W ciagu kilku ostatnich lat w Zaktadzie Wirusolo-
gii PIWet. w Pulawach wyizolowano 5 szczepow tere-
nowych BHV1. Cztery szczepy wyizolowano z wy-
mazow z nosa od dorostego bydta, a jeden z pluc od
2-tygodniowego cielgcia padtego z powodu zakazenia
gornych drog oddechowych. Efekt cytopatyczny cha-
rakterystyczny dla herpeswnusow stwierdzano z re-
guly juz w pierwszym pasazu, po zakazeniu hodowli
komorkowej MDBK.

Wyizolowane szczepy poddano nastgpnie badaniu
zuzyciem metody RFLP. Do badan uzyto takze 4 szcze-
poéw archiwalnych oraz 2 szczepdéw referencyjnych
wirusa BHV1. Po trawieniu enzymem Hind I1I stwier-
dzono, ze wzory restrykcyjne szczepéw terenowych
BHVI1 (ryc. 1, ciezki 5-9) nie r6znity si¢ migdzy soba

M 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 M

Ryc. 1. Wzor restrykcyjny szczepéw BHV1 po trawieniu
enzymem Hind IIL Sciezki: M — marker, DNA A trawiony
Eco RI/Hind I1I, 1-4 — archiwalne szczepy BHV1, 5-9 — tere-
nowe szczepy BHV1, 10 — szczep referencyjny BHV1 Los
Angeles, 11 — szczep referencyjny BHV1 K-22, M — marKker,
DNA A trawiony Hind IIT
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Ryc. 2. Wzor restrykcyjny szczepéw BHV1 po trawieniu
enzymem Hpa I. Sciezki: M — marker, DNA A trawiony Hind
III, 1-4 — archiwalne szczepy BHV1, 5-9 — terenowe szczepy
BHV1, 10 — szczep referencyjny BHV1 Los Angeles, 11 —
szczep referencyjny BHV1 K-22

1byty podobne do wzoru restrykeyjnego szczepu refe-
rencyjnego Los Angeles, reprezentujacego podtyp
BHVI.1 (ryc. 1, $ciezka 10). Réznice mlqdzy wzora-
mi restrykcyjnyml stwierdzono wérod szczepow archi-
walnych. Szczepy oznaczone jako 2/13 1 Gorzoéw miaty
wzor restrykcyjny charakterystyczny dla podtypu
BHV1.1 (ryc. 1, $ciezki 1, 2), zas dwa pozostate szcze-
py opisane jako Frezer i Muskat posiadaty wzor po-
dobny do wzoru szczepow podtypu BHV1.2a (ryc. 1,
sciezki 3, 4).

Wyniki trawienia DNA badanych szczepow endo-
nukleaza Hpa I przedstawia ryc. 2. Rowniez w przy-
padku tego enzymu wzory restrykcyjne szczepow te-
renowych BHV1 wyizolowanych w ostatnich latach
byly podobne do siebie (ryc. 2, Sciezki 5-9). Z kolei
wsrdd szczepow archiwalnych stwierdzono dalsze
roéznice. Wzory restrykeyjne szczepow 2/13 i Gorzow
r6znity si¢ fragmentem C. W szablonie szczepu 2/13
fragment ten migruje w zelu samodzielnie (ryc. 2,
Sciezka 1), natomiast w szablonie szczepu Gorzow jest
on podobnej wielkosci, jak fragment D 1 oba fragmen-
ty migruja razem (ryc. 2, sciezka 2).

Réznice stwierdzono takze w szablonach szczepow
Frezer i Muskat. We wzorze restrykcyjnym szczepu
Frezer widoczne sa 4 fragmenty (ryc. 2, $ciezka 3),
a wzor szczepu Muskat zawiera 5 fragmentoéw DNA
(ryc. 2, Sciezka 4).

Otret, czyli piciowa forma zakazenia wirusem BHV 1,
opisywany byt w Europie juz w potowie XIX wieku
jako zakazna, tagodnie przebiegajaca choroba uktadu
rozrodczego bydta. Z kolei forma oddechowa przebie-
gajaca klinicznie w postaci zakaznego zapalenia nosa
1 tchawicy zaobserwowana zostala po raz pierwszy
w USA na poczatku lat pig¢dziesiatych XX wieku.
Pierwsze proby klasyfikacji herpeswirusow bydta
z uzyciem analizy restrykcyjnej wirusowego DNA
przeprowadzone zostaty na poczatku lat osiemdziesia-
tych ubieglego stulecia. Engels 1 wsp. (6) oraz Metzler
1wsp. (10) stosujac t¢ metode, stwierdzili wyrazne r6z-
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nice miedzy wzorami restrykcyjnymi szczepow izolo-
wanych z uktadu oddechowego i uktadu piciowego
bydta. W kolejnych latach badacze szwajcarscy wy-
brali zestaw skladajacy si¢ z 4 r6znych endonukleaz
i w oparciu o wzory restrykcyjne DNA uzyskane po
trawieniu tyml enzymami opracowali system identyfi-
kaCJl szczepow BHV1 (1). Poréwnanie wzoru restryk-
Cyjnego nowo 1zolowanego szczepu BHV1 z wzorami
restrykcyjnymi szczepdw archiwalnych przechowywa-
nymi w bazie danych pozwalato szybko okresli¢ pod-
typ wirusa oraz zidentyfikowacé szczep, do ktorego jest
on podobny.

Pojawienie si¢ nowego genotypu wirusa BHV1 na
Wyspach Brytyjskich zaobserwowano najwczesnie;
w Szkocji. Wedlug Nettletona (14), wystapienie pierw-
szych przypadkow zakaznego zapalenia nosa i tcha-
wicy spowodowane byto przedostaniem si¢ do po-
pulacji bydfa bardziej zjadliwego podtypu BHVI.1.
Edwards 1 wsp. (4, 5), wykonujac analizg restrykcyjna
ponad 80 izolatow BHV1 wyizolowanych w Anglii
1 Walii w latach 1960-1987, stwierdzili, ze podtyp
BHV1.1 wypart niemal catkowicie z populacji bydta
podtyp BHV1.2. Autorzy wykazali, ze izolaty pocho-
dzace z lat 1960. i wczesnych 1970. nalezaly do pod-
typu BHV1.2b i powodowaty zachorowania o tagod-
nym przebiegu. Od 1977 r. zaczgto izolowa¢ glownie
szczepy nalezace do podtypu BHV1.1. Wedhug auto-
réw, podtyp ten zostal sprowadzony do Wielkiej Bry-
tanii z latentnie zakazonym bydlem importowanym
z USA.

Badania tego typu przeprowadzone w Polsce w la-
tach dziewigcédziesiatych ubieglego wieku wykazaty,
ze w okresie po stwierdzeniu pierwszych przypadkoéw
zakazen BHV1 na obszarze naszego kraju wystepo-
waly oba glowne podtypy wirusa BHV1. Rola i wsp.
(18), analizujac szczepy BHV1 wyizolowane z nasie-
nia zakazonych buhajow, stwierdzili, ze nalezaty one
do podtypow BHV1.1 i BHV1.2. Z kolei Salwa (19)
wykazal, ze szczepy wyizolowane od krow i buhajow
z objawami otr¢tu nalezaty do podtypu BHV1.2a.
Analiza szablonow restrykcyjnych szczepow BHV1
wyizolowanych w ciagu ostatnich kilku lat wykazata,
ze szczepy te nalezaty do podtypu BHV1.1. Wsrod
szczepow archiwalnych 2 nalezaty do podtypu
BHVI.1, a 2 inne do podtypu BHV1.2a. Reasumujac,
na podstawie przeprowadzonych badan mozna przy-
jac, ze aktualnie szczepy nalezace do podtypu BHV1.1
dominuja w populacji bydta w Polsce.
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