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Herpeswirus byd³a typ 1 (BHV1), okre�lany wcze�-
niej jako wirus IBR/IPV nale¿y do najwa¿niejszych
czynników chorobotwórczych byd³a. Wirus ten mo¿e
powodowaæ zaka�ne zapalenie nosa i tchawicy (IBR),
pêcherzykowe zapalenie b³ony �luzowej sromu i poch-
wy u krów (IPV) lub napletka i pr¹cia u buhajów (IBP),
zwane popularnie otrêtem byd³a, zapalenie spojówek
oraz poronienia (13, 20, 22, 23). W wyniku zaka¿enia
BHV1 u krów mo¿e dochodziæ tak¿e do znacznego
obni¿enia produkcji mleka oraz zaburzeñ w rozrodzie
w postaci zapalenia macicy i jajników, zaburzeñ w two-
rzeniu cia³ka ¿ó³tego oraz powtarzania rui (7, 11, 12).
U zaka¿onych buhajów obserwuje siê okresowe po-
gorszenie jako�ci nasienia objawiaj¹ce siê zmniej-
szon¹ ruchliwo�ci¹ plemników oraz zwiêkszonym
odsetkiem plemników o nieprawid³owej budowie
morfologicznej. Ró¿norodno�æ form klinicznych wy-
wo³ywanych przez BHV1 jest przyczyn¹ du¿ych strat
finansowych w hodowli byd³a. Straty bezpo�rednie
wynikaj¹ z: upadków zwierz¹t, poronieñ, obni¿onej
produkcyjno�ci, mniejszych przyrostów masy cia³a
oraz kosztów leczenia zwierz¹t. Straty dodatkowe
powoduj¹ restrykcje nak³adane na gospodarstwo,
w którym stwierdzono chorobê, ograniczaj¹ce mo¿li-
wo�ci obrotu byd³em, nasieniem buhajów, zarodkami
(8, 9, 16, 21).

G³ównym �ród³em zaka¿enia BHV1 w stadzie byd³a
s¹ zwierzêta chore lub latentnie zaka¿one. Zaka¿enie
latentne powodowane przez BHV1 lokalizuje siê w ko-
mórkach zwojów nerwowych (2, 3, 15). Zaka¿enie to
utrzymuje siê do koñca ¿ycia zwierzêcia, a okresowo
pod wp³ywem dzia³ania czynników stresowych mo¿e
dochodziæ do jego reaktywacji. Osobniki, u których
dosz³o do reaktywacji zaka¿enia latentnego mog¹ nie
wykazywaæ objawów klinicznych i dlatego zwierzêta
te s¹ szczególnie niebezpieczne, gdy¿ wygl¹daj¹ jak
zwierzêta zdrowe, a s¹ siewcami wirusa i �ród³em za-
ka¿enia dla zwierz¹t wra¿liwych. Wystêpowanie
zwierz¹t latentnie zaka¿onych w stadach byd³a utrud-
nia realizacjê programów zwalczania BHV1.

BHV1 nale¿y do rodziny Herpesviridae, podrodzi-
ny Alphaherpesvirinae. Na podstawie analizy restryk-
cyjnej wirusowego DNA wyodrêbniono 3 podtypy
wirusa. Podtyp BHV1.1 obejmuje klasyczne szczepy
oddechowe izolowane z przypadków IBR, podtyp 1.2a
szczepy wywo³uj¹ce IBR i poronienia, a BHV1.2b �
otrêt u krów i buhajów. Stwierdzane w ostatnim cza-
sie w Polsce zachorowania u byd³a powodowane przez
BHV1 mia³y postaæ ostr¹ i przebiega³y z objawami
ze strony uk³adu oddechowego, którym towarzyszy³y
poronienia u ciê¿arnych krów (17). Mo¿e to �wiad-
czyæ o tym, ¿e w populacji byd³a kr¹¿¹ obecnie szcze-
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py podtypu BHV1.1, które s¹ bardziej zjadliwe ni¿
szczepy podtypu BHV1.2, odpowiedzialne za epizoo-
tiê otrêtu u buhajów w SHiUZ w latach 1970.

Zasadniczym celem badañ by³o okre�lenie wzoru
restrykcyjnego szczepów BHV1 kr¹¿¹cych aktualnie
w populacji byd³a w Polsce oraz porównanie uzyska-
nych wzorów z wzorem restrykcyjnym wybranych
szczepów archiwalnych przechowywanych w zbiorach
Zak³adu Wirusologii Pañstwowego Instytutu Wetery-
naryjnego w Pu³awach.

Materia³ i metody
Próbki. Materia³ do badañ stanowi³y próbki wymazów

z nosa pochodz¹ce od byd³a podejrzanego o zaka¿enie
BHV1, wycinki narz¹dów wewnêtrznych z poronionych
p³odów i zwierz¹t pad³ych z objawami ze strony uk³adu
oddechowego oraz p³yn po p³ukaniu zarodków u krów.
Ogó³em w latach 2005-2009 badaniu poddano 224 próbki
wymazów, 36 próbek wycinków z p³uc i 14 próbek p³ynu
po p³ukaniu zarodków u krów. Do badañ u¿yto tak¿e
4 szczepów archiwalnych oraz szczepów referencyjnych
Los Angeles i K-22 wirusa BHV1.

Izolacja wirusa. Izolacjê BHV1 prowadzono w hodowli
komórek MDBK w 24-do³kowych p³ytkach z p³askim dnem.
Próbki narz¹dów wewnêtrznych poddawano homogeniza-
cji sporz¹dzaj¹c 10% zawiesinê w p³ynie Eagle�a MEM,
wymazy za� zalewano p³ynem z dodatkiem antybiotyków
i wirowano przy 1000 × g przez 10 min. w 4°C. Uzyska-
nym supernatantem zaka¿ano wyro�niêt¹ hodowlê MDBK.
P³ytki inkubowano 1 godz. w 37°C, nastêpnie odci¹gano
inokulum, a hodowlê zalewano p³ynem utrzymuj¹cym i po-
nownie inkubowano w 37°C. Zaka¿on¹ hodowlê komórek
ogl¹dano pod mikroskopem codziennie przez okres 5-7 dni.
W przypadku pojawienia siê charakterystycznego dla her-
peswirusów efektu cytopatycznego materia³ wirusowy zbie-
rano i przechowywano do dalszych badañ.

Namna¿anie i oczyszczanie szczepów wirusowych.
Szczepy referencyjne Los Angeles i K-22, szczepy archi-
walne oraz izolaty terenowe BHV1 namna¿ano w hodowli
MDBK. Ka¿dym szczepem zaka¿ano 4 butelki pokryte jed-
nowarstwow¹ hodowl¹ komórek o powierzchni dna 165 cm2.
Zbioru wirusa dokonywano przy 100% efekcie cytopatycz-
nym. Uzyskany materia³ wirusowy wirowano wstêpnie przy
2000 × g przez 30 min. Zebrany supernatant ultrawirowano
(L7-65 Beckman) przy 100 000 × g przez 2 godz. w 4°C,
a uzyskan¹ peletkê zawieszano w buforze TE (10 mM Tris-
-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0).

Ekstrakcja genomowego DNA. Do ekstrakcji u¿ywano
ca³o�ci materia³u wirusowego uzyskanego po oczyszcze-
niu szczepów wirusowych, dodawano 2 µl proteinazy K
(25 mg/ml) oraz 25 µl 10% SDS. Zawarto�æ probówki do-
k³adnie mieszano i inkubowano w ³a�ni wodnej z wytrz¹-
saniem w temp. 37°C przez 2-3 godz. Nastêpnie dodawano
tak¹ sam¹ objêto�æ mieszaniny fenol:chloroform:alkohol
izoamylowy (25 : 24 : 1, pH 8,0, Sigma), mieszano i wiro-
wano przy 12 000 × g przez 5 min. Do nowej probówki
przenoszono fazê wodn¹, dodawano tak¹ sam¹ objêto�æ
mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy (24 : 1), mie-
szano i ponownie wirowano przy 12 000 × g przez 5 min.
Supernatant zbierano do nowej probówki, dodawano 1/10
objêto�ci 3 M octanu sodu, pH 5,2 (Sigma) oraz 2,5 objê-

to�ci 96% etanolu w celu precypitacji DNA. Po wymiesza-
niu zawarto�æ probówki przechowywano w �20°C przez
noc lub w �70°C przez 1 godz. DNA zbierano przez wiro-
wanie przy 12 000 × g przez 15 min. w 4°C. Osadzon¹
peletkê DNA przemywano 70% etanolem, suszono, roz-
puszczano w 50 µl redestylowanej wody.

Analiza polimorfizmu d³ugo�ci fragmentów restryk-
cyjnych (RFLP). Do trawienia DNA szczepów referen-
cyjnych BHV1 oraz izolatów terenowych u¿ywano nastê-
puj¹cych enzymów restrykcyjnych: Hind III, Hpa I i Pst I
(MBI Fermentas). Do próbki DNA wirusowego (oko³o 1 µg)
dodawano 10 j. enzymu restrykcyjnego oraz 1/10 objêto�ci
koñcowej odpowiedniego buforu. Ca³o�æ uzupe³niano wod¹
do ¿¹danej objêto�ci, delikatnie mieszano i inkubowano w tem-
peraturze 37°C przez 2 godz. Po tym czasie do mieszaniny
dodawano bufor próbkowy, a nastêpnie poszczególne próbki
nanoszono na 0,7% ¿el agarozowy z dodatkiem bromku
etydyny o stê¿eniu 1 µg/ml. Elektroforezê prowadzono
w buforze TAE przy napiêciu 30 V przez 18-20 godz. Jako
wzorca u¿ywano DNA faga lambda trawionego enzymem
Hind III lub Eco RI/Hind III (Gibco BRL). Po zakoñczeniu
elektroforezy ¿el ogl¹dano w �wietle UV i fotografowano.

Wyniki i omówienie
W ci¹gu kilku ostatnich lat w Zak³adzie Wirusolo-

gii PIWet. w Pu³awach wyizolowano 5 szczepów tere-
nowych BHV1. Cztery szczepy wyizolowano z wy-
mazów z nosa od doros³ego byd³a, a jeden z p³uc od
2-tygodniowego cielêcia pad³ego z powodu zaka¿enia
górnych dróg oddechowych. Efekt cytopatyczny cha-
rakterystyczny dla herpeswirusów stwierdzano z re-
gu³y ju¿ w pierwszym pasa¿u, po zaka¿eniu hodowli
komórkowej MDBK.

Wyizolowane szczepy poddano nastêpnie badaniu
z u¿yciem metody RFLP. Do badañ u¿yto tak¿e 4 szcze-
pów archiwalnych oraz 2 szczepów referencyjnych
wirusa BHV1. Po trawieniu enzymem Hind III stwier-
dzono, ¿e wzory restrykcyjne szczepów terenowych
BHV1 (ryc. 1, �cie¿ki 5-9) nie ró¿ni³y siê miêdzy sob¹

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

Ryc. 1. Wzór restrykcyjny szczepów BHV1 po trawieniu
enzymem Hind III. �cie¿ki: M � marker, DNA ë trawiony
Eco RI/Hind III, 1-4 � archiwalne szczepy BHV1, 5-9 � tere-
nowe szczepy BHV1, 10 � szczep referencyjny BHV1 Los
Angeles, 11 � szczep referencyjny BHV1 K-22, M � marker,
DNA ë trawiony Hind III
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i by³y podobne do wzoru restrykcyjnego szczepu refe-
rencyjnego Los Angeles, reprezentuj¹cego podtyp
BHV1.1 (ryc. 1, �cie¿ka 10). Ró¿nice miêdzy wzora-
mi restrykcyjnymi stwierdzono w�ród szczepów archi-
walnych. Szczepy oznaczone jako 2/13 i Gorzów mia³y
wzór restrykcyjny charakterystyczny dla podtypu
BHV1.1 (ryc. 1, �cie¿ki 1, 2), za� dwa pozosta³e szcze-
py opisane jako Frezer i Muskat posiada³y wzór po-
dobny do wzoru szczepów podtypu BHV1.2a (ryc. 1,
�cie¿ki 3, 4).

Wyniki trawienia DNA badanych szczepów endo-
nukleaz¹ Hpa I przedstawia ryc. 2. Równie¿ w przy-
padku tego enzymu wzory restrykcyjne szczepów te-
renowych BHV1 wyizolowanych w ostatnich latach
by³y podobne do siebie (ryc. 2, �cie¿ki 5-9). Z kolei
w�ród szczepów archiwalnych stwierdzono dalsze
ró¿nice. Wzory restrykcyjne szczepów 2/13 i Gorzów
ró¿ni³y siê fragmentem C. W szablonie szczepu 2/13
fragment ten migruje w ¿elu samodzielnie (ryc. 2,
�cie¿ka 1), natomiast w szablonie szczepu Gorzów jest
on podobnej wielko�ci, jak fragment D i oba fragmen-
ty migruj¹ razem (ryc. 2, �cie¿ka 2).

Ró¿nice stwierdzono tak¿e w szablonach szczepów
Frezer i Muskat. We wzorze restrykcyjnym szczepu
Frezer widoczne s¹ 4 fragmenty (ryc. 2, �cie¿ka 3),
a wzór szczepu Muskat zawiera 5 fragmentów DNA
(ryc. 2, �cie¿ka 4).

Otrêt, czyli p³ciowa forma zaka¿enia wirusem BHV1,
opisywany by³ w Europie ju¿ w po³owie XIX wieku
jako zaka�na, ³agodnie przebiegaj¹ca choroba uk³adu
rozrodczego byd³a. Z kolei forma oddechowa przebie-
gaj¹ca klinicznie w postaci zaka�nego zapalenia nosa
i tchawicy zaobserwowana zosta³a po raz pierwszy
w USA na pocz¹tku lat piêædziesi¹tych XX wieku.
Pierwsze próby klasyfikacji herpeswirusów byd³a
z u¿yciem analizy restrykcyjnej wirusowego DNA
przeprowadzone zosta³y na pocz¹tku lat osiemdziesi¹-
tych ubieg³ego stulecia. Engels i wsp. (6) oraz Metzler
i wsp. (10) stosuj¹c tê metodê, stwierdzili wyra�ne ró¿-

nice miêdzy wzorami restrykcyjnymi szczepów izolo-
wanych z uk³adu oddechowego i uk³adu p³ciowego
byd³a. W kolejnych latach badacze szwajcarscy wy-
brali zestaw sk³adaj¹cy siê z 4 ró¿nych endonukleaz
i w oparciu o wzory restrykcyjne DNA uzyskane po
trawieniu tymi enzymami opracowali system identyfi-
kacji szczepów BHV1 (1). Porównanie wzoru restryk-
cyjnego nowo izolowanego szczepu BHV1 z wzorami
restrykcyjnymi szczepów archiwalnych przechowywa-
nymi w bazie danych pozwala³o szybko okre�liæ pod-
typ wirusa oraz zidentyfikowaæ szczep, do którego jest
on podobny.

Pojawienie siê nowego genotypu wirusa BHV1 na
Wyspach Brytyjskich zaobserwowano najwcze�niej
w Szkocji. Wed³ug Nettletona (14), wyst¹pienie pierw-
szych przypadków zaka�nego zapalenia nosa i tcha-
wicy spowodowane by³o przedostaniem siê do po-
pulacji byd³a bardziej zjadliwego podtypu BHV1.1.
Edwards i wsp. (4, 5), wykonuj¹c analizê restrykcyjn¹
ponad 80 izolatów BHV1 wyizolowanych w Anglii
i Walii w latach 1960-1987, stwierdzili, ¿e podtyp
BHV1.1 wypar³ niemal ca³kowicie z populacji byd³a
podtyp BHV1.2. Autorzy wykazali, ¿e izolaty pocho-
dz¹ce z lat 1960. i wczesnych 1970. nale¿a³y do pod-
typu BHV1.2b i powodowa³y zachorowania o ³agod-
nym przebiegu. Od 1977 r. zaczêto izolowaæ g³ównie
szczepy nale¿¹ce do podtypu BHV1.1. Wed³ug auto-
rów, podtyp ten zosta³ sprowadzony do Wielkiej Bry-
tanii z latentnie zaka¿onym byd³em importowanym
z USA.

Badania tego typu przeprowadzone w Polsce w la-
tach dziewiêædziesi¹tych ubieg³ego wieku wykaza³y,
¿e w okresie po stwierdzeniu pierwszych przypadków
zaka¿eñ BHV1 na obszarze naszego kraju wystêpo-
wa³y oba g³ówne podtypy wirusa BHV1. Rola i wsp.
(18), analizuj¹c szczepy BHV1 wyizolowane z nasie-
nia zaka¿onych buhajów, stwierdzili, ¿e nale¿a³y one
do podtypów BHV1.1 i BHV1.2. Z kolei Salwa (19)
wykaza³, ¿e szczepy wyizolowane od krów i buhajów
z objawami otrêtu nale¿a³y do podtypu BHV1.2a.
Analiza szablonów restrykcyjnych szczepów BHV1
wyizolowanych w ci¹gu ostatnich kilku lat wykaza³a,
¿e szczepy te nale¿a³y do podtypu BHV1.1. W�ród
szczepów archiwalnych 2 nale¿a³y do podtypu
BHV1.1, a 2 inne do podtypu BHV1.2a. Reasumuj¹c,
na podstawie przeprowadzonych badañ mo¿na przy-
j¹æ, ¿e aktualnie szczepy nale¿¹ce do podtypu BHV1.1
dominuj¹ w populacji byd³a w Polsce.
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