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Rodzina Herpesviridae obejmuje ponad 100 wiruséw po-
wodujacych zakazenia u ludzi i zwierzat (11, 33). Genom
tych wiruséw zawarty w wirionie, jest dwuniciowym DNA
o dtugosci 138 Kbp (tys. par zasad) u herpeswirusa bydlecego
typ 1, lub 152 Kbp u wirusa opryszczki cztowieka. Niektore
z nich maja wlasciwosci onkogenne. Wirusy te wykazuja
szczegllne powinowactwo do tkanek pochodzenia ektoder-
malnego. Drogi wniknigcia wirusa do organizmu oraz miejsca
replikacji okreslaja obraz kliniczny choroby. Charakterysty-
czng wtasciwoscia herpeswiruséw jest ich zdolnos$¢ przeby-
wania w komérkach gospodarza w stanie latencji czyli bez
namnazania si¢ wirusa, a istota tego zjawiska jest bardzo
ztozona i nie do konca wyjasniona. Prowadzone obecnie ba-
dania skierowane sa na poznanie okreslonych sekwencji DNA
odpowiedzialnych za ekspresj¢ genomu herpeswirusa w stanie
latencji (30, 31). Po przechorowaniu, postac kliniczna choroby
przechodzi w postac bezobjawowa a zakazenie przyjmuje po-
sta¢ latentng. Dopiero immunosupresyjne zadziatanie czynnikéw
fizykochemicznych jak: stres, promieniowanie nadfioletowe,
hydrokortyzony, weglowodory aromatyczne 1 inne czynniki
powodujg przejscie herpeswiruséw ze stanu latencji do infekcji
litycznej, w ktérej ma miejsce replikacja wirusa. Postac bez-
objawowa choroby przechodzi w posta¢ jawna (1, 37, 38).
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze stan utajenia wirus6w nie
jest zalezny od obecnosci w surowicy krwi przeciwciat neu-
tralizujacych wirus (14, 37).

Choroby wywolane przez herpeswirusy zajmuja wazna po-
zycje wsréd wirusowych schorzen bydta (15, 17, 18). Zakazenia
tymi wirusami powoduja gtéwnie choroby uktadu oddecho-
wego i rozrodezego, co obniza efekty produkcyjne i hodowlane
oraz zwieksza koszty zwiazane z profilaktyka.

Herpeswirusy izolowano od wszystkich przezuwaczy udo-
mowionych (bydto, owce, kozy) oraz od wielu gatunkéw dziko
zyjacych jak: jelenie, renifery, antylopy. Wirusy te naleza do
2 podrodzin: Alphaherpesvirinae — wirusy po replikacji szybko
uwalniaja si¢ z komérek powodujac ich zniszczenie i Gamma-
herpesvirinae — wiriony namnazajg si¢ w komorkach limfobla-
stycznych i wykazuja powinowactwo do limfocytéw B 1 T (17).

W niniejszym opracowaniu omdwiono nowy podzial her-
peswiruséw przezuwaczy (tab. 1) w oparciu o przedstawiony
w 1992 roku przez Roizmanna uaktualniony podzial klasyfi-
kacyjny catej rodziny Herpesviridae (33). Szybki postep w
naukach biologicznych przede wszystkim wirusologii mole-
kularnej powoduje ciagte zmiany i przesuniecia w klasyfikacji
wiruséw. Zmiany te bardzo czesto wyprzedzaja mozliwosci
opracowania wynikéw i ich publikowanie (17).

Herpeswirus bydlecy typ 1 (BHV-1)

Wirus ten okre§lany jako IBR/IPV jest czynnikiem etiolo-
gicznym schorzeri u bydta przebiegajacych w wielu postaciach
chorobowych (1, 19). Wystepuje w jednym typie antygenowym
w obrebie ktérego istnieja rézne warianty. Badania nad strukturg
DNA wykazaly réznice w budowie genomu poszczeg6lnych

szczepéw BHV-1izolowanych z r6znych postaci chorobowych
(8, 42). Stalo si¢ to podstawa do zmian i1 podziatu BHV-1 na
3 podtypy (warianty) oznaczone: BHV-1.1, BHV-1.2a1 BHV-
-1.2b. Dwa pierwsze odpowiedzialne sa za wywolywanie u
bydta postaci oddechowej, natomiast podtyp BHV-1. 2b wy-
wotluje ptciowq postaé choroby czyli otret. Zachorowania spo-
wodowane przez ten wirus wystepuja w wielu krajach Swiata.
Zaobserwowano, ze zréznicowanie tych 2 postaci klinicznych
choroby zwiazane jest z odmiennymi warunkami chowu. W
Europie czesciej wystepuje postaé plciowa, a w krajach Ame-
ryki Pétnocnej i Poludniowej czg¢sciej stwierdza si¢ postac
oddechowa, czemu sprzyja duza koncentracja stad wypaso-
wych (16, 19).

Herpeswirus bydlecy typ 2 (BHV-2)

Herpeswirus ten obejmuje dwa wyizolowane szczepy z
dwéch réznych schorzefi u bydta: zapalenie strzykéw u krow
(mamillitis) oraz guzowate zapalenie skory u bydta i bawotéw
(36). Po raz pierwszy wirus wyizolowano w Afryce od kréw
ze zmianami na skérze wymienia, strzykéw 1 krocza. Chorobe
notowano réowniez w Europie (13, 23, 35, 36). Najczestsze
zachorowania obserwuje si¢ u krow w okresie laktacji, a
zakaZeniu sprzyja bezposredni kontakt zwierzat. Réwniez brak
higieny skéry wymienia podczas udoju umozliwia przenosze-
nie si¢ wirusa. Druga postaé choroby stwierdzono u bydta i
bawoléw w Péinocnej Afryce (36). Choroba ta manifestuje
si¢ wystepowaniem licznych zmian guzowatych na skérze 1
btonach §luzowych. Bardzo czesto w przewleklych przypad-
kach wtdérne powiktania bakteryjne powoduja powstanie ow-
rzodzen i ognisk martwiczych.

Herpeswirus bydlecy typ 4 (BHV-4)

W 1967 1. na Wegrzech z phuc chorego cielgcia z objawami
zapalenia ptuc i spojéwek wyizolowano wirus, ktéry okreslono
jako herpeswirus — szczep Movar 33/63 (2). Analogiczny
wirus oznaczony jako szczep DN-599 wyosobniono w USA
od kréw z blony Sluzowej pochwy macicy (22). Badania
serologiczne przeprowadzone w wielu krajach wskazuja na
znaczne rozprzestrzenienie wirusa w populacji bydta (7, 12,
25, 39). Poniewaz wykazuje on duze podobiefistwo cech mor-
fologicznych i biologicznych do wiruséw cytomegalii czto-
wieka wirus ten okresla si¢ réwniez jako cytomegalowirus
bydta. Analiza DNA przy uzyciu enzymoéw restrykcyjnych
réznych szczepéw tego herpeswirusa wykazata jedynie nie-
znaczne réznice w budowie genomu, co w ostatecznosci zade-
cydowalo na zaklasyfikowanie go jako BHV-4. Patogeneza
schorzefn wywotanych przez ten wirus nie zostata dotad cat-
kowicie poznana, prawdopodobnie odgrywaja znaczng rolg
zaburzenia immunologiczne (26).
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Tab. 1. Herpeswirusy przezuwaczy udomowionych

Nazwa herpeswirusa Inne nazwy, synonimy Gatunkl'wr'azhwe ST chprobowe
na zakazenie naturalne |wywolane przez wirus
Herpeswirus bydlecy typ 1 |[BBV-1, IBR/IPV, wirus otretu bydto zapaleme drog 0(‘1de.c howER 1Vnarz;1fif)w
ptciowych, poronienia, zapalenia spojéwek
Herpeswirus bydlgey typ 2 |BHV-2, Bovine marnillitis virus, Allerton virus bydto zmiany zapalne na skoérze wymienia i strzykéw
. . alenie drég oddechowych, oczu
H bydlecy typ 4 |H . £ yeh, oczh,
erpeswirus bydlecy typ erpeswirus DN 599 bydto narzadéw plciowych
Herpeswirus bydlecy typ 5 |BHV-1 bydto zapalenie mozgu i rdzenia kregowego
Herpeswirus owczy typ 1 \g/\jvrlisc gruczolakowatosci (adenomatozy) phuc owce zapalenie pluc
. wirus gtowicy, ztosliwej niezytowej gorgezki niezytowe, dyfteroidalne zapalenie blon
Herpeswirus owczy typ 2 u przezuwaczy, SA-MCF ouce §luzowych glowy, objawy nerwowe
Herpeswirus kozi typ 1 BHV-6 kozy Zapaler}le drog oddechowych, .
narzadéw plciowych, poronienia

Herpeswirus bydlecy typ 5 (BHV-5)

Do niedawna wirus ten okreslano jako BHV-1. Stwierdzono,
7e herpeswirus ten, poza zakazeniem drog oddechowych oraz
narzadéw plciowych, moze wywolywac zapalenie mozgu i
rdzenia u cielat (11, 19). Nowsze badania przy pomocy analizy
restrykeyjnej i techniki hybrydyzacji DNA izolowanych szcze-
péw BHV-1 od cielgt z zaburzeniami nerwowymi pozwolity
na wyodrebnienie nowego wariantu: BHV-1.3 (4, 9, 38). W
wyniku tej analizy stwierdzono. Ze stopien powtarzalnogci
okreslonych sekwencji nukleotydéw genomu BHV-1 1 wa-
riantu BHV-1.3. wyniést 95%. Obecna klasyfikacja opraco-
wana przez Roizmanna zawiera juz nowy typ herpeswirusa
bydlecego: BHV-5 (32, 33).

Herpeswirus owezy typ 1 (OHV-1)

W 1967 r. w Anglii wyosobniono herpeswirusy z leukocytow
chorych owiec z objawami adenomatozy pluc (29). Choroba
ta byla znana od poczatku XX wieku, a przebiega u owiec z
postepujaca proliferacja nablonka pecherzykéw phuc i oskrzeli,
ktérej towarzysza objawy dusznosei i wychudzenia, Mimo
nastepnych izolacji wirusa od owiec i badan serologicznych
potwierdzajacych wystgpowanie przeciwcial dla tego herpes-
wirusa, dotychczas nie uzyskano wystarczajacych dowodéw
roli etiologicznej tego czynnika zakaznego w adenomatozie
owiec (20, 40, 41). Wezesniej wirus ten byl sklasyfikowany
jako BHV-4 (18).

Herpeswirus owczy typ 2 (OHV-2)

Izolowany w 1960 r. przez Plowrighta i wsp. wirus od
chorych gnu (Connochaets Spp.) okazat sig czynnikiem wywo-
tujacym glowice czyli ztosliwa niezytowa goraczke u przezu-
waczy (29). Choroba wyraza sig niezytowym i dyfteroidalnym
zapaleniem blony Sluzowej glowy, zapaleniem oczu i zaburze-
niami nerwowymi. Wirus namnaza si¢ w tkance limfopoetycznej,
doprowadzajac do proliferacji komérek uktadu limfatycznego.
7 czasem izolowano ten wirus od innych przezuwaczy dziko
zyjacych i nazwano Alcelaphine herpeswirus typ 1 (AHV-1).
Przeciwciala dla tego wirusa stwierdzono w populacji owiec
w USA (6. 36). Mimo, ze proby izolacji wirusa nie daty
pozytywnych rezultatéw uznano, ze czynnikiem etiologicznym
tej choroby u owiec moze by¢ podobny herpeswirus nazwany
sheep-associated MCF (SA-MCEF). Interesujace sa rezultaty
wicloletnich badan przeprowadzonych przez Bridgen i Reida

(5). Autorzy za pomoca techniki hybrydyzacji kwaséw nu-
kleinowych, w tym techniki hybrydyzacji DNA-DNA, wyka-
zali w komérkach hodowli ciagtych, zakazanych limfocytami
chorych zwierzat obecnos$¢ homologicznego DNA specyficz-
nego dla herpeswirusa AHV-1. Badania te pozwalaja wnio-
skowaé, ze homologiczne sekwencje koduja wspolne funkcje
dla wirusa SA-MCF i AHV-1,

Herpeswirus kozi typ 1 (CHV-1)

Wirus ten do niedawna byt klasyfikowany jako herpeswirus
bydlecy typ 6. Pod wzglgdem budowy antygenowe] wykazuje
on ciste pokrewieristwo z BHV-1 i nie wyklucza sig hipotezy,
ze jest to wariant BHV-1, kidry zaadaptowal sie do koz (cyt,
za 43). Po raz pierwszy CHV-1 izolowano w 1974 r. w USA
od miodych kéz chorujacych z objawami ze strony uktadu
pokarmowego (34). W nastgpnych latach wyosobniono go od
kéz. ze stad gdzie stwierdzono liczne przypadki ronien oraz
niezytowego zapalenia blony §luzowej pochwy. U samcow
wystepowaly zapalenia blony Sluzowej pracia 1 napletka (3,
10). Wyniki serologicznych badari kéz w Szwajcarii, Norwegii,
Austrii i Grecji wykazaly wysokie miana przeciwcial swiad-
czace o przebyciu bezobjawowych zakaze.
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Pomimo wysitkéw badawczych na catym $wiecie nie zostata
jeszcze opracowana w petni zadowalajaca metoda konserwacii
nasienia knura w niskich temperaturach (2, 3). Stan ten spo-
wodowany jest brakiem niezawodnych metod, ktére moga
prognozowac in vitro o zdolnosci do zaptodnienia mrozonego
nasienia knura oraz ekstremalng gatunkowq wrazliwoscia jego
nasienia na procesy kriokonserwacji spowodowana charakterys-
tyczng budowa blon komérkowych plemnikéw (3, 6, 13).

Do 1970 r. niekorzystnymi wynikami koficzyly si¢ préby
zamrazania nasienia knura w oparciu o metody konserwacji
nasienia buhaja (3). Dopicro w 1970 r. Polge i wsp. (16)
opisali pierwsze skuteczne zaptodnienia uzyskane po zastoso-
waniu nasienia mrozonego knura, ktére nastgpity po inseminacji
chirurgicznej bezposrednio do jajowodu loszki. Rok pdzniej
opisano trzy metody gigbokiego zamrazania nasienia knura,
wynikiem ktérych bylo uzyskanie ciagz po inseminacji doszyj-
kowej (5, 8, 18). Jednak zadna z tych wczesnych metod nie
zostala zastosowana na szeroka skale¢ w inseminacji trzody
chlewnej ze wzgledu na niski wskaznik oproszen w poréwnaniu
z nasieniem $wiezym (3).

Niniejsza praca ma na celu wyeksponowanie osiagnie¢ ba-
dawczych w dziedzinie konserwacji nasienia knura w niskich
temperaturach.

Metody konserwacji nasienia knura
w niskich temperaturach

Istnieja cztery podstawowe metody zamrazania nasienia
knura w niskich temperaturach, ktére testowane byly w wa-
runkach polowych przez Pursela w 1975 r. (19), Westendorfa
w 1975 r. (28), Paquignona w 1976 1. (14) i Larsonaw 1977 r.

(11). Wedtug danych pi§miennictwa (9, 10) aktualnie stoso-
wane metody konserwacji opieraja si¢ gtéwnie na pracach
wymienionych badaczy. Wszystkie badania, oprécz metody
Westendorfa, wymagaja zamrazania nasienia w kulkach we-
dtug Nagase i Niva oraz posiadajg nastepujace wspélne cechy:
inkubacje nasienia przed wirowaniem oraz zamrazanie ple-
mnikéw w formie skoncentrowanej przy niskim stezeniu glicerolu
(19). Z powyzszych danych, ktére prezentuja wymienieni au-
torzy wyszczeg6lni¢ mozna cztery nastgpujace zasady:

— ekwilibracja przez okoto 4,5 godziny,

— koncentracj¢ nasienia przez wirowanie oraz usunigcie
plazmy nasienia przed schtadzaniem plemnikéw do 15°C. Wi-
rowanie odbywa si¢ albo tuz po pobraniu, albo po inkubacji,

- zamrazanie skoncentrowanej zawiesiny plemnikéw w for-
mie kulek lub konfekcjonowanie nasienia w mikro- i makro-
tubach (3, 26), torebkach plastykowych (4) oraz w tubach
aluminiowych (25). Powszechnie stosowana jest koncentracja
od 450 milionéw do 1 miliarda plemnikéw w 1 ml (7, 14, 28),

— dodawanie tuz przed zamrozeniem do zawiesiny plemni-
kow niewielkiej ilosci glicerolu (1).

Problematyka zamrazania i konfekcjonowania
nasienia knura

Nasienie knura wymaga szybszego tempa mrozenia niz na-
sienie innych gatunkéw zwierzat (17). Warunek ten spetnia
zamrazanie nasienia knura w formie kulek na suchym lodzie,
co zostalo uwzglednione przez wymienionych autoréw (10,
11, 14, 19).

Brakuje wyczerpujacych danych na temat schladzania na-
sienia w makrotubach metody Westendorfa (28). Uczony ten



