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stanowity koty w wicku powyzej 12 miesigcy. W grupie wie-
kowej 6-12 miesiecy jedynie 12,6% posiadato dodatnie miana
przeciwciat podezas gdy w grupie zwierzat starszych (powyze]
1 roku) odsetek seroreagentéw dodatnich wynosit 34,9%. Naj-
nizszy odsetek kotéw posiadajacych przeciwciata dla wirusa
FHV-1 zanotowano w grupie wickowej do 3 miesiecy. W
przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono wystepowania
zaleznosei rasowej w stosunku do czestosci zakazen herpeswi-
rusowych u kotow.

Przy analizie przedstawionych wynikéw nalezy uwzglednic,
istotny z epizootycznego punktu widzenia fakt, ze wszystkie
badane koty nie byty uprzednio szczepione przeciwko zakaznemu
zapaleniu nosa i tchawicy. Stwierdzenie wiec, tak duzej liczby
serorcagentéw dodatnich wsréd nie szczepionych zwierzat
$wiadezy o znacznym rozprzestrzenieniu zakazen herpeswi-
rusowych kotdw w Polsce. Ponadto, wysokie miana przeciw-
cial u wickszosci dodatnio reagujacych kotdw przemawiaja
za istnieniem duzej grupy zwierzat mogacych stanowic po-
tencjalne Zrédto wirusa (4. 5). Wykazano bowiem, ze czestosé
izolacji wirusa FHV-1 byla najwigksza wsréd kotéw posia-
dajacych wysokie miana przeciwciat (2, 3, 4,5,6,7). Zdaniem
wigkszodci autoréw, wysoki poziom przeciwcial FHV-1 u
kotéw nie szczepionych, czesto réwniez nie wykazujacych
klinicznych objawéw URTD, swiadczy o przetrwalej infekeji
lub o ustaleniu sie nosicielstwa wirusa (4, 5).

Stwierdzony wysoki odsetek seroreagentéw dodatnich wsréd
kotéw pochodzacych z duzych osrodkéw miejskich wskazuje,
7e czesto$é wystepowania zakazen herpeswirusowych zwia-
zana jest z warunkami bytowania zwierzat. Z danych pismien-
nictwa wynika, ze najwigcej przypadkéw URTD notowanych
jest w duzych, zageszezonych populacjach kotéw (7, 11).
Potwicrdzeniem tego sa wyniki badani przeprowadzonych wsrod

kotéw pochodzacych ze schroniska dla zwierzat, w ktérym
nie prowadzono szczepied ochronnych. Odsetek seroreagen-
téw dodatnich w tej grupie wynosit 82% przy czym 61,4%
zwierzat posiadato bardzo wysokie (>64) miana przeciwcial
FHV-1. Powyzszy wynik §wiadczy réwniez o aktywnie prze-
biegajacej i stale utrzymujacej si¢ infekcji herpeswirusowe;
w omawianej populacji kotéw. Mozna przypuszczac, ze po-
dobna sytuacja panuje w wiekszosci polskich schronisk dla
zwierzat.

Przedstawione wyniki wskazujace na czeste wyslgpowanie
zakazefi herpeswirusowych u kotéw w Polsce przemawiaja
za celowoscia podjecia swoistej profilaktyki. Nalezy jednak
zaznaczyé, ze jak wynika z obserwacji poczynionych w kra-
jach, w ktérych immunoprofilaktyka zakazed FHV-1 prowa-
dzona jest od ponad 10 lat, szczepienia kotéw nie eliminuja
w 100% problemu infekeji herpeswirusowych. Stosowanie
szezepien ochronnych fagodzi jednak kliniczny przebieg choroby.
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Analiza restrykcyjna DNA szczepOw
wirusa BHV 1 izolowanych
z nasienia buhajow
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Summary

Restriction enzyme analysis of BHV1 strains isolated
from bovine semen

Field strains of BHV1 isolated from bovine semen
at different periods in Poland have been studied by
the restriction enzyme analysis of DNA. It has been
shown that the Aguille strain isolated in 1976 belongs
to the subtype BHV 1.2 which comprises IPV strains.
But strains 11172, I1I/3 and 6/42 isolated in 1981 belong
to the subtype BHV 1.1 which comprises IBR strains.

Zakazenie wirusem BHV 1 moze przybiera¢ rézne formy
kliniczne, sposréd ktérych zakazne zapalenie nosa i tchawicy
(IBR) oraz otr¢t bydta (IPV) sa najbardziej znanymi 1 naj-
wazniejszymi z ekonomicznego i epizootiologicznego punktu
widzenia (1, 2, 3, 8, 9). Préby réznicowania szczepOw wirusa
BHV 1 metodami serologicznymi, na podstawie markerow
bioJogicznych, namnazania si¢ w hodowlach komérkowych.
wiclkosdci tysinek okazaly si¢ nieskuteczne (6, 10, 11, 12, 15,
16). Jedyna metoda pozwalajaca pewnie roéznicowac szczepy
IBR od szczepow IPV jest analiza restrykcyjna ich DNA.

Celem pracy byto okreslenie, przy pomocy analizy restryk-
cyjnej DNA, czy szczepy wirusa BHV 1 wyizolowane z na-
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sienia buhajéw w Polsce, w odstepie kilku Jat, naleza do tego
samego podtypu, czy tez do réznych podtypow.

Materiat 1 metody

Hodowla komoérek: wirusy namnazano w hodowli komérek
linii ciagtej tchawicy bydta (TR).

Szczepy wirusa: w badaniach uzyto szczep referencyjny IPV
468 uzyskany od prof. Barthy z Centralnego Instytutu Wetery-
narii w Budapeszcie. Szczep ten wyizolowany zostat na We-
grzech od buhaja z klinicznymi objawami otrgtu w 1968 .
Terenowe szczepy Agille, 1/2, 111/3, 6/42 wirusa BHV 1 wy-
izolowano z nasienia buhajéw w Polsce. Szczep Agille wyizo-
lowano w 1976 r., zas szczepy 11I/2, 111/3, 6/42 wyizolowano
w 1981 1.

Izolacja wirusowego DNA: jednowarstwowa hodowle ko-
moérek TR zakazano poszezeglnymi szczepami terenowymi
wirusa BHV 1 przy wspétczynniku wielokrotnosci zakazenia
0,1-1. Zbioru wirusa dokonywano przy 100% efekcie cytopa-
tycznym. Uzyskany materiat wirusowy wirowano wstepnie, a
nastepnie supernatant ultrawirowano przez 40% ,,poduszke”
sacharozowg przy 100 000xg. Peletke zawieszano w buforze
TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.6). Tak oczyszczony
wirus traktowano proteinazg K (0,1 mg/ml) i SDS (0,5%) przez
1 godz. w 37°C. Nastegpnie dokonywano ekstrakcji DNA 2 razy
mieszanina fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (25:24:1) i
1 raz mieszaning chloroform:alkohol izoamylowy (24:1). DNA
precypitowano dodajac 2 objetosci etanolu i 1/10 objetosci 3M
octanu sodu (pH 5,2).

Analiza restrykcyjna: do badari uzywano endonukleaz Hind
I11, Pst I, Bam HI, Eco RI wszystkie o koncentracji 8-12 U/pl.
Trawiono okoto | pg DNA badanych szczepdw. Mieszaning
DNA i enzymu inkubowano 2 godz. w 37°C, a nastepnie do-
dawano roztworu obciazajacego (0,25% bigkit bromofenolowy,
60% sacharoza). Produkty trawienia nanoszono na 0,6% zel aga-
rozowy. Elektroforez¢ prowadzono w buforze TAE (0,04 M
Tris-acetate. 0,001 M EDTA, pH 8.0) przy stalym napigciu
45V. Zel barwiono w bromku etydyny (1 pg/ml) przez 30 min.
i fotografowano w $wietle UV. Jako marker dtugosci taficucha
nukleotydowego uzywano DNA faga lambda trawiony enzy-
mem Hind III.

Wyniki i omdwienie

Uzyte w badaniach enzymy restrykcyjne Hind III, Pst I,
Bam HI, Eco RI pozwolily wykazaé znamienne réznice w szab-
lonach elektroforetycznych DNA badanych szczepéw. Stwier-
dzono, ze szablony elektroforetyczne DNA szczepu Agille byty
identyczne jak szablony DNA szczepu referencyjnego IPV 468.
Z kolei szablony elektroforetyczne DNA szczepéw 11172, 111/3,
6/42 byly bardzo podobne i znamiennie réznity sie od szab-
lonéw elektroforetycznych szczepdw Agille 1 IPV 468. Przy
trawieniu enzymem Hind III DNA kazdego szczepu macie-
rzystego cigte byto na 11 fragmentéw. Fragmenty C o dtugosci
19 tysigcy par zasad (kbp) oraz K i L. o dtugosciach 7,7 kbp
i 2,7 kbp wystepowatly tylko w genomie szczepow Agille i
referencyjnego IPV 468. Z kolei fragmenty E o dtugosci 16
kbp, I - 8,6 kbp i M — 2,5 kbp byly obecne wytacznie w
genomie szczepow II1/2, TI1/3, 6/42 (tab. 1, ryc. 1).

W przypadku enzymu Pst I DNA badanych szczep6w tra-
wione bylto na wiele matych fragmentéw. Analize uzyskanych
szablonéw przeprowadzono dia zakresu migracji markerow
23130 bp — 2027 bp. Fragmenty B (7,5 kbp), I (4,6 kbp), N
(3,25 kbp), R (2,45 kbp) wystepowaly w genomie szczepdw
Agille i IPV 468. Natomiast fragmenty H (5,0 kbp), J (4,4
kbp) i £ (3,7 kbp) wystgpowaly w genomie szczepéw II1/2,
111/3, 6/42. DNA szczepu III/2 jako jedyny wykazywat do-
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Ryc. 1. Szablon elektroforetyczny DNA szczepéw BHV 1
po trawieniu enzymem Hind TII

Objasnienia do rycin 1-4
$ciezki: 1 — szczep Agille, 2 — szezep 1172, 3 — szezep [11/3, 4 — szczep 6/42,
5 — szezep IPV 468, 6 — DNA faga lambda trawiony enzymem Hind 1II jako
marker

Tab. {. Wielko§¢ fragmentéw DNA szczepéw BHV |
po trawieniu enzymem Hind 1

Fragmenty Hind i1
(kbp) Agille | M2 /3 6/42 | IPV 468
A 23 23 23 23 23
B 22 22 22 22 22
s 19 " - - 19
D 17,5 17,5 17.5 17,5 17.5
. +E I P 16 16
F 15 s 15 15 15
G 13 13 13 13 13
. m | 94 9.4 9.4 9.4 94
* ] = 8.6 8.6 8.6
T 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0
* K 7.7 = = - 7.7
L 39 | 39 39 39 39
T W 27 - - o 27
Y - 25 2.5 2.5 =
Liczba fragment. 11 11 11 11 11

Objasnienie: * — fragmenty rézniace szablony restrykcyjne szczepow
BHV 1.
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23,1

Ryc. 2. Szablon elektroforetyczny DNA szczepow BHV 1
po trawicniu enzymem Pst [

Tab. 2. Wielko§é fragmentéw DNA szczepéw BHV |
po trawieniu enzymem Pst 1

Fragmenty Pst
(kbp) Agille | 1072 Y3 | 6/42 | 1PV 468
L A 8.8 8.8 8,8 8.8 88
* B 75 - - = 7.5
C 73 7.3 7.3 7.3 73
o D 6.8 6.8 6.8 6.8 6.8
E 64 | 64 6.4 6.4 6.4
- F - 6.2 - - -
G 53 5.3 53 5.3 53
* Y 50 5.0 5.0 -
] 46 s - - 46
%] - 44 44 44 =
R K 42 4.2 42 42 42
L 3.9 3.9 3.9 3.9 39
S - 37 37 3,7 -
M 3,5 3.5 3.5 3,5 35
N 325 = = - 325
0 2.8 2.8 2.8 2.8 2.8
p 2.6 255 | 26 26 | 26
Q 2.5 2.5 2.5 25 2.5
* R 2.45 = = - 2,45
s 235 | 235 2,35 2.35 2,35
Liczba fragment. | 16 | 16 15 15 16

Objagnienia: * — fragmenty rdzniace szablony restrykcyjne szczepow
BHV 1, —> — fragment rézniacy szablon restrykcyjny szczepu I11/2 od
szczepu TII/3 1 6/42,

1 2 3 4 5 6

— 231

Ryc. 3. Szablon elektroforetyczny DNA szczepéw BHV |
po trawieniu enzymem Bam HI

datkowe miejsce restrykcyjne charakteryzujace si¢ obecnoscia
fragmentu F o diugosci 6.2 kbp (tab. 2, ryc. 2).

Wynik trawienia enzymem Bam HI przedstawia tab. 3. Po
trawieniu tym enzymem uzyskano 7 fragmentéw w przypadku
szezepow Agille, TI1/2, 6/42 1 IPV 468. DNA szezepu 1173
(rawiony byl na 6 fragmentéw. W szablonie elektroforetycz-
nym DNA tego szczepu brak byto fragmentu I. Fragment I
réznicowal rowniez szezepy 111/2 i 6/42, bowiem w szczepie
I1/2 wykazywat dhugos¢ 11.5 kbp, a w szczepie 6/42 - 12,2
kbp. Fragmenty B (25 kbp), G (13,5 kbp), T (4.9 kbp) byly
obecne w genomie szczepow Agille i IPV 468, zas fragmenty
A (27 kbp) i E (19,5 kbp) byty obecne w genomach szczepow
/2, 1II/3, 6/42 (tab. 3, ryc. 3).

Réwniez trawienie enzymem Eco RI potwierdzato wyste-
powanie réznic w szablonach elektroforetycznych badanych
szczepow. Fragmenty B (27 kbp). D (22 kbp) i E (18,5 kbp)
wystepowaly w genomie szczepow Agille i referencyjnego
IPV 468. Natomiast fragmenty A (28 kbp), F (17,5 kbp), J
(2,9 kbp) byly obecne w genomie szczepow 111/2, 111/3, 6/42.
Ponadto DNA szczepu IT1/2 posiadal dodatkowe miejsce re-
strykcyjne, ktére umozliwiato wyodrebnienie fragmentu H o
diugosci 12,7 kbp rézniacego szczep 11I/2 od szczepow 11173
i 6/42 (tab. 4, ryc. 4).

Poréwnujac uzyskane wyniki z danymi pismiennictwa (4,
13, 14) stwierdzono, ze szczep Agille nalezy do podtypu BHV
1.2 okreSlanego jako .JIPV podobny” (Sciezki 1 ryc. 1-4).
Natomiast szczepy I11/2, IITI/3, 6/42, pomimo Ze zostaly wy-
izolowane z nasienia buhajéw, naleza do podtypu BHV 1.1
okreslanego jako ,JBR podobny™ (Sciezki 2, 3, 4, ryc. 1-4).
Nalezy tu podkresli¢, ze szczep Agille wyizolowany zostal w
1976 r. z ogniska otretu, ktére wystapilo w Polsce po raz
pierwszy. Pozostate szczepy wyizolowano w 1981 r.. w Ktorym
sanotowano znaczne zwickszenie si¢ liczby przypadkow oraz
ognisk otretu w Polsce. Opierajac sig na uzyskanych wynikach
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Ryc. 4. Szablon elektroforetyczny DNA szczepéw BHV |
po trawieniu enzymem Eco Rl

nalezy stwierdzi¢, ze przypadki otr¢tu notowane w 1981 .
powodowane byly przez podtyp BHV 1.1 (IBR), kidry jest
podtypem bardziej zjadliwym niz podtyp BHV 1.2 (IPV) i naj-
czesciej byt izolowany z przypadkéw zakazed uktadu odde-
chowego.

Mozliwoséé réznicowania szezepdw IBR 1 JPV wirusa BHV |
za pomoca analizy restrykeyjnej zostata opisana przez innych
autoréw (4, 7, 13, 14, 17). Wyniki otrzymane przez tych
badaczy stanowily podstawe do opracowania aktualnie obo-
wiazujacego podziatu szczepdéw wirusa BHV | na podtypy
BHV 1.1 i BHV 1.2.

Tab. 3. Wielkos¢ fragmentow DNA szezepdw BHV 1
po trawienin enzymem Bam HI

Fragmenty Bam HI
(kbp) Agille {2 mA | 642 | TPV 468
- A 27 (27 | % _
e 25 . | - 25
¢ | 23 23 23 23 23
D 21 . 21 3 | 2t 21
*E 19.5 195 195 3
F 17.5 17.5 17.5 17.5 17.5
* G 13.5 . - 13.5
H 13 13 13 y 13 13
= - 15 | - 122
jur 49 | - . 49
Liczba fragment. 7 7 = 6 |7 | 7 o

Objasnienia: jak w tab. 2

B
Tab. 4. Wielkos¢ fragmentéw DNA szczepéw BHV 1
po trawieniu enzymem Eco RI
Fragmenty Eco RI ]
L) Agille | 1112 m/3 | 642 |1PV 468
- A - 28 28 | 28 -
* B 7 = = - 27
C 23 23 23 23 23
=D 22 - - 22 n
*E 18.5 - - - 18.5
*F - 17.5 17.5 17.5 -
- G 14 14 13.5 13.5 14
- H - 12.7 = - - -
I 8.5 8.5 | 8.5 8.5 8.5
p— * ] - 29 2.9 | 2.9 -
Liczba fragment. 6 7 6 : 6 6 |

Objasnienia: jak w tab. 2

Zgodnie z danymi pismiennictwa podtyp BHV 1.1 (IBR)
uwazany jest za typowy patogen uktadu oddechowego bydta
natomiast BHV 1.2 (IPV) uwazany jest za typowy patogen
uktadu rozrodezego. Przedstawione wyniki badafi wskazuja
jednak, ze podtyp BHV 1.1 moze wystgpowac rowniez w
uktadzie rozrodczym bydta powodujac zachorowania, kidre
klinicznie rozpoznawane sa jako otret bydta. Zatem analiza
restrykeyjna DNA poszezegdlnych szezepéw (izolatéw) wi-
rusa BHV 1 (IBR/IPV) umozliwia ich réznicowanie nie daje
jednak podstawy do stwierdzenia, Ze szczepy o okreslonym
profilu w analizie restrykeyjnej powoduja okreslone syndromy
chorobowe.
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