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stanowiły koty w wicku powyżej l2 miesięcy. W grupie wie-

kowcj 6- l2 miesięcy jedynie 12,6o/,: posladało dodatnie miana
przeciwciał poclczas gdy w gl,upic zwielząt starszych (powyżej

l roku) oclsetek seroreagentów dodatnich wynosił 34,9olc, Naj-

nizszy odsetek kotów posiadających przeciwciała dla wirusa

FHV-I zanotowano w grupie wiekowej do 3 miesięcy. W
przcprowaclzonych badaniach nic stwierdzono występowanla
zależnr>ści rasowej w stosunku do częstości zakażeń herpeswi-
rusorvych u kotcjw.

Pl zy analizie przedstawionych wyników należy uwzględnić,
istotny z epizootycznego punktu widzenia takt, że wszystkie

baclane koty nie były uprzednio szczeplone przeciwko zakaźnemu

zapaleniu nosa i tchar,r,icy. Stwierdze nie więc, tak duzej liczby
seroreagentów dodatnicl. wśrócl nie szczepionych zwierząl
świaclczy o znacznylTl rozpfzestrzenieniu zakazeń herpeswi-
tusowl,ch kotów w polsce, ponadto, wysokie lniana plzeciw-
ciał u większości dodatnio reirgujących kotów pl,zemawirją
za istnieniem duzcj _srup1, zwielząt nlogących stanowić po-

tencjalne źródło wirusa (,1, 5). Wykazano bowiem. ze częstość

izolacji rł,irusa FHV-1 była największa wśród kotów posia-

ctających wysokie miana przeciwciał (2,3, 4,5, 6,7).Zdaniem
rł,iększości autorów, wysoki poziom przeciwciał FHV-l u

kotóu, nie szczepionych, często również nie wykazujących
klinicznych objawórł, URTD, świadczy o przetrwałej inf'ekcji
iub o Llstalcniu się nosicielstwir wilusa (4. _5).

Stl,vierdzony wysoki odsetek serorea_gentów dodatnich wśród
kotów pochoclzących z duźych ośrodków miejskich wskazuje,

źe częstość występowania zakażeń herpeswirusowych zwią-
zana jest z warunkami bytowania zwlerząt. Z danych piśmien-

nictwa wynika, ze najwięcej przypadków URTD notowanych
jest w cluzych, zagęszczollyclr populacjach kotów (7, i 1).

Potwicrclzeniem tego są wyniki badań przeprowadzonych wśród

kotów pochodzących ze schroniska dla zwierząt, w któr,yrl
nie prowadzono szczepień ochronnych. Odsetek seroreagen-
tów dodatnich w tej grupie wynoslł 82Vo przy czym 6I,4q(,

zwierząt posiadało bardzo wysokie (>64) miana przeciwciał
FHV-1. Powyzszy wynik świadczy również o aktywnie prze-

biega.jącej i stale utrzymującej się infekcji herpeswirusowej
w omawianej populacji kotów. Mozna przypuszclać, ,że po-

clobna sytuacja panuje w większości polskich schronisk dla
zwlerząt.

Przedstawione wyniki wskazujące na częste występowanie
zakażeń herpeswirusowych u kotów w Polsce plzemawirją
za celowością podjęcia swoistej protilaktyki. Należy jednak

zaznaczyĆ, ze jak wynika z obserwacji poczynionych w kra-

jach, w których immunoprofilaktyka zakażeń FHV-l prowa-

dzona jest od ponad 10 lat. szczepienia kotów nie eliminują
w 100o/o problemu infekcji herpeswirusowych. Stosowtrnie

szczepień oclrronnych łagodzi jednak kliniczny przebieg choroby,
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Summary

Restriction enzynre analysis of BHV1 strains iso|ated

from bovine semen

Field strains of BHVl iso|ated from bovine semen
at different periods in Poland have been studied by
the restriction enzyme ana|ysis of DNA. It has been
shown that the Aguille strain iso|ated in I976 belongs
to the subtype BHV 1.2 which comprises IPV strains.
But strains III12,IILJ3 and,6142 isolated in 1981 belong
to the subtype BHV 1.1 which comprises IBR strains.

Zakażenlę wirusen BHV l może przybierać różne formy

kliniczne, spośrócl których zakaźne zapalenie nosa i tchawicy

(IBR) oraz otręt bydła (IPV) są najbardziej znanymi i naj-

ważniejszymi z ekonomicznego i epizootiologiczl]ego punktu

widzenia (I, 2, 3, 8, 9), Próby różnicowania szczepów wirusa

BHV 1 metodami serologicznymi, na podstawie markerów

biologioznych, namnażania się w hodowlach komórkowych,

wielkości łysinek okazały się nieskuteczne (6,10, 1], 12, l5,

16), Jedyną metodą pozwalającą pewnie róznicować szczepy

IBR o<1 szczepów IPV jest analiza restrykcyjna ich DNA,
Celem pracy było określenie, przy pomocy analizy restryk-

cyjnej DNA, czy szczepy wirusa BHV 1 wyizolowanc z na-
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sienia buhajów w Polsce, w odstępie kllku lat, należą do tego
samego podtypu, czy też do różnych podtypów.

Materiał i metody

Hodowla komórek: wirusy namnazano w hodowli komórek
linii ciągłej tchawicy bydła (TR).

Szczepy wirusa: w badaniach nżyto szczep referencyjny IPV
468 uzyskany od prof. Barthy z Centralnego Instytutu Wetery-
narii w Budapeszcie. Szczep ten wyizolowany został na Wę-
grzech od buhaja z klinicznymi objawami otrętu w 1968 r.
Terenrlwe szczepy Agille, IIII2, III|3, 61 42 wirusa B HV 1 wy-
izolowano z nasienia buhajów w Polsce. Szczep Agille wyizo-
Iowano w 1976 t., zaś szczepy III12, III|3, 6142 wyizolowano
w l98l r.

Izolacja wirusowego DNA: jednowarstwową hodowJę ko-
mórek TR zakażano poszczególnymi szczepami terenowymi
wirusa BHV l przy współczynniku wielokrotności zakażenia
0, l - l Zbioru wirusa dokonywano przy 100Vo efekcie cytopa-
tycznym, Uzyskany nrateriał wirusowy wirowano wstępnie. l
następnie supernatant ultrawirowano przęz 40%,,poduszkę"
sacharozową przy 100 000xg. Peletkę zawieszano w butbrze
TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,6). Tak oczyszczony
wirus traktowano proteinazą K (0, l mg/ml) i SDS (0,5%) przez
1 godz. w 37"C, Następnie dokonywano ekstrakcji DNA 2 razy
mieszaniną f'enol:chloroform:alkohol izoamylowy (25:21:1) i
1 raz mieszaniną chlorofbrm:alkohol izoamylowy (24:1), DNA
pl,ecypitou,ano dodając 2 objętości etanolu i t/10 objętości 3M
octanu sodu (pH 5,2).

Analiza restrykcyjna: do badań uzywano endonukleaz Hind
III, Pst I, Bam HI, Eco RI wszystkie o koncentracji 8-12 U/pl.
Trawiono około l pg DNA badanych szczepów, Mieszaninę
DNA i enzymu inkubowano ż godz, w 37'C, a następnie do-
dawano roztworu obciązaj ące go (0,25 % błękit brom ofenolo wy,
60o/t, sacharoza). Produkty tt,arł,ienia nJIloszono na0$% że| aga-
rozowy. Elektroforezę prowadzono w bufclrze TAE (0,04 M
Tris-acetate, 0,00l M EDTA, pH 8,0) przy stałym napięciu
45Y , Zel barwiono w bromku etydyny ( 1 pg/ml) przez 30 min.
i fbtoglafowancl w świetle UV. Jakcl marker długości łańcucha
nukleotydowego uzywano DNA taga lambda trawiony enzy-
mem Hind III.

Wyniki i omórvienie

Użyte w badaniach enzymy restrykcyjne Hind III, Pst I,

Barn HI, Eco RI pozwoliły wykazać znamienne różnlce w szab-

lonach elektrolbretycznych DNA badanych szczepów. Stwier-
dzono, ze szablony elektroforetyczne DNA szczepu Agille były
identyczne jak szabJon1, DNA szczepu rel'erencyjnego IPV 468.

Z ko! ei s zabl ony elektroforety c zn e DNA s zczepów III1 2, III1 3,

614ż były bardzo podobne i znamiennie różnlły się od szab-
lonów e]ektroforetycznych szczepów Agille i IPV 468. Przy
trawieniu enzymem Hind III DNA kazdego szczepu macie-
rzystego cięte było na 11 ftagmentów. Fragmenty C o długości
l9 tysięcy par zasad (kbp) oraz K i Ł o długościach 7,7 kbp
i 2,7 kbp występowały tylko w genomie szczepów AgiLle i

rel'erencyjnego IPV 468. Zkolei fraglTenty E o długości 16

kbp, l - 8,6 kbp i M - 2,5 kbp były obecne wyłącznie w
genomie szczepów III12,IIII3, 6142 (tab. l, ryc, 1).

W przypadku enzymu Pst I DNA badanych szczepów tra-
wione było na wie]e małych fiagmentów. Anallzę uzyskanych
szablonów przeprowadzono dla zakresu migracji markerów
23130 bp -2021 bp. Fragmenty B (7,_5 kbp), I (a,6 kbp), N
(3,25 kbp), R (2,45 kbp) występowały w genomie szczepów
Agille t IPV 468. Natomiast fragmenty H,(5,0 kbp), J (a,a
kbp) i Ł (3,7 kbp) występowały w genonrie szczepów III12,
III13, 6142. DNA szczepu III12 jako jedyny wykazywał do-

23,1

9,4

6,6

4,4

2,3
2,0

Ryc 1 SzabJon elektroforetyczny DNA szczepów BHV l
po trawieniu enzylnem Hjnd III

Objaśnienia do rycin 1-4
ścieżki: l - szczęp Agil le, 2 - szczep II1l2, 3 - szczep III13, 4 - szczep 61 1ż.

5 - szczep IPV 468, 6 - DNA faga lambda trawiony enzymem Hind III jako

nrarker

Tab l Wielkość fragmentów DNA szczepów BHV l

po trawieniu enzymern Hind IIl

Fragmenty
(kbp)

Hrnd III

Apille IIIl2 IIl/3 6/42 IPV 468

A 23 23 23 21 23

R 2ż ?ż 22 22 22

xC ],9 l9

D l7,5 l7.5 11.5 17.5 l7,5

iE l6 t6 16

F l5 5 15 l5 l5

G 13 I3 l3 l3 l3

H 94 94 9.4 94 94

xI 86 86 86

J 80 80 80 8t) 80

xK 7.7
,77

L 39 3,9 39 39 39

*Ł ż,7 )1

xM 25 25 2.5

Liczba fragment Il ll ll ll l

Objaśnienie: x - fragmenty różniące szablony restrykcyjne szczepów

BHV l
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23,1

9,4
6,6

4,4

23,1

2,3
2,0

9,4

6,6

4,4

2,3
2,0

Objaśnienia:
RHV 1. -)
szczepu IIIi3 i

Ryc 2 Sz-ablon elektroforetyczny DNA szczepór,v BHV l

po trawieniu enzymen Pst I

Tab 2 Wielkość fragmentów DNA szczepów BHV l

po tl-awieniu enzymenr Pst l

Ryc 3 Szablon elektrofotetyczny DNA szczepów BHV l

po trawieniu enzymem Bam HI

datkowe miej sce restrykcyj n e charaktery zuj ące się obecnoś ci ą

fr ści 2).

\zy awia tab, 3, Po

tr em wwprzypadku
i IPV epu III/3
w. W foretycz-
k było agment I

ll]l2 l szczepie

IJI2 dłu ,awszczę
kbp. B ( 3,5 kbp), J

obec ies eiIPV468
A (2 9,5 cne w geno

IIII2, III13, 614ż (tab. 3, ryc. 3).

Również trawienie enzymem Eco RI potwierdzało wystę-
etycznych badanych
kbp)iE(18,5kbp)
lle i referęncyjnego
bp), P (17,5 kbp), J

(2,9 kbp) były obecne w genomie szczępów III12,III13,6142,

Ponadto DNA szczepuIII12 posiadał dodatkowe miejsce re-

strykcyjne, które umożliwiało wyodrębnienie fragmentu H o

długości I2,7 kbp różniącego szczep IIIIż od szczepów III13

* - fragmenty różniące szablony restrykóyjne szczepów

fragment różniący szablon restrykcyjny szczepu III/2 od

6142

FIagmenty
(kbp)

Pst I

Agille Ilillż IIIi 3 6142 lPv 468

88 88 E,8 88 88

*B 15 7.5

C 13 1,3 7.3 7.3 7.3

D 68 6E 68 68 68

E 6Ą 6.4 64 6,Ą 6,4

+F 6ż

G 5.3 51 5.3 5,3 53

xH 50 50 50

*I 46 46

*J 1.4 44 44

K 4ż +: 42 42 42

L 39 39 ]9 39 39

*Ł 31 31 31

M 35 35 35 3_5 35

xN .].2 5 325

o 28 28 28 28 28

P 26 2,5 5 ż,6 ż.6 ż6

o 25 25 2.5 2,5 25

*R ż45

s ) 15 7 15 , ?{ 2.35 ) ]5

Liczba fragment 6 l6 l5 l5 16
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23,1

9,4

6,6

4,4

2,3
2,0

Ryc 4 ,Szablon elektrotbretyczny DNA szczepów BHV ]

po trarł,ieniLl enzvnren Eco Rl

nalezy stwierdzić, że przypadki otrętu notowane w 1981 r.

powodowane byly ptzez podtyp BHV 1.1 (IBR), który jest
podtypenl barclziej zjadliwyn niż podtyp BHV 1.2 (lPV) i naj-
częścicj był izolowany z pl,zypŁrclkó,"v zakazeń układu odde-
chowe_uo.

Możliwośc< r,óznico,,vania szczepów lBR i IPV wiIusa BHV t

za pol1locą analizy rcsn-ykcyjnej została opisana przez innych
aulorów (4, 1, 13, 14, l7). Wyniki otfzymanc przez tych
badaczy stanowiły podstawę clo opracowanizi aktualnic obo-
wiązującego podziału szczepćlw lvirusa BHV l na podtypy
BHV 1.1 i BHV 1.2.

Tlb 3 Wielkość fragnlenlów DNA szczepóu, BHV J

po trliwieniL] enzynlell-l I]all H]

Fl ilg]nenl),

ikbp)

Baln Hl

A gi lle IIll1 ]IIl3 6l4ż ]PV 468

1 21 21

*B 25 25

C 23 ?,3 71 2j 2-3

D ]l 1 ż 2

+F l9._5 l9.5 l9.5

F l7.5 l 7.5 ]7.5 17._5 ]7,5

- (| l3,5 l .].5

H |3 ]] l3 l3 l3

J] lI.5 12.2

*.I :l t) 49

Liczba fragllcnt 1 1 6 l 1

Tab. 4 Wielkość fragllentów DNA szczepów BHV l
po trawieniLl enzynell Eco RI

Flagmenty
(kbp)

F,co R]

Agille lIIl2 IIV3 6142 lPV 46E

2E 28 2E

xB ,7 27

C 23 2j 23 23 23

xD 22 22

xE l8.5 l8.5

xF 175 17.5 ]7.5

G 1Ą |,1 13.5 l3._5 14

)H I ].7

8.5 85 E5 E5 8_5

*J 29 z9 29

Liczba fragmenl 6 1 6 6 6

Objaśnienia: iak lv tab 2

Zgodnie z danymi piśmiennictwa potltyp BHV 1.1 (lBR)
uważany jest za typowy patogen układu oddechowego bydła
natomiast BHV 1,2 (IPV) uwazany jest za typowy patogen

układu rozrodcze_go, Przedstawione wyniki badań wskazują
jednak, że podtyp BHV 1.1 może występować równiez w

układzie rozfodczym bydła powodując zachorowania, które
klinicznic rozpoznawane sź} jako otręt bydła. Zatęm anallza
restrykcyjna DNA poszczególnych szczepów (izolatów) wi-
rusa BHV 1 (IBR/IPV) umożliwia ich róznicowanie nie daje
jednak podstawy do stwierdzenia, ze szczępy o określonym
plofilu w analizie lestrykcyjnej powodują określone syndromy
chorobowe.
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