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Summary

Equine arteritis virus (EAV) belongs to the family Arteriviridae of the order Nidovirales. The viral genome
composed by single-stranded positive sense RNA is enclosed in a icosahedral nucleocapsid and surrounded by
a proteolipid envelope. The genome consists of nine open reading frames (ORFs) coding both structural and
non-structural proteins. Although only one serotype of EAV is distinguished, field isolates differ in virulence
and pathogenicity. The EAV infection is usually subclinical. 30-60% of stallions after infection become
persistent carriers of the virus and can shed EAV with their semen during next several weeks, months or even
years. Mares covered by EAV shedding stallions can result in abortions, fetus resorptions, infertility and even
death of the newborn foals that lead to large losses in horse breeding. Seropositive stallions sheding the virus
in their semen are the main reservoir of the virus; the control of the disease, therefore, should be based on
their identification and elimination from breeding. Genetic variability of EAV can lead to the increase of
virulence of the isolates and to changes in viral properties having an impact on the results of laboratory
testing. Researching genetic modification of the viral genome provides important information about the changes
in the nucleotide sequence of currently circulating strains and about the direction of EAV evolution.
The purpose of the review is to present current data concerning molecular biology and diagnostics of equine
arteritis virus infections.
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Wirusowe zapalenie tetnic koni (equine viral arteri-
tis — EVA) jest zakazna choroba uktadu oddechowego
1rozrodczego koniowatych, szeroko rozpowszechnio-
na na catym $wiecie. Pierwsze opisy choroby znalez¢
mozna w pismiennictwie z przetomu X VIII-XIX wie-
ku, gdzie jednostka ta okreslana byla jako choroba
r6zowego oka (pink-eye), epizootyczne zapalenie tkan-
ki tacznej skory (epizootic cellulites), influenza erysi-
pelatosa, equine typhoid (fievre typhoide du cheval),
a w jezyku niemieckim jako Pferdestaupe i Rotlauf-
seuche. Czynnik etiologiczny wirusowego zapalenia
tetnic koni rozpoznany zostat dopiero w latach 50.
XX w. w USA, natomiast w Polsce zostat on wyizolo-
wany po raz pierwszy w 1978 r. w jednej z dolno-
slaskich stadnin koni potkrwi angielskiej (5, 11, 12).
Obecnie obowiazujaca nazwa choroby pochodzi od
zmian martwiczo-zapalnych wystepujacych w btonie
srodkowej matych tgtnic migsniowych (6). Chorobe
wywotuje wirus EAV (equine arteritis virus) nalezacy
do rodziny Arteriviridae, rzgdu Nidovirales. W obrg-
bie genomu wyrdznia si¢ 9 otwartych ramek odczytu
(ORFs) kodujacych strukturalne, jak i1 niestrukturalne
biatka wirusowe.

Wigkszos¢ zakazen EAV przebiega subklinicznie,
niekiedy jednak moze doj$¢ do wystapienia objawow
klinicznych. U chorych zwierzat stwierdza si¢ wow-
czas podwyzszona temperaturg (40-41,5°C), depresy;,
brak apetytu, zapalenie i surowiczy wysigk ze spojo-
wek 1 nosa oraz obrzeki powiek, konczyn, podbrzu-
sza, klatki piersiowej, moszny i napletka u ogierow,
a wymienia u klaczy. U Zrebiat dochodzi do ostrego,
czasem $miertelnego zapalenia ptuc, a u klaczy do re-
sorpcji zarodkdéw, poronien i jatowienia (9). Zakaze-
nie szerzy si¢ gldwnie droga kropelkowa przez uktad
oddechowy oraz droga piciowa. Ta ostatnia odgrywa
najwazniejsza rolg w rozprzestrzemamu si¢ EAV
w populacji koni. Po zakazeniu ogieréw u 30-60%
ozdrowiencoéw dochodzi do ustanowienia zakazenia
trwalego 1 siewstwa wirusa z nasieniem, ktore moze
si¢ utrzymywac przez kilka nastgpnych tygodni, mie-
sigcy, a nawet lat (32). Aby ograniczy¢ rozprzestrze-
nianie si¢ EAV opracowano programy profilaktyczne,
ktorych zasadniczym celem jest 1dentyﬁkaCJa a na-
stepnie wykluczenie z rozrodu ogieréw siewcow wi-
rusa. Eliminacja ogierow trwale zakazonych, utrata
sezonow rozrodczych przez klacze, poronienia oraz
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padnigcia $miertelne nowo narodzonych zrebiat sa
przyczynqpowaznych strat ekonomicznych w hodowli
koni na catym $wiecie.

Wirus. Wirus zapalenia t¢tnic koni, wraz z wirusa-
mi: zespotu rozrodczo-oddechowego §win (PRRSV),
goraczki krwotocznej malp (SHFV) oraz wirusem pod-
noszacym poziom dehydrogenazy mleczanowe;j
u myszy (LDV), zostat zaklasyfikowany do rodziny
Arteriviridae, rzad Nidovirales (3). Podobienstwo sek-
wencji nukleotydowej RNA oraz procesow replikacji
wirusow tej grupy wskazuje na ewolucyjne pokrewien-
stwo do koronawiruséw. Wiriony EAV o $rednicy
40-60 nm zawieraja niesegmentowany, jednoniciowy
RNA o dodatniej polarnosci, o dlugosci okoto 12,7
tys. nukleotydow. Ni¢ RNA od konca 5’ ogranicza
charakterystyczna metylowana struktura ,,cap”, a na
koncu 3’ genomu znajduje si¢ sekwencja poly(A) (10).
Genom zamknigty jest w dwudziesto$ciennym kapsy-
dzie zbudowanym z biatka nukleokapsydu (N), ktory
otoczony jest lipidowo-proteinowa otoczka. W otocz-
ce scharakteryzowano sze$¢ strukturalnych biatek wi-
rusowych. Dominujacymi jej sktadnikami sa: niegli-
kozylowane biatko membranowe (M) oraz glikopro-
teina GP5 (okreSlana wcze$niej jako G,). Biatka te
potaczone mostkiem dwusiarczkowym tworza hetero-
dimer determinujacy wtasciwosci neutralizujace wi-
rusa (27, 34). Ponadto w otoczce wirusa znajduja si¢
glikoproteina GP,, (wczesniej okreslana jako G,), biat-
ka GP, i GP, tworzace wspolnie heterotrimer gliko-
protein membranowych oraz nieglikozylowane bial-
ko otoczkowe E (35).

Cykl replikacyjny wirusa. EAV po wniknigciu do
organizmu atakuje 1 namnaza si¢ w komoérkach ma-
krofagow krwi, makrofagach i komoérkach dendrytycz-
nych weztow chlonnych plucnych, komorkach nabton-
kowych ptuc, a takze w nabtonku kanalikéw nerko-
wych i blonie srodkowej naczyn krwiono$nych oraz
prawdopodobnie w komoérkach dodatkowych gruczo-
tow ptciowych ogierdéw (18, 23). Pelny cykl replikacji
wirusa zachodzi w cytoplazmie zakazonych komorek.
Czastki wirusa dostaja si¢ do wngtrza komorki na
zasadzie endocytozy. W procesie tym czastka wirusa
faczy si¢ z receptorami blony komorkowej, a nastgp-
nie otaczana jest pgcherzykiem, wewnatrz ktorego
wnika do §wiatta komoérki. Budowa oraz charakter ko-
morkowych receptoréw dla arteriviruséw sa stabo po-
znane. Niektorzy autorzy sugeruja, ze receptorem dla
EAV na powierzchni komorek jest czasteczka podob-
na do heparyny (25). Wykazano, ze wirusy wiaza si¢
z czasteczkami heparyny in vitro, a traktowanie ko-
morek heparynaza powoduje zahamowanie adhezji
EAV.

Wewnatrz komorki wirusy opuszczaja pecherzyki
endocytarne i przedostaja si¢ do przyjadrowej czgsci
cytoplazmy, gdzie zachodzi pelny cykl replikacyjny
wirusa. Rozpoczyna go ekspresja genu kodujacego re-
plikazg EAV. Gen ten sktada si¢ z dwdch ramek od-
czytu ORFlai 1b, ktore zajmuja ¥ genomu od konca
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5°. Produktem translacji tego genu sa dwie poliprote-
iny — prekursory replikazy wirusowej, ktore nastgpnie
cigte sa przez trzy wewngtrzne proteazy kodowane
w fragmencie ORF1a na 12 biatek niestrukturalnych
(nsp). Kilka domen hydrofobowych w biatkowym pro-
dukcie transkrypcji ORF1a prawdopodobnie odpowia-
da takze za zakotwiczenie si¢ wirusow w btonach $rod-
plazmatycznych i tworzenie charakterystycznych pe-
cherzykow otoczonych podwdjna btona (DMVs) (22,
26, 29). Pecherzyki takie sa charakterystyczne dla
replikacji arteriviruséw i obserwowane sa okoto 3-6
godz. po zakazeniu komorek, jednak ich pochodzenie
oraz funkcja nie sa wyjasnione.

Pozostata cz¢$¢ genomu wirusowego zawiera 7 sto-
sunkowo mniejszych ramek odczytu (ORF-2a, 2b,
3-7) znajdujacych sig przy koncu 3’ nici genomowego
RNA. Ekspresja genéw zachodzi z zestawu siedmiu
subgenomowych fancuchow mRNA (sgRNA) powsta-
tych w procesie przypominajacym rekombinacj¢ RNA,
ktorym kieruja krotkie sekwencje regulujace trans-
krypcje (TRS) na 3° 1 5° koncu kazdej ORF (21, 33).
Subgenomowe tancuchy mRNA maja wspolny koniec
3’, ale takze ta sama sekwencj¢ wiodaca (leader
sequence), z ktora tacza si¢ na drodze transkrypcji nie-
ciaglej (28). Z wirusowego RNA o dodatniej polar-
nosci, po etapie transkrypcji na ujemne RNA, powsta-
ja fragmenty sg RNA, majace identyczng sekwencje
z genomowym RNA. Produkcja sg RNA oraz ich trans-
lacja do biatek strukturalnych jest cecha wspdlna dla
arteriwirusOw 1 stanowi podstawg ich klasyfikacji do
rzedu Nidovirales. W procesie transkrypcji sgRNA
z kolejnych ORF2a-7 powstaja odpowiednio czastecz-
ki biatek strukturalnych wirusa: E (ORF2a), G2b, GP3,
GP4, GP5, M 1 N (ORF7). Wirusy potomne otaczane
sq pqcherzykaml ghadkiej siateczki srodplazmatycznej
i na drodze egzocytozy opuszczaja komorke zakazo-
na, powodujac jej fragmentacjeg i rozpad, co obserwo-
wane jest w jednowarstwowych hodowlach komérko-
wych jako efekt cytopatyczny (CPE). Wiasciwos$¢ ta
wykorzystywana jest do ilosciowego okrelenia izo-
lowanego wirusa w hodowli komorkowej w tescie
mianowania okreslajacym TCID, oraz tescie tysinko-
wym (20).

Zmiennos¢ genetyczna EAV. Mimo Ze istnieje tyl-
ko jeden serotyp EAV, izolaty terenowe rdznia si¢ wi-
rulencja, patogennos$cia i wlasciwosciami neutralizu-
jacymi. Najbardziej konserwatywnymi regionami
w genomie EAV sa ORF6 1 ORF7 kodujace odpowied-
nio biatka M i N. Analizujac filogenetyczne podobien-
stwo sekwencji tych genow, Chirnside 1 wsp. (4) wy-
kazali jedynie niewielka zmienno$¢ w ich obrgbie i po-
krewiefistwo na poziomie 99% pomigdzy szczepami
terenowymi, jak i szczepem szczepionkowym. Naj-
wigksza zmienno$cia w genomie EAV odznacza sig
gen ORF5, w ktorego obrgbie wielu autoréw opisato
liczne delecje 1 mutacje punktowe. Takze duzym stop-
niem ewolucji charakteryzuje si¢ gen replikazy ORF
la kodujacy potranslacyjne biatko nsp2, czgs¢ kom-
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pleksu replikazy (1). W organizmie ogieréw zakazo-
nych trwale EAV wirus ulega ciagtym zmianom gene-
tycznym. Hedges i wsp. okreslili, ze EAV zmienia si¢
w skali 1% substytucji nukleotydowej w nici o dtu-
gos$ci 2822 nukleotydoéw (ORF2-7) na rok, co prowa-
dzi do powstawania wciaz nowych wariantéw geno-
typowych i fenotypowych wirusa (14). W 1995 r. na
podstawie r6znic w sekwencji nukleotydowej najbar-
dziej zmiennej wsrdd biatek wirusowych glikoprote-
iny GP5 izolaty terenowe 1 szczepy laboratoryjne zo-
staly podzielone na 4 grupy filogenetyczne, w ktorych
dwie stanowily wirusy potnocnoamerykanskie (NA1
1 NA2), a dwie kolejne — szczepy europejskie (E1
1 E2) (2). Analizujac sekwencjg nukleotydowa ORFS5
polskich izolatow EAV Stadejek i wsp. (30) wykazali
ich przynaleznos¢ do grupy szczepow europejskich.
Stwierdzili rowniez, ze w przypadkach, gdy pocho-
dzenie geograficzne nie miato zwiazku z podobien-
stwem genetycznym izolatéw, konie, od ktdrych wirus
byl izolowany, transportowane byty pomigdzy Europa
a Ameryka PoInocna 1 na odwrot. Stwierdzono, ze sek-
wencja genu G, (G5) moze stuzy¢ ocenie zmiennos$ci
EAYV, co pozwa][a na analizg drog szerzenia si¢ wirusa.
Zmienno$¢ wirusa w obrgbie genu ORFS jest wazna,
gdyz wpltywa na zmiang wiasciwosci neutralizujacych
wirusa (1). Larsen i wsp. (17) stwierdzili, ze wigkszo$¢
izolatow dunskich wykazywata pokrewienstwo do gru-
py szczepow europejskich, jednak byty rowniez takie,
ktére wywodzity sig z gatezi szczepow poinocnoame-
rykanskich. Autorzy ci wysungli zatem wniosek, iz
podkreslanie zwiazku zmienno$ci EAV w populacji
koni z pochodzeniem geograficznym moze nie by¢
stuszne, ze wzgle¢du na intensywny, migdzynarodowy
obrot konmi. W badaniach tych stwierdzono takze, ze
wirusy wyizolowane od poronionego ptodu oraz koni
z objawami klinicznymi byty prawie identyczne jak
krazace izolaty terenowe od bezobjawowych ogierow
siewcow, co wskazuje, ze wirus siany przez subkli-
nicznie zakazone ogiery moze wywota¢ ostra postac
choroby u innych zwierzat.

Diagnostyka zakazen EAV. Na podstawie objawow
klinicznych mozna jedynie podejrzewaé zakazenie
wirusem zapalenia tetnic koni, a ostateczne rozpozna-
nie postawi¢ mozna na podstawie wynikow badan la-
boratoryjnych. W diagnostyce roznicowej nalezy wy-
kluczy¢ zakazenia EHV1 1 EHV-4, wirusem influen-
zy koni (EIV), adenowirusami, orbiwirusem afrykan-
skiego pomoru koni, wirusami Getah i Hendra czy
paciorkowcami oraz zatrucia ro$linami toksycznymi,
takimi jak pyleniec pospolity (Berteroa incana).

Pierwszym etapem na drodze do identyfikacji koni
zakazonych EAV jest badanie serologiczne. Ogiery
serologicznie dodatnie bada si¢ nastgpnie na obecnos¢
wirusa w nasieniu w celu wykluczenia u nich nosi-
cielstwa i siewstwa wirusa. Jesli konieczne jest po-
twierdzenie zakazenia EAV u klaczy czy irebiqt moz-
na dokona¢ proby izolacji wirusa z wymazow z nosa
1 worka spojowkowego, a w przypadku poronien u kla-
czy — z tkanek poronionych ptodow.
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Wykrywanie przeciwcial dla EAV w surowicy. Do
okreslania statusu immunologicznego koni najczgsciej
wykorzystywany jest test seroneutralizacji (SN), kto-
ry wykrywa przeciwciata dla gléwnej determinanty
neutralizujacej wirusa — glikoproteiny GP5 (7). Test
ten zalecany jest przez Migdzynarodowy Urzad ds.
Epizootii (OIE) do badania koni w obrocie migdzyna-
rodowym 1 wykonywany jest przy uzyciu szczepu
referencyjnego Bucyrus EAV w hodowli komérek
RK-13 (31). Zasada testu SN polega na reakcji zobo-
jetnienia wirusa przez swoiste przeciwciata w obec-
no$ci dopetniacza i zniesienia jego wlasciwosci pato-
gennych. W hodowli komodrkowej nie obserwuje sig
wtedy efektu cytopatycznego powodowanego przez
EAV. Surowica uznawana Jest za dodatnia, jezeli
w rozcienczeniu 1 : 4 lub wyzszym brak jest CPE.

Inne metody serologiczne, takie jak immunodyfuz-
ja w zelu agarozowym, odczyn wigzana dopelniacza
czy ELISA wykorzystujaca jako antygeny cate wirio-
ny lub rekombinowane biatka wirusowe GP5, M i N,
nie znalazly szerszego zastosowania w diagnostyce
EAV (8, 13).

Identyfikacja ogierow trwale zakazonych wiru-
sem. Ogiery przed sezonem rozrodczym powinny by¢
badane w kierunku EAV. Poniewaz osobniki serodo-
datnie siejace wirus z nasieniem stanowia glowny re-
zerwuar zarazka, w diagnostyce kladzie si¢ nacisk na
identyfikacje ogieréw nosicieli wirusa. Na siewstwo
wirusa z nasieniem znaczacy wptyw ma poziom testo-
steronu u zwierzecia (19). Stwierdzono, ze androgeny
moga obniza¢ odporno$¢ organizmu, a tym samym
ulatwia¢ namnazanie si¢ wirusa w komorkach dodat-
kowych gruczotow piciowych. Identyfikacja ogierow
siewcOw wirusa oparta jest na probie izolacji EAV z na-
sienia w hodowli komodrkowej (test zalecany przez
OIE). Na zakazenie EAV in vitro wrazliwe sa komor-
ki pierwotnych hodowli makrofagdw wywodzace si¢
znerek, pluc oraz jajnika. Najczgsciej wykorzystywa-
ne do izolacji wirusa sa linie komérkowe nerki kroli-
ka (RK 13), nerki nowo narodzonych chomikow sy-
ryjskich (BHK 21) oraz afrykanskiej matpy zielonej
(Vero) (15, 16).

Tozsamos¢ izolatéw EAV mozna potwierdzi¢ za
pomoca przeciwciat specyficznych dla wirusa w tes-
cie immunoperoksydazowym lub immunofluorescen-
cyjnym. Alternatywne metody identyfikacji EAV opie-
raja si¢ na wykrywaniu materialu genetycznego wiru-
saw badanej prébce. W diagnostyce stosowane sa RT-
-PCR 1 nested PCR zwigkszajacy wielokrotnie czu-
to$¢ wykrywania wirusa, a takze najnowsza technika
amplifikacji kwasu nukleinowego w czasie rzeczywis-
tym — real time PCR (24). Zaletami metod PCR sa:
ich wysoka czutos$¢ 1 krétki czas badania. Stan bada-
nej probki oraz warunki jej transportu nie maja wpty-
wu na wynik testu. Dodatkowo produkty PCR moga
by¢ wykorzystane do analizy sekwencji kwasu nuklei-
nowego, a nast¢pnie do okreslenia pokrewienstwa fi-
logenetycznego izolatow, co jest podstawa do pozna-
nia rozprzestrzenienia EAV w populacji koni.
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Mimo ze wigkszo$¢ zakazen EAV przebiega sub-
klinicznie to obecnos$¢ wirusa potwierdzona jest w po-
pulacji tych zwierzat na calym §wiecie. Od pierwszych
przypadkéw zachorowan na EVA w 1953 r. w Ohio
stwierdzono takze epizootie, mi¢dzy innymi, w Kana-
dzie, Szwecji, Austrii, Wloszech, Polsce, Szwajcarii,
Holandii, Wielkiej Brytanii 1 Wegrzech. Przebieg sub-
kliniczny choroby utrudnia identyfikacj¢ zakazonych
zwierzat, a co za tym idzie — rowniez eliminacj¢ EAV
z populacji koni. Kluczowa role w rozpoznaniu EAV
odgrywa diagnostyka laboratoryjna, ktérej podstawa
sa wlasciwos$ci molekularne wirusa. Zmienno$¢ gene-
tyczna moze prowadzi¢ do wzrostu zjadliwosci izola-
tow oraz do r6znic we wlasciwosciach EAV, wptywa-
jac na wynik badan laboratoryjnych, co moze utrudnié
rozpoznanie choroby. Badanie modyfikacji genetycz-
nych wirusowego genomu, a takze pokrewienstwa fi-
logenetycznego izolatow utatwia wlasciwa diagnosty-
ke, daje wazne informacje na temat rozprzestrzenie-
nia si¢ zakazen EAV wsrod koni oraz pozwala §ledzi¢
kierunki ewolucji wirusa.
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