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Phylogenetic analysis of Polish strains of viral hemorrhagic septicemia virus

Summary

Viral hemorrhagic septicemia (VHS) is an emerging disease posing a threat to the European rainbow trout
industry. In Poland VHS is diagnosed in every fifth rainbow trout farm. Glycoprotein encoded by gene G of
VHSY facilitates virus entrance into the cell and is an important antigen responsible for neutralizing antibody
production. Based on sequence analysis of this gene 4 major genotypes of VHSV, with many different
sub-groups, have been established. To analyze several Polish strains of VHSV we applied one step RT-PCR
and semi-nested PCR for detecting and sequencing the gene encoding variable fragment of virus glycoprotein.
We tested 28 samples of spleen and liver from rainbow trout of various sizes (70-300 g). The fish originated
from 10 different farms in North-west Poland. Ten virus strains from 3 different rainbow trout farms were
isolated in EPC. They were subsequently proved to be VHSV by means of the RT-PCR method. Semi-nested
PCR appeared to be more sensitive, since 12 samples out of 28 were identified as being VHSYV positive, whereas
only 6 samples were positive using RT-PCR. Sequences of gene encoding variable glycoprotein fragments
(320 bp) of S randomly chosen Polish VHSYV strains appeared to be identical, indicating the common origin of
VHS outbreaks in all examined rainbow trout farms. Phylogenetic analysis was performed using sequences of
one representative Polish VHSYV strain and sequences of 22 strains belonging to 4 different genotypes as was
previously published. In accordance with earlier results all the VHSYV strains sequences were clustered in

4 genotypes. Polish VHSYV strain clustered in genotype Ia as did other continental strains of VHSV.
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Produkcja ryb tososiowatych w Europie wynosi oko-
to 234 068 t rocznie, zas w Polsce okoto 11 000 t rocz-
nie (7). Jedna z gtéwnych przyczyn strat w hodowli
tych ryb sa choroby wirusowe, w tym, migdzy innymi,
wirusowa posocznica krwotoczna (VHS, viral haemor-
rhagic septicaemia), zakazna martwica uktadu krwio-
tworczego (IHN, infectious haematopoietic necrosis)
oraz zakazna anemia tososia (ISA, infectious salmon
anaemia), ktore objete sa wytycznymi zawartymi
w dyrektywach Unii Europejskiej (5, 6). W Polsce istot-
ny problem w hodowli pstraga tgczowego stanowi
VHS, gdyz w co piatym badanym gospodarstwie pstra-
gowym stwierdzono wystgpowanie wirusa tej choro-
by (VHSV) (1). Do gatunkow wrazliwych na zakaze-
nie VHSV naleza zaréwno ryby stodkowodne (pstrag
teczowy, Oncorhynchus mykiss; pstrag potokowy,
Salmo trutta m. fario; szczupak, Esox lucius; lipien,

* Praca finansowana w ramach grantu wewngtrznego SGGW nr 50402340011.

Thymallus thymallus), dwusrodowiskowe (tro¢,
Salmo trutta m. trutta; toso$ atlantycki, Salmo salar),
jak 1 morskie (dorsz atlantycki, Gadus morhua; dorsz
pacyficzny, Gadus macrocephalus; $ledz pacyficzny,
Clupea pallasii; turbot, Scophthalmus maximus). Jed-
nak epizootie VHS pojawiaja si¢ najczesciej w hodowli
pstraga tgczowego, u ktorego $miertelnos¢ wylegu
1 narybku zakazonego VHSV w temperaturze 9-12°C
si¢gga¢ moze nawet 100%, podczas gdy u starszych ryb
wynosi 10-50% (16).

VHSYV nalezy do rodziny Rhabdoviridae, rodzaju
Novirhabdovirus (14). Jego wirion stanowi typowy dla
rodziny Rhabdoviridae kapsyd w ksztalcie pocisku
otoczony ostonka z glikoproteinowymi wypustkami
oraz jednoniciowy, niesegmentowany RNA o ujem-
nej polarno$ci. W sktad genomu o dtugosci 11 158 pz
wchodzi 6 gendw, z ktérych pigé koduje biatka struk-
turalne: gen N — biatko nukleokapsydu, gen P — fosfo-
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proteine, gen M — biatko matrix, gen G Tab. 1. Startery i warunki reakcji RT-PCR i semi-nested PCR dla genu G VHSV

— glikoproteing, gen L — RNA polime-

raze, 7% szésty “gen NV — koduje bial- Test Startery dla genu G VHSV Warunki. reakcji Produkt

ko niestrukturalne wystepujace tylko 3§:g ) 62 o

w zakazonej komoree, ktoregorolado | | VHSUP1: 5’ CAGGGTGGTCAAGGCAAT 3' | 95°C - 40 sek.

tej pory nie zostata wyjasniona (2, 15). "PCR | VHSVP2: 5 GAATGACCAATCCGAAGG 3' | 54°C - 1min. + 35x | O/ P2
Niezwykle istotng rol¢ w patogene- WL ¢

zie VHS odgrywa glikoproteina, ktéra 72°C - 10 mi.

umozliwia przyleganie i wnikanie wi- gg:g - 43 "“I'(‘-

rusa do komorek oraz stymuluJe Ode— semi-nested | VHSVP1: 5’ CAGGGTGGTCAAGGCAAT 3’ 55°C : 40 ::k: L 30 % | 320 pz

wiedz immunologiczna zakazonego PCR | VHSVP3: 5" TGGGACGAACTITGAGAGE 3| 7500 _ 5g gy

gospodarza, stanowiac gtowny antygen 72°C - 10 min.

indukujacy produkcje¢ przeciwciat neu-

tralizujacych (3, 4). W zwiazku z tym gen G jest wy-
korzystywany do analizy filogenetycznej umozliwia-
jacej porownanie stopnia genetycznego pokrewienstwa
pomigdzy izolatami VHSV, co jest niezwykle istotne
z punktu widzenia prowadzenia dochodzenia epi-
zootycznego oraz lepszego zrozumienia biologii tego
wirusa. Analiza filogenetyczna sekwencji genu G 62
szczepow VHSV pozwolila na wyrdznienie czterech
genotypow wirusa korelujacych z geograficznym po-
chodzeniem badanych izolatow, ale nie z gatunkiem
ryb, od ktorych je wyizolowano (8). Szczepy pocho-
dzace od ryb morskich pojawity si¢ we wszystkich
czterech genotypach, natomiast izolaty od ryb stodko-
wodnych nalezaty do genotypu I. Genotyp I charakte-
ryzuje si¢ najwigksza zmiennoscia i w zwiazku z tym
wyodrgbniono w nim dodatkowe podgrupy. Badania
przeprowadzone przez Einer-Jensen 1 wsp. (8) wyka-
zaly, ze szczepy morskie VHSV adaptowaly si¢ do
pstraga tgczowego najprawdopodobniej kilkakrotnie
w ciagu ostatnich 50 lat, wciaz stanowiac potencjalne
zagrozenie dla hodowli ryb stodkowodnych.

Celem badan bylo opracowanie czulego testu do
wykrywania zakazen VHSV u ryb chorych i nosicieli
oraz przeprowadzenie analizy filogenetycznej polskich
szczepow VHSV.

Materiat i metody

Ryby. Przebadania przeprowadzono na 28 probkach po-
branych od pstragéw teczowych o masie od 70 do 300 g.
Ryby pochodzity z 10 gospodarstw pstragowych z terenu
pétnocno-zachodniej Polski. Objawy kliniczne ostrego VHS
wykazywaly ryby z gospodarstw numer 1, 3, i 4. Ryby
z pozostalych gospodarstw nie wykazywaly zadnych obja-
wow klinicznych. Czg$¢ fragmentow $ledziony i nerki za-
wieszano w 1 ml odczynnika Tizol™ (Invitrogen), a czgs$¢
w plynie transportowym (ptyn lubelski) w stosunku 1 : 5
w celu izolacji RNA i izolacji wirusa w hodowli komorko-
wej. Nastgpnie pobrane probki przechowywano w —20°C
do czasu wykonania odpowiedniego badania.

Hodowle komodrkowe i referencyjne szczepy wiruso-
we. Izolacj¢ i namnazanie terenowych i referencyjnych
szczepdw VHSV przeprowadzano w temperaturze 15°C
w hodowli komorek nabtonka karpia (EPC, epithelioma
papulosum cyprini) Hodowle EPC uzyskano dzigki uprzej-
mosci dr Olgi L.M. Haenen z holenderskiego referencyj-
nego laboratorium chorob ryb w Lelystad. Szczepy stan-

dardowe VHSV: DK-F1 i DK-3592B oraz IHNV 32/87
uzyskano dzigki uprzejmosci dr. Nielsa J. Olesena z refe-
rencyjnego laboratorium choréb ryb UE w Arhus, Dania.

Izolacja RNA. Calkowite RNA z probek zawieszonych
w odczynniku Trizol™ izolowano wg zalecen producenta
1 zawieszano w 20-40 ul wody wolnej od RNaz. Analizg
ilosci i jakosci uzyskanego RNA przeprowadzano przy
pomocy spektrofotometru Termo Spectronic (Biometra
GmbH).

RT-PCR i semi-nested PCR. Reakcj¢ jednostopniowe-
go RT-PCR przeprowadzano w aparacie TGradient (Bio-
metra) w warunkach przedstawionych w tab. 1. W sktad
mieszaniny reakcyjnej wchodzity: 1 pg badanego RNA,
1 ul 10 mM starterow VHSP1 i VHSP2 (tab. 1), 1 pl
10 mM dNTP (Sigma), 1 U Taq polimerazy (Fermentas),
100 U odwrotnej transkryptazy MMLV (Promega) oraz
bufor dla MMLV. Cato$¢ uzupetniano woda do objetosci
25 pl. Reakcje semi-nested PCR przeprowadzano przy uzy-
ciu I pl 10 mM starterow VHSP1 i VHSP3 w warunkach
przedstawionych w tabeli 1. Ponadto w sktad mieszaniny
reakcyjnej wchodzity: 1 ul DNA, 1 pl 10 mM dNTP, 1 U
Taq polimerazy (Fermentas) oraz bufor dla polimerazy.
Catos¢ uzupetniano woda do objetosci 50 pl. Kontrolg po-
zytywna RT-PCR oraz nPCR stanowily referencyjne szcze-
py VHSV: DK-F1 i DK-3592B, za$ kontrolg negatywna
referencyjny szczep IHNV 32/87 i niezakazona hodowla
komorkowa. Produkty RT-PCR i nPCR analizowano na
1,5% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny
i wykonywano dokumentacjg fotograficzng. Czutosc¢ testow
RT-PCR oraz semi-nested PCR okreslono przy uzyciu ko-
lejnych, 10-krotnych rozcienczen RNA standardowego
szczepu VHSV DK-F1.

Izolacja i identyfikacja wirusa. Materiat pobrany w celu
izolacji wirusa homogenizowano i odwirowywano przy
3000 g przez 15 min. w 4°C. Supernatant dodawano do
wrazliwej na zakazenie hodowli komoérek EPC i inkubo-
wano w 15°C przez 10 dni. Wynik uznawano za ujemny,
jesli po wykonaniu pierwszego pasazu nie obserwowano
efektu cytopatycznego wywolywanego przez wirus. Wy-
izolowane szczepy VHSV identyfikowano przy uzyciu tech-
niki RT-PCR.

Sekwencjonowanie i analiza filogenetyczna. Produk-
ty semi-nested PCR uzyskane po amplifikacji materiatu po-
chodzacego bezposrednio z badanych narzadow przygoto-
wywano do sekwencjonowania przy pomocy zestawu do
oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych (DNA
Gdansk). Uzyskany fragment sekwencjonowano w obu kie-
runkach przy uzyciu starteréw VHSP1 i VHSP3. Sekwen-
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Tab. 2. Wynik RT-PCR, nPCR i izolacji wirusa w hodowli
EPC

Liczba Pozytywny | Pozytywny | Pozytywny wynik
Gospodarstwo | badanych wynik wynik izolacji wirusa
probek RT-PCR nPCR w hodowli EPC**
1 6 2 6 5
3 5 3 5 4
4 1* 1 1 1

Objasnienia: * — probka zbiorcza z 10 ryb;** — wszystkie wyizo-
lowane szczepy zidentyfikowano jako VHSV przy uzyciu testu
RT-PCR

cjonowanie wykonano metoda Sangera przy pomocy Big-
Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Bio-
systems) w aparacie AbiPrism ® 3100 Genetic Analyser.
Kontrolg sekwencjonowania stanowity produkty semi-
-nested PCR standardowych szczepéw VHSV: DK-F1 oraz
DK-3592B. Porownanie nukleotydowej sekwencji i prze-
widywanej sekwencji aminokwasowej fragmentu genu G
polskich szczepow oraz 22 szczepéw VHSV dostepnych
w bazie danych EMBL przeprowadzono po wykluczeniu
sekwencji starteréw przy uzyciu programu Mega 2 (9). Ana-
lizie filogenetycznej poddano sekwencjg jednego reprezen-
tacyjnego szczepu polskiego oraz 22 sekwencji szczepow
bedacych przedstawicielami 4 genotypow VHSV dostep-
nych w bazie danych GenBank (tab. 2). Na podstawie wy-
branych sekwencji wyliczono dystans genetyczny oraz
skonstruowano drzewo filogenetyczne przy zastosowaniu
programu Mega 3.1 (9). Dystans genetyczny zostat wyli-
czony przy uzyciu metody Tamura-Nei (12). Do konstruk-
cji drzewa filogenetycznego na podstawie badanych se-
kwencji wykorzystano metod¢ najwigkszej oszczednosci
(maximum parsimony, DNAPARS), najblizszego sasiada
(neighbor-joining, NJ) i najwyzszej wiarygodnos$ci (maxi-
mum likelihood, DNAML). Moc wyjasniajaca powstatego
drzewa sprawdzono metoda bootstrap, przeprowadzajac
1000 powtdrzen.
Wyniki i omowienie

RT-PCR i seminested PCR. Przy uzyciu techniki
jednostopniowego RT-PCR uzyskano produkt wiel-
kosci 679 pz, za§ nPCR produkt wielkosci 320 pz.
Obecnos¢ wybarwionego bromkiem etydyny prazka po
reakcji RT-PCR stwierdzano przy rozcienczeniu 10
RNA szczepu DK-F1 (880 fg), za§ w reakcji nPCR
czuto$¢ wzrastata 10-krotnie 1 widzialny na Zelu pra-
zek pojawiatl si¢ przy rozcienczeniu 107 RNA tego
szczepu (88 fg) (ryc. 1). Obecnos¢ wirusowego RNA
w badanych probkach stwierdzono w gospodarstwach
nr 1, 314 (tab. 2), natomiast w pozostatych 7 badanych
gospodarstwach wszystkie probki byty negatywne.

Izolacja i identyfikacja wirusa. Z 28 badanych pro-
bek we wrazliwej na zakazenie hodowli EPC wyizo-
lowano 10 szczepow wirusa z materialu pochodzace-
go z gospodarstw 1, 3 1 4. Uzyskane szczepy zidenty-
fikowano jako VHSV przy uzyciu techniki RT-PCR
(tab. 2).

Sekwencjonowanie i analiza filogenetyczna. Zsek-
wencjonowano produkty semi-nested PCR uzyskane
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Ryc. 1. Czulo$¢ testu RT-PCR i seminested PCR. M —marker
masy czastkowej. 1 — szczep DK-F1. 2-8 — kolejne dziesig¢cio-
krotnie wzrastajace rozcienczenia RNA szczepu DK-F1

po amplifikacji materiatu pochodzacego bezposrednio
z badanych narzadéw pigciu pstragow teczowych:
dwoéch z gospodarstwa nr 1 (PL11/05 1 PL14/05),
dwoch z gospodarstwa nr 3 (PL20/05 1 PL22/05) 1 jed-
nego z gospodarstwa nr 4 (PL30/05). Szczepy PL11/
05 1 PL14/05 oraz PL20/05 1 PL22/05 pochodzily od
pstragow tqczowych z gospodarstw znajdujacych si¢
w miejscowosci odpowiednio: Goscicino 1 Bolszewo,
potozonych na tym samym cieku wodnym. Szczep
PL30/05 pochodzit z innego gospodarstwa potozone-
go w miejscowosci Goscicino. Uzyskane sekwencje
umieszczono w bazie danych GenBank pod numerem

Tab. 3. Dane dotyczace szczepéw VHSV uzytych do analizy
filogenetycznej

Symbol szczepu iz?a?gzii Pochodzenie szczepu d’:‘;’;:ru
PL-30/05 2005 |Polska, pstrag teczowy DQ897661
FR-X4 1999 | Francja, szczupak AJ487055
FR-R27 1993 | Francja, pstrag teczowy AJ487052
FR-R68 1993 | Francja, pstrag teczowy AJ487054
Fr-07-71 1971 |Francja, pstrag teczowy AY546616
FR-L59X 1987 |Francja, wegorz AY546618
AU-8/95 1995 | Austria, pstrag teczowy AY546571
CH-FI 262 BFH 1999 | Szwajcaria, pstrag teczowy | AY546571
DK-200098 2000 |Dania, pstrag teczowy AY546604
DK-9995144 1999 | Dania, psirag teczowy AY546602
DK-9995007 1999 | Dania, pstrag teczowy AY546601
DK-1p52 1996 | Morze Battyckie, szprot AY546576
DK-1p53 1996 | Morze Battyckie, Sledz AY546577
DK-6045 1991 |Dania, pstrag teczowy AY546592
DK-5123 1988 |Dania, psirag teczowy AY546588
DK-5131 1988 | Dania, pstrag teczowy AF345858
DK-3971 1987 | Dania, pstrag teczowy AY546587
DK-3946 1987 | Dania, psirag teczowy AY546586
DK-3592B 1986 | Dania, pstrag teczowy X66134
SE-SVA-14 1998 géﬁfq‘;"}:cﬁwa' AY546622
UK-MLA98/6 HE1 1998 |Morze Pdtnocne, $ledZ AY546631
UK-860/94 1994 | Szkocja, turbot AY546628
US-Makah 1988 | USA, toso$ kizucz U28747
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Ryec. 2. Drzewo filogenetyczne skonstruowane przy pomocy metody najblizszego sasiada (neighbor-
-joining, NJ), na podstawie sekwencji fragmentu V2 glikoproteiny G reprezentacyjnego szczepu
polskiego PL30/05 oraz 22 sekwencji szczepéw bedacych przedstawicielami 4 genotypéow VHSV

dostepnych w bazie danych GenBank

dostepu DQ897660-DQ8I7664. Zsekwencjonowane
jako kontrola fragmenty dunskich szczepoéw standar-
dowych VHSV: DK-F1 i DK-3592B byty zgodne
z opublikowanymi wcze$niej w bazie danych Gen-
Bank. Poréwnano produkty nPCR po wykluczeniu sek-
wencji starterow, o dtugosci 282 nukleotydow (pozy-
cjaod 715 do 995 nukleotydu) oraz przewidywane sek-
wencje aminokwasowe polskich szczepow 122 szcze-
poéw VHSV dostepnych w bazie danych GenBank
(tab. 3). Wszystkie polskie badane szczepy mialy 100%
homologi¢ poréwnywanej sekwencji. Stwierdzono, ze
najwigkszy procent homologii sekwencji nukleotydo-
wej (99%) z polskimi szczepami VHSV wykazywat
szczep FR-X4 wyizolowany w 1999 r. od szczupaka
we Francji (18). Kolejno, 98% homologu z polskimi
szczepami posiadaty szczepy: FR-R68 1 FR-R27 wy-
1zolowane w 1993 r. od pstragéw teczowych we Fran-
cji oraz szczep AU-8/95 wyizolowany w 1995 r. od
pstraga teczowego W Austrii (8, 18). Stwierdzono, ze
roznice w sekwencji nukleotydowej pomigdzy polski-
mi szczepami VHSV a 22 szczepami z bazy danych
GenBank wynikaty z podstawien pojedynczych nukle-
otydow przy braku delecjii/lub i 1nserCJ1 Zaistniale r6z-
nice w sekwencji nukleotydowej nie prowadzily do

kie sekwencje szcze-
pow uzyskanych
z bazy danych gru-
powaty sig tak, jak
w opublikowanych
wezesniej pracach, tworzac 4 genotypy. Szcezep polski
znajdowal si¢ w grupie razem z izolatami FR-X4,
AU-8/95, CH-F1, FR-R68, FR-R27, DK-9995144,
DK-200098, DK-9995007, DK-3592B, DK-6045,
FR-07-71 w obre¢bie podgrupy Ia genotypu I.
Badania przeprowadzone przez Antychowicza i wsp.
(1) wykazaty, ze w Polsce 30% ryb jest bezobjawowy-
mi nosicielami VHSV. Badania te przeprowadzone
zostaty przy pomocy tradycyjnych metod diagnostyki
WlIU.SOlOglCZl’leJ izolacji wirusa w hodowli komérko-
wej, testu ELISA, a takze metod biologii molekular-
nej: RT-PCR. Wykazano, ze najbardziej czutym testem
do identyfikacji bezobjawowych zakazen VHSV jest
wykrywanie wirusowego RNA w bezposrednio pobra-
nych narzadach metoda RT-PCR, a nastgpnie nPCR
(11). Miller 1 wsp. (11) opracowali test dwustopnio-
wego RT-PCR, a nastgpnie semi-nested PCR, ktory
umozliwiat identyfikacj¢ podklinicznie zakazonych
osobnikow. Badania przeprowadzone na innym wiru-
sie atakujacym ryby — ISAV wykazaty, ze metoda jed-
nostopniowego RT-PCR byta duzo czulsza w porow-
naniu do dwustopniowego (10). W zwiazku z tym, aby
uprosci¢ metodg oraz zwigkszy¢ jej czuto$¢, w tych
badaniach opracowano test jednostopniowego RT-
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-PCR, a nastepnie semi-nested PCR. Wykorzystane
w tej pracy startery do RT-PCR zostaty opracowane
na podstawie poréwnania genu G kilkunastu szcze-
poéw VHSV dostepnych w bazie danych GenBanku tak,
aby zawieraty maksymalnie konserwatywne sekwen-
cje. Po ich zaprojektowaniu okazato sig¢, ze starter
VHSP1 jest niemalze identyczny ze starterem V2R,
zas$ starter VHSP2 jest identyczny ze starterem V2F —
startery V2R 1 V2F zostaty opisane w publikacji Thiéry
1 wsp. (18). Stwierdzono, ze czulo$¢ opracowanych
testow jest wysoka, jednak ich przydatnos¢ do wykry-
wania bezobjawowych nosicieli wirusa powinna zo-
sta¢ potwierdzona badaniami przeprowadzonymi na
wigkszej liczbie ryb.

Kolejnym celem niniejszych badan byla analiza fi-
logenetyczna polskich szczepéw VHSV. Prowadzone
do tej pory badania dotyczace ewolucji VHSV opiera-
ty si¢ na szczepach pochodzacych przede wszystkim
z Europy Zachodniej i Potnocnej (Francji, Danii, An-
glii i Szwecji) (8, 17, 18). Zgodnie z dostqpnyml da-
nymi pi$miennictwa niniejsza praca jest pierwsza,
w ktorej analizie poddano szczepy z Polski. W zwiaz-
ku z tym, ze glikoproteina VHSV jest niezwykle istot-
nym bialkiem uczestniczacym zaréwno w procesie
zakazania komorek, jak i indukowania produkcji prze-
ciwcial neutralizujacych, wigkszos¢ prac dotyczacych
analizy filogenetycznej szczepéw VHSV opiera si¢ na
sekwencji tego genu (8, 13, 17, 18). Dlatego tez, aby
dokona¢ analizy genetycznej polskich szczepow
VHSV wybrano fragment V2 glikoproteiny G, ktory
wg Benmasour 1 wsp. (4) kumuluje wigkszo$¢ muta-
cji, stanowiac doskonate narzedzie do przeprowadza-
nia dochodzenia epizootycznego pojawiajacych si¢
ognisk VHS.

Przeprowadzono takze analizg reprezentacyjnej sek-
wencji szczepu polskiego oraz 22 sekwencji szczepow
zagranicznych, z ktorych zdecydowana wigkszo$¢ (16)
zostalo uzytych wczesniej do analizy filogenetycznej
przez Einer-Jensen i wsp. (8). Trzy analizowane szcze-
py uzyskano od Thiéry i wsp. (18), za$ pozostaie trzy
badane byly przez obu autoréw. Einer-Jensen 1 wsp.
(8) poréwnywali sekwencje catego genu G 62 szcze-
poéw VHSYV, uzyskujac drzewo filogenetyczne z czte-
rema genotypami, ktore korelowaty z geograficznym
pochodzeniem izolatu wirusa (8). Topologia drzewa
filogenetycznego skonstruowanego w niniejszych ba-
daniach przy uzyciu fragmentu V2 glikoproteiny G,
pokrywala si¢ z wynikami uzyskanymi przez Einer-
-Jensen i wsp. (8), potwierdzajac tym samym przydat-
nos$¢ tej krotkiej sekwencji do analizy ewolucji VHSV.

Stu procentowa homologia wszystkich zsekwencjo-
nowanych fragmentéw genu glikoproteiny polskich
szczepéw VHSV $wiadczy o wspdlnym zrodle ognisk
VHS w badanych gospodarstwach pstragowych. Ana-
liza filogenetyczna wykazata, ze reprezentacyjny pol-
ski szczep VHSV grupowat sig tak, jak wszystkie
szczepy tego wirusa z kontynentalnej Europy, w obre-
bie genotypu I. Szczep ten znajdowal si¢ w obrgbie
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podgrupy Ia razem z kilkoma szczepami z Francji
1 calg grupa szczepow z Danii. Szczep PL-30/05 wy-
kazywat najblizsze pokrewienstwo ze szczepem
FR-X4 wyizolowanym od szczupaka we Francji oraz
szczepem AU8/95 wyizolowanym od pstraga teczo-
wego w Austrii, co wskazuje na wspolne pochodzenie
tych szczepodw, a nie na wprowadzenie wirusa do pol-
skich gospodarstw pstragowych z niezaleznego ze-
wngtrznego zrodla. Jednakze w celu przeprowadzenia
doktadnej analizy zmiennosci polskich szczepow
VHSV konieczne sa badania wigkszej liczby izolatéw
pochodzacych z gospodarstw potozonych w innych
czesciach Polski.
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