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Wirusowe zapalenie têtnic koni (equine viral arteritis
� EVA) jest zaka�n¹ chorob¹ koniowatych, szeroko roz-
powszechnion¹ na ca³ym �wiecie. Najwa¿niejsz¹ kon-
sekwencj¹ zaka¿eñ wirusem zapalenia têtnic koni (equi-
ne arteritis virus � EAV) u koni jest wystêpowanie zaka-
¿eñ trwa³ych u ogierów i siewstwo wirusa z nasieniem,
trwaj¹ce niejednokrotnie do koñca ¿ycia zwierzêcia (2).
Ogiery takie s¹ rezerwuarem wirusa w populacji koni.
Wirus utrzymuje siê w dodatkowych gruczo³ach p³cio-
wych ogiera, a proces siewstwa zale¿y prawdopodobnie
od poziomu testosteronu. EAV powoduje du¿e straty eko-
nomiczne w hodowli koni poprzez wywo³ywanie poro-
nieñ, upadków nowo narodzonych �rebi¹t, resorpcji za-
rodków i ja³owienia klaczy. Straty zwi¹zane s¹ równie¿
z restrykcjami w obrocie miêdzynarodowym ogierami
trwale zaka¿onymi EAV i ich nasieniem oraz z elimi-
nacj¹ ogierów jako reproduktorów z hodowli. EAV wraz
z wirusem m.in. zespo³u rozrodczo-oddechowego �wiñ
(PRRSV) i wirusem podnosz¹cym poziom dehydroge-
nazy mleczanowej u myszy (LDV) nale¿y do rodziny
Arteriviridae, rzêdu Nidovirales (5). Materia³ genetycz-
ny wirusa stanowi jednoniciowy RNA o dodatniej po-
larno�ci. Genom wirusa ma d³ugo�æ oko³o 12,7 tysiêcy
nukleotydów i zawiera 9 otwartych ramek odczytu

(ORF). Najwiêksz¹ zmienno�ci¹ w genomie EAV od-
znacza siê gen ORF5 koduj¹cy glikoproteinê GP5. Bia³-
ko to odpowiedzialne jest za reakcjê z przeciwcia³ami
neutralizuj¹cymi, co ma znaczenie w przebiegu zaka¿e-
nia, procesach immunologicznych, skuteczno�ci szcze-
pieñ i diagnostyce choroby (6). Sekwencja GP5 charak-
teryzuje siê du¿¹ zmienno�ci¹ w�ród szczepów tereno-
wych i laboratoryjnych EAV. Na drodze selekcji i adap-
tacji kolejnych, odmiennych genotypowo i fenotypowo
kopii wirusa mo¿e doj�æ do utraty zdolno�ci uk³adu im-
munologicznego ogiera do rozpoznawania nowych wa-
riantów wirusa, czyli do tzw. ucieczki antygenowej (esca-
pe mutants) (8). Zmiany w sekwencji genu ORF5 kodu-
j¹cego bia³ko GP5 s¹ podstaw¹ do analizy pokrewieñ-
stwa wirusów nale¿¹cych do rodziny Arteriviridae
(ryc. 1). W 1995 r. na podstawie ró¿nic w sekwencji nu-
kleotydowej glikoproteiny GP5 izolaty terenowe i szcze-
py laboratoryjne zosta³y podzielone na 4 grupy filoge-
netyczne, w których dwie stanowi³y wirusy pó³nocno-
amerykañskie (NA1 i NA2), a dwie kolejne � szczepy
europejskie (E1 i E2) (4). Stadejek i wsp. (16), analizu-
j¹c podobieñstwo sekwencji nukleotydowej ORF5 z 65
ró¿nych izolatów, u�ci�lili wcze�niejsz¹ klasyfikacjê
szczepów EAV. Grupê I stanowi³y g³ównie szczepy po-
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chodz¹ce z Ameryki Pó³nocnej, grupê II z Euro-
py. Dodatkowo w obrêbie ka¿dej z grup autorzy
wyodrêbnili podgrupy, dwie w�ród szczepów
amerykañskich (IA i IB) i trzy w�ród europej-
skich (IIA, IIB i IIC). Stwierdzono równie¿, ¿e
w przypadkach, gdy pochodzenie geograficzne
nie mia³o zwi¹zku z podobieñstwem genetycz-
nym izolatów, konie, od których wirus by³ izo-
lowany, transportowane by³y pomiêdzy Europ¹
a Ameryk¹ Pó³nocn¹ i na odwrót. Ostatnio Mit-
telholzer i wsp. (15) na podstawie analizy zmien-
no�ci w obrêbie genu ORF5 dla 201 europejskich
i amerykañskich szczepów EAV zaproponowali
nowy podzia³ (15). Autorzy zaobserwowali, ¿e
w drzewie filogenetycznym szczepów z du¿ym
prawdopodobieñstwem bootstrap tworz¹ siê trzy
odrêbne genetycznie podgrupy, które oznaczo-
no jako EAV-1, EAV-2 i EAV-3. Grupy EAV-1
i EAV-3 odpowiada³y wcze�niej opisanym pod-
grupom �typu europejskiego� IIA i IIB, nato-
miast szczepy poprzednio tworz¹ce podgrupy IA
i IB zaliczono do jednej wspólnej podgrupy
EAV-2.

Analiza sekwencji aminokwasowej GP5 izo-
latów EAV pozwoli³a na wyró¿nienie 3 fragmen-
tów o wysokiej zmienno�ci (V1: 61-121 aa, V2:
141-178 aa, V3: 202-222 aa), 4 fragmentów kon-
serwatywnych (C1-C4) znajduj¹cych siê miêdzy
nimi oraz jednej przypuszczalnej sekwencji syg-
na³owej o d³ugo�ci 18 aa (S) (4). Na podstawie badañ
z przeciwcia³ami neutralizuj¹cymi w ektodomenie GP5
wyró¿niono równie¿ cztery g³ówne miejsca neutraliza-
cji (3). Odpowiadaj¹ one aminokwasom w pozycjach 49
(A), 61 (B), 67-90 (C), 99-106 (D).

Pierwsze przypadki EVA w Polsce przebiega³y w po-
staci poronieñ u ciê¿arnych klaczy i upadków nowo na-
rodzonych �rebi¹t (11). Z tkanek poronionych p³odów

i pad³ych �rebi¹t wyizolowano pierwszy polski szczep
EAV, Wroc³aw-2. W Polsce dotychczas nie wykonywa-
no badañ dotycz¹cych zró¿nicowania genetycznego wi-
rusa zapalenia têtnic koni. Dlatego celem przeprowadzo-
nych badañ by³a charakterystyka molekularna polskich
szczepów EAV wyizolowanych od ogierów w du¿ych
stadach pañstwowych i analiza ich pokrewieñstwa filo-
genetycznego ze szczepami zagranicznymi.
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.1 1K 2002 7 ox .lebul K

.2 2K 2002 3 ox .lebul K

.3 3K 2002 3 ox .lebul K

.4 4K 2002 4 ox .lebul K

.5 5K 2002 6 z .lebul K

.6 6K 2002 31 ox .lebul K

.7 7K 2002 31 x .lebul K

.8 8K 2002 5 ox .lebul K

.9 9K 2002 71 z .lebul K

.01 1L 1002 7 pklw .mop-k L

.11 2L 1002 3 l� .mop-k L

.21 3L 1002 � pklw .mop-k L

.31 4L 1002 51 pklw .mop-k L

.41 5L 1002 01 z .mop-k L

.51 6L 1002 6 ox .mop-k L

.61 7L 1002 41 pklw .mop-k L

.71 8L 1002 31 pklw .mop-k L

.81 9L 1002 8 pklw .mop-k L

.91 1N 2002 01 z .m-w N

.02 2N 2002 31 pklw .m-w N

.12 3N 2002 61 pklw .m-w N

.22 1P 0002 9 oo .³am P

.32 2P 1002 01 l� .³am P

.42 3P 1002 8 ox .³am P

.52 4P 2002 5 xx .³am P

.62 1R 4002 11 NPWK .zam R

.72 2R 5002 11 NPWK .zam R

.82 1S 1002 6 pklw .mop-z S

.92 2S 1002 51 ps .mop-z S

.03 3S 1002 8 z .mop-z S

.13 1X 3002 7 pklw .lopklw X

.23 1Z 3002 5 z .mop Z

Tab. 1. Polskie szczepy EAV poddane analizie filogenetycznej

Obja�nienia: 1 � nr dostêpu do GenBank: EF102356-EF102373, EF102376-
-EF102387, EF102390-EF102391; 2 � Rasy: xo � pó³krew angloarabska
(równie¿ ma³opolski), z � zimnokrwista, x � pó³krwi angielskiej, wlkp �
wielkopolska, �l � �l¹ska, oo � czysta krew arabska, xx � pe³na krew angiel-
ska, KWPN � holenderski koñ gor¹cokrwisty, sp � szlachetna pó³krew

Ryc. 1. Schematyczne drzewo filogenetyczne obra-
zuj¹ce ewolucyjne pokrewieñstwo 75 wybranych
izolatów EAV oraz innych arteriwirusów skonstru-
owane na podstawie algorytmu najmniejszych kwa-
dratów w programie FITCH z pakietu PHYLIP (9)
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Materia³ i metody
Polskie szczepy EAV. Do badañ wykorzystano 32 szczepy

EAV wyizolowane z nasienia klinicznie zdrowych ogierów po-
chodz¹cych z 8 stad ogierów z ró¿nych regionów Polski (tab. 1).

Szczepy referencyjne. W badaniach porównawczych wy-
korzystano sekwencje genu koduj¹cego bia³ko GP5 15 szcze-
pów referencyjnych EAV pochodz¹cych z GenBank NCBI.

Ekstrakcja wirusowego RNA i amplifikacja fragmentu
ORF5. Ca³kowite RNA ekstrahowano z plazmy nasienia ogie-
rów przy u¿yciu odczynnika TRI (Sigma) zgodnie z procedur¹
podan¹ przez producenta. Do odwrotnej transkrypcji wiruso-
wego RNA i amplifikacji genu ORF5 u¿yto zaprojektowanych
primerów: MLEAV1 (5�TCTTTTACGACTGGTACGTTGG 3�)
i MLEAV2 (5� AAAATCCCGTCACCACAAAA3�) oraz od-
czynników z jednoprobówkowego zestawu Access RT-PCR
System (Promega). Reakcjê przeprowadzono w opisanych po-
przednio warunkach (14), jednak ze wzglêdu na zastosowanie
nowych starterów, po optymalizacji RT-PCR temperatura ich
przy³¹czania uleg³a zmianie do 50°C.

Sekwencjonowanie. Sekwencjonowanie wykonano techni-
k¹ opart¹ na zmodyfikowanej metodzie Sangera, polegaj¹cej
na terminacji syntezy kwasów nukleinowych poprzez przy-
³¹czanie dideoksynukleotydów znakowanych ró¿nymi fluoro-
chromami (dye terminator sequencing). Produkty amplifikacji
fragmentów genu ORF5 poddawane by³y reakcji sekwencjono-
wania obu nici DNA przy u¿yciu zestawu BigDyeTM Termina-
tor v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) zgodnie
z instrukcj¹ producenta i oczyszczano z wykorzystaniem zesta-
wu QIAquick PCR Purification kit (Qiagen). Produkty anali-
zowane by³y w 16-kapilarnym automacie ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Analiza komputerowa sekwencji ORF5. Sekwencje spraw-
dzano przy pomocy programu SeqMan, pakietu Lasergene v.7.0
(DNAStar, Inc.). Jako referencyjnych w analizie filogenetycz-
nej u¿yto sekwencji genów ORF5 innych szczepów EAV wy-
branych z GenBank NCBI na podstawie homologii i bior¹c pod
uwagê dane literaturowe. Do analizy podobieñstwa sekwencji
DNA miêdzy szczepami wykorzystano metodê najwiêkszego
prawdopodobieñstwa (ML � maximum likelihood) z programu
DNAml z pakietu PHYLIP v. 3.6 (9). Analizê wiarygodno�ci
topologii drzewa filogenetycznego (bootstrap) przeprowadzo-
no w liczbie 1000 powtórzeñ przy u¿yciu programu Seqboot
z pakietu PHYLIP. Warto�æ bootstrap ³ 70% przyjêto jako wia-
rygodn¹ dla stworzenia podgrup. Przyjêty wspó³czynnik tran-
zycja/transwersja wynosi³ 2,0. Do rysowania drzewa u¿yto
programu PhyloDraw v. 0.8 (7). Analizê profilu antygenowego
(antigenicity plot) wykonano w oparciu o algorytm Jamesona
i Wolfa (13) w programie Protean z pakietu Lasergene.

Wyniki i omówienie
Wszystkie sekwencje nukleotydowe ORF5 badanych

izolatów, podobnie jak i szczepów referencyjnych zawie-
ra³y 768 nukleotydów, którym odpowiada³o 255 amino-
kwasów. Poniewa¿ wiele z homologicznych sekwencji
ORF5 wybranych z GeneBank zawiera³o fragment 519
nukleotydów (od 151 do 670), dlatego do okre�lenia po-
dobieñstwa genetycznego izolowanych wirusów i szcze-
pów zagranicznych u¿yto w³a�nie tego fragmentu. Sek-
wencje nukleotydowe ORF5 i aminokwasowe GP5 pol-
skich izolatów porównano z sekwencj¹ wirusa referen-
cyjnego Bucyrus. W obrêbie analizowanego genu nie
stwierdzono ¿adnej delecji ani insercji, a zmienno�æ w�ród
szczepów polega³a jedynie na substytucji mniejszej lub
wiêkszej liczby nukleotydów. Analiza ca³ego genu ORF5

(768 nt) wykaza³a podobieñstwo sekwencji nukleotydo-
wych pomiêdzy polskimi izolatami a szczepem referen-
cyjnym Bucyrus na poziomie od 69,1% do 88,1%. Z kolei
w wybranym fragmencie ORF5 o d³ugo�ci 519 nukleo-
tydów podobieñstwo sekwencji badanych izolatów EAV
i wirusa Bucyrus wynosi³o od 79,7% do 85,7%. Ozna-
cza³o to, ¿e sekwencje ORF5 izolatów polskich i szczepu
referencyjnego Bucyrus ró¿ni³y siê 74-105 nukleotyda-
mi. Porównuj¹c sekwencje nukleotydowe ORF5 polskich
izolatów miêdzy sob¹ stwierdzono homologiê na pozio-
mie 81,2-99,0% (tab. 2). Tak wiêc szczepy polskie w ob-
rêbie analizowanego genu ró¿ni³y siê 5-97 nukleotydami.
Porównanie sekwencji aminokwasowych obejmuj¹cych
fragmenty bia³ka GP5 o najwy¿szej zmienno�ci (regiony
V1-V3) (4) przedstawiono na ryc. 2. Wiele substytucji
nukleotydowych w genie ORF5 by³o niesynonimicznych
i lokalizowa³y siê one g³ównie w miejscach neutralizacji
B i C fragmentu V1 bia³ka GP5 (3). Najwiêksze zró¿ni-
cowanie na poziomie sekwencji ORF5 i bia³ka GP5 za-
obserwowano w�ród izolatów pochodz¹cych ze stad N i L.
Sekwencje nukleotydowe dwóch izolatów N1 i N3, po-
chodz¹cych od ogierów z pierwszego z gospodarstw wy-
kaza³y 99% podobieñstwo, natomiast izolat N2 ró¿ni³ siê
od nich w 14,9%. W�ród 9 izolatów ze stada L sekwen-
cja nukleotydowa ORF5 izolatów L5 i L7 pokrywa³a siê
w 91%, natomiast wyra�nie ró¿ni³a siê od sekwencji po-
zosta³ych izolatów tego stada. Analiza sekwencji nukle-
otydowych izolatów od czterech ogierów ze stada P wy-
izolowanych pomiêdzy 2000 a 2002 r. wykaza³a najwiêk-
sze podobieñstwo pomiêdzy izolatami P1 i P4 (97,6%).
Podobieñstwo sekwencji ORF5 izolatów P2 i P3 wyizo-
lowanych w tym samym roku od dwóch ró¿nych ogierów
by³o nieco ni¿sze i wynosi³o 95,9%. Izolaty ze stada R
by³y natomiast niemal identyczne. Sekwencje nukleoty-
dowe obu izolatów pokrywa³y siê w 98,8%, a aminokwa-
sowe w 98,2%.

Porównuj¹c sekwencjê nukleotydow¹ genu ORF5 pol-
skich izolatów i szczepu referencyjnego Bucyrus, doko-
nano oceny wp³ywu stwierdzonych mutacji na antygeno-
wo�æ bia³ka GP5 (ryc. 3). Analizê tê wykonano teore-
tycznie przy pomocy algorytmu Jamesona i Wolfa (13).
Prowadzone badania oparto na wynikach analizy deter-
minanty antygenowej wirusa przeprowadzonej przez
Chirnside�a i wsp. (6), Glasera i wsp., (10) oraz Balasu-
riyê i wsp. (4). Ostatni wymieniony zespó³ na podstawie
reakcji neutralizacji z przeciwcia³ami monoklonalnymi
specyficznymi dla GP5 okre�li³ w ektodomenie cztery
g³ówne (A-D) miejsca neutralizacji glikoproteiny GP5 (3).

wóreigoodatS wótaloziabzciL
%owtsñeibodoP

5FRO 5PG

K 9 6,89-8,29 0,89-8,19

L 9 8,89-2,18 4,99-7,39

N 3 0,99-1,58 4,99-1,09

P 4 6,79-1,19 0,79-0,39

R 2 8,89 2,89

S 3 6,39-5,19 6,39-8,19

Tab. 2. Stopieñ podobieñstwa sekwencji ORF5 i GP5 polskich
szczepów EAV od ogierów w wybranych stadach
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Zmiany profili antygenowych bia³ka GP5 badanych szcze-
pów stwierdzono g³ównie w obrêbie regionu zmiennego
V1 i by³y one odbiciem zachodz¹cych w tym fragmencie
substytucji niesynonimicznych. Na wykresach antygeno-
wo�ci bia³ka GP5 polskich izolatów stwierdzono obec-
no�æ trzech zmiennych miejsc po³o¿onych w fragmencie
V1 ORF5 pomiêdzy 61 a 101 aa, le¿¹cych dok³adnie
w miejscach neutralizacji B, C, D. Wszystkie polskie izo-
laty wykaza³y 100% homologiê w miejscu neutralizacji
A (niezaznaczone w ryc. 3) z wirusem referencyjnym Bu-
cyrus. W profilu antygenowym polskich izolatów w miej-
scu 61 aminokwasu obserwowany by³ spadek antygeno-
wo�ci w stosunku do warto�ci wykresu dla wirusa Bucy-
rus w wyniku substytucji silnie hydrofilnej lizyny (Lys) na
neutralne lub hydrofobowe aminokwasy, tj. serynê (Ser),
alaninê (Ala) i tyrozynê (Thr), a w przypadku izolatu L7

nawet na silnie hydrofobow¹ walinê (Val). W sekwen-
cjach GP5, gdzie dosz³o do zast¹pienia lizyny przez hyd-
rofilny kwas glutarowy (Glu) i asparaginê (Asp), profil
antygenowy nie uleg³ zmianie. Porównanie sekwencji ami-
nokwasowych szczególnie tego fragmentu pokazuje du¿¹
jego zmienno�æ równie¿ miêdzy wysoce homologiczny-
mi izolatami EAV od ogierów pochodz¹cych z tych sa-
mych stad. W�ród blisko spokrewnionych izolatów ze sta-
da K stwierdzono cztery mo¿liwe substytucje w pozycji
61 aa glikoproteiny GP5. Podobne obserwacje dotyczy³y
izolatów ze stada P i S, które równie¿ charakteryzowa³a

Ryc. 2. Porównanie sekwencji aminokwasowych fragmentu
bia³ka GP5 szczepów badanych i wybranych szczepów refe-
rencyjnych EAV. Kropkami oznaczono identyczne aminokwa-
sy. Cyfry odpowiadaj¹ pozycji aminokwasu w ³añcuchu bia³-
ka GP5 dla szczepu Bucyrus (nr dostêpu w GeneBank
NP_65659).

V1

Ryc. 3. Profile antygenowe (antigenic index) fragmentu miê-
dzy 60-222 aa glikoproteiny GP5 szczepu referencyjnego
Bucyrus i wybranych izolatów polskich wyznaczone wed³ug
metody Jamesona i Wolfa (13) w programie Protean pakietu
Lasergene v. 7.0 (DNASTAR, Inc.) Strza³kami zaznaczono
wyra�ne zmiany w profilu antygenowym w stosunku do bia³-
ka GP5 szczepu Bucyrus obserwowane g³ównie we fragmen-
cie zmiennym V1
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du¿a zmienno�æ w obrêbie miejsca
neutralizacji B. Do zmian antygeno-
wych wiêkszo�ci polskich izolatów
dosz³o równie¿ we fragmencie po-
miêdzy 79 a 83 aa miejsca neutra-
lizacji C. Podobnie jak Balasuriya
i wsp. (4), w wiêkszo�ci badanych
izolatów w miejscu 82 aminokwasu
stwierdzono zamianê asparaginy
(Asp) na kwas asparaginowy, co
mo¿e wskazywaæ na kolejne, poten-
cjalne miejsce glikozylacji bia³ka
GP5 i prowadziæ do powstania od-
miennych fenotypowo wariantów
wirusa. W wiêkszo�ci sekwencji
polskich izolatów stwierdzono sub-
stytucjê alaniny (Ala) na treoninê
(Thr) w pozycji 101 ³añcucha ami-
nokwasowego GP5, co spowodowa-
³o wzrost indeksu antygenowego
w miejscu neutralizacji D. Balasu-
riya i wsp. (3) stwierdzili, ¿e sub-
stytucje aminokwasowe w obrêbie
miejsc neutralizacji A-D glikopro-
teiny GP5 wp³ywaj¹ na proces neu-
tralizacji wirusa. Zatem zmienno�æ
w obrêbie miejsc krytycznych ekto-
domeny neutralizuj¹cej w�ród izo-
latów terenowych powinna byæ bra-
na pod uwagê w diagnostyce EVA.
Zmienno�æ ta mo¿e byæ tak¿e przy-
czyn¹ ma³ej skuteczno�ci szczepieñ
w kierunku EVA, poniewa¿ wszyst-
kie dostêpne szczepionki oparte s¹ na wirusie Bucyrus.
Heterogenno�æ sekwencji ORF5 prowadz¹ca do zmian
w antygenowo�ci bia³ka GP5 nie jest prawdopodobnie je-
dynym mechanizmem, który wp³ywa na reakcjê neutrali-
zacji wirusa przez przeciwcia³a. Chocia¿ obserwuje siê
ró¿nice w reaktywno�ci odmiennych genetycznie warian-
tów EAV z przeciwcia³ami monoklonalnymi, to nale¿y
zaznaczyæ, ¿e specyficzne surowice poliklonalne neutra-
lizuj¹ wiêkszo�æ dzikich typów wirusa (1).

Na podstawie metody najwiêkszej wiarygodno�ci okre-
�lono przynale¿no�æ badanych szczepów polskich do
dwóch podgrup filogenetycznych IIA i IIB (ryc. 4). Wiêk-
szo�æ szczepów polskich znalaz³a siê w podgrupie IIA.
W drzewie filogenetycznym cze�æ izolatów wykazywa³a
wiêksze podobieñstwo do szczepów referencyjnych, inne,
jak na przyk³ad izolaty ze stada K i L po³o¿one by³y bli-
sko siebie, wskazuj¹c na posiadanie wspólnego przodka.
Trzy izolaty L8, L9 i X1 wykazywa³y wspólne pochodze-
nie z szczepem 6547/96 wyizolowanym z tkanek poro-
nionego p³odu z Polski. Wiele z polskich szczepów by³o
blisko spokrewnionych z szczepem w³oskimi ITA92. Je-
den z izolatów ze stada ogierów w woj. zachodnio-po-
morskim (S3) wyewoluowa³ od wspólnego przodka ra-
zem z szczepem angielskim GB5 oraz szczepem DK95-1
wyizolowanym w Danii od ogiera przywiezionego z Nie-
miec. Podobieñstwo filogenetyczne szczepów AZ87,
S-436 oraz dwóch polskich izolatów (P1 i P4) tworz¹-
cych drug¹ ga³¹� w obrêbie podgrupy IIA wskazuje, ¿e s¹
one wirusami potomnymi wywodz¹cymi siê z jednego

�ród³a. Szczep AZ87 zosta³ zidentyfikowany u ogiera
w stanie Arizona, w USA w 1987 r. i w toku dochodzenia
epizootycznego ustalono, ¿e koñ ten pochodzi³ z Polski.
Szczep S-436 wyizolowany zosta³ w 1988 r. od ogiera
pó³krwi angloarabskiej w jednej z polskich stadnin. Szcze-
py P1 i P4 pochodzi³y od dwóch ró¿nych ogierów z tego
samego stada ogierów w woj. �l¹skim. Ró¿nica czasu
dziel¹ca izolacjê szczepów P1 i P4 wynosi³a 2 lata. Po-
niewa¿ homologia sekwencji nukleotydowych i amino-
kwasowych tych wirusów by³a wysoka i wynosi³a odpo-
wiednio 97,6% i 97,0%, ogier zaka¿ony szczepem P1 by³
przypuszczalnie �ród³em zaka¿enia dla ogiera, od które-
go wyizolowano izolat P4. Jest to dowodem na mo¿li-
wo�æ transmisji EAV pomiêdzy ogierami pochodz¹cymi
z jednego stada drog¹ oddechow¹ lub poprzez sprzêt za-
nieczyszczony wirusem (12). Porównuj¹c sekwencje izo-
latów P1 i P4 stwierdzono ró¿nice w miejscu 12 nt i 5 aa.
Analogiczny dystans genetyczny zaobserwowano porów-
nuj¹c szczepy AZ87 i S-436. Wysokie podobieñstwo tych
szczepów, pochodzenie oraz rok izolacji wskazuj¹, ¿e
ewoluowa³y one z tego samego wirusa. Dane te sugeruj¹,
¿e tempo ewolucji wirusa przypadaj¹ce na rok wynosi³o
6 nt (1,2%) w fragmencie ORF5 i 2,5-3 aa (1,4-1,7%)
w ³añcuchu aminokwasowym bia³ka GP5. Z drugiej jed-
nak strony, ró¿nice pomiêdzy izolatami P1 i P4 i szczepa-
mi AZ87 i S-436 by³y znacznie mniejsze ni¿ mo¿na by
oczekiwaæ, bowiem izolacjê szczepów dzieli³ okres 13 lat.
Sekwencje nukleotydowe izolatów ze stada P i szczepów
referencyjnych ró¿ni³y siê jedynie 22 nt, co oznacza³oby,

Ryc. 4. Dendrogram opracowany w oparciu o 32 sekwencje nukleotydowe genu ORF5
polskich szczepów izolowanych od ogierów ze stad, których po³o¿enie geograficzne
przedstawiono na mapie oraz 15 szczepów referencyjnych EAV. Do konstrukcji drze-
wa wykorzystano metodê najwiêkszego prawdopodobieñstwa. Warto�ci bootstrap,
które przedstawiono w procentach, obliczono dla 1000 generowanych drzew. Odci-
nek skali odpowiada 0,1 substytucji/nukleotyd
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Tab. 3. Zmienno�æ miejsca neutralizacji B bia³ka GP5 pol-
skich szczepów EAV w zale¿no�ci od stada ogierów

Obja�nienia: * � miejsce neutralizacji B ektodomeny bia³ka GP5

odatS VAEy/talozI ijcyzop.16wsawkonimA
*5PGynietorpokilg

K 8K,4K,2K,1K )A(alA

3K )S(reS

7K,6K )N(nsA

5K )K(syL

9K )T(rhT

L 9L,1L )K(syL

6L,5L,3L,2L )A(alA

4L )D(psA

7L )V(laV

8L )E(ulG

hcynzciminonyseinnaimzodo³zsod7Li5LukdapyzrpwowoktadoD
aa26-06hcajcyzopwejcutytsbushcyc¹judowophcanodok3w
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4P,2P )A(alA

3P )E(ulG

R 2R,1R )A(alA

S 1S )A(alA

2S )S(reS

3S )E(ulG

¿e tempo zachodz¹cych zmian wynosi³o oko³o 1,7 sub-
stytucji nukleotydowej na rok we fragmencie o d³ugo�ci
519 nt (0,33%). Dane te sugeruj¹, ¿e zmiany sekwencji
nukleotydowej nie kumuluj¹ siê liniowo i s¹ odwracalne.
Potwierdzaj¹ to otrzymane wyniki, gdy¿ wiele najwcze�-
niej wyizolowanych szczepów znajdowa³o siê w takiej
samej odleg³o�ci od przypuszczalnego korzenia i wêz³ów
drzewa, jak ostatnio izolowane polskie izolaty. Do po-
dobnych wniosków doszli równie¿ inni autorzy (15, 16).
Filogenetyczn¹ przynale¿no�æ EAV warunkuj¹ zatem dwa
oddzia³uj¹ce na siebie procesy, tj. ewolucja od wirusa �
przodka (dryft genetyczny) i du¿a zmienno�æ w obrêbie
populacji szczepów rzekomych (selekcja) (4).

Sekwencje nukleotydowe izolatów polskich i szczepów
referencyjnych zgrupowane w drzewie filogenetycznym
w klasterze IIB wykazywa³y znacznie wiêksz¹ heterogen-
no�æ (84,9-88,6%) ni¿ blisko ze sob¹ spokrewnione szcze-
py podgrupy IIA (powy¿ej 90%). Szczepy nale¿¹ce do
podgrupy IIB wyizolowano z nasienia ogierów pocho-
dz¹cych z pañstwowego stada ogierów z województw za-
chodniopomorskiego (L5 i L7) i z warmiñsko-mazurskiego
(N1 i N3). Szczepy te ³¹czy³o g³ównie to, ¿e pochodzi³y
one od ogierów ras lokalnych (wielkopolska i zimnokrwi-
sta) o podobnym u¿ytkowaniu. Wszystkie cztery szczepy
stworzy³y oddzieln¹, niepo³¹czon¹ z innymi szczepami
referencyjnymi (96/7982, B076 i A755) ga³¹� w kladzie
IIB, co mo¿e sugerowaæ ich wspólne pochodzenie. Inte-

resuj¹ce jest to, ¿e ¿aden z dotychczas opublikowanych
polskich szczepów nie wykazywa³ podobieñstwa do pod-
grupy IIB. Wraz z nasilonym miêdzynarodowym, a na-
wet miêdzykontynentalnym transportem koni spodziewaæ
siê mo¿emy, ¿e kolejne badania filogenetyczne ujawni¹
dalsze zró¿nicowanie genetyczne izolatów EAV kr¹¿¹-
cych w Polsce. Pierwszym w pe³ni scharakteryzowanym
polskim szczepem EAV by³ szczep Wroc³aw-2 wyizo-
lowany na prze³omie 1976 i 1977 r. (11). Zosta³ on zali-
czony razem z dwoma homologicznymi szczepami w³os-
kimi 1192VE4/91 i 135VE2/95 do podgrupy IIC szcze-
pów pochodzenia europejskiego (16). Wyniki przeprowa-
dzonej analizy filogenetycznej wykluczy³y jednak przy-
nale¿no�æ ewolucyjn¹ badanych izolatów polskich do pod-
grupy IIC. Opieraj¹c siê na uzyskanych wynikach, bez-
podstawne wydaje siê wyró¿nianie klastera IIC, skoro two-
rz¹ go tylko 3 szczepy, z których ostatni by³ izolowany
ponad 10 lat temu. Potwierdzaj¹ to najnowsze badania
Mittelholzer i wsp. (15), którzy wykluczyli przynale¿no�æ
szczepu Wroc³aw-2 do któregokolwiek z utworzonych
klasterów (EAV-1 do 3).
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