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Summary

The purpose of the study was to analyse the genetic diversity of Polish EAV isolates. Genetic variability can
lead to increased virulence of isolates and to significant changes in EAV antigen properties influencing the
results of laboratory testing. Studies on genetic modifications of viral genomes as well as on the phylogenetic
affinity of strains have facilitated the investigation of viral evolution. Phylogenetic analysis was performed on
32 isolates that were isolated from the semen of asymptomatic virus-shedding stallions originating from
8 national studs. These isolates were compared with 15 reference EAV strains commonly used in phylogenesis.
On the basis of the nucleotide sequence analysis of ORF5 gene encoding GP5 glycoprotein it was shown that
Polish EAV isolates belonged to two subgroups and demonstrated the closest relationship to the European
strains. None of these strains had any relationship to the first Polish strain Wroclaw-2 isolated in 1976. The
homology of ORF5 nucleotide and predicted GP5 amino-acid sequences of Polish isolates attained a level of
81.2-99.0% and 90.1-99.4% respectively. Analyzing the genetic diversity of ORFS facilitated the conducting of

retrospective epizootic investigations.
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Wirusowe zapalenie tgtnic koni (equine viral arteritis
—EVA) jest zakazna choroba koniowatych, szeroko roz-
powszechniong na calym $wiecie. Najwazniejsza kon-
sekwencja zakazen wirusem zapalenia tetnic koni (equi-
ne arteritis virus — EAV) u koni jest wystepowanie zaka-
zen trwatych u ogierow i siewstwo wirusa z nasieniem,
trwajace niejednokrotnie do konca zycia zwierzecia (2).
Ogiery takie sa rezerwuarem wirusa w populacji koni.
Wirus utrzymuje si¢ w dodatkowych gruczotach picio-
wych ogiera, a proces siewstwa zalezy prawdopodobnie
od poziomu testosteronu. EAV powoduje duze straty eko-
nomiczne w hodowli koni poprzez wywotywanie poro-
nien, upadkéw nowo narodzonych zrebiat, resorpcji za-
rodkow i jalowienia klaczy. Straty zwiazane sa rowniez
z restrykcjami w obrocie migdzynarodowym ogierami
trwale zakaZonymi EAV i ich nasieniem oraz z elimi-
nacja ogierow jako reproduktorow z hodowli. EAV wraz
z wirusem m.in. zespotu rozrodczo-oddechowego swin
(PRRSV) i1 wirusem podnoszacym poziom dehydroge-
nazy mleczanowej u myszy (LDV) nalezy do rodziny
Arteriviridae, rz¢du Nidovirales (5). Materiat genetycz-
ny wirusa stanowi jednoniciowy RNA o dodatniej po-
larnos$ci. Genom wirusa ma dlugos¢ okoto 12,7 tysigcy
nukleotydow i zawiera 9 otwartych ramek odczytu

(ORF). Najwigksza zmiennoscia w genomie EAV od-
znacza si¢ gen ORFS kodujacy glikoproteing GPS5. Biat-
ko to odpowiedzialne jest za reakcj¢ z przeciwciatami
neutralizujacymi, co ma znaczenie w przebiegu zakaze-
nia, procesach immunologicznych, skutecznos$ci szcze-
pier'l 1 diagnostyce choroby (6). Sekwencja GP5 charak-
teryzuje si¢ duza zmiennos$cia wsrdd szczepow tereno-
wych i laboratoryjnych EAV. Na drodze selekcji i adap-
tacji kolejnych, odmlennych genotypowo i fenotypowo
kopii wirusa moze dO] $¢ do utraty zdolnosci uktadu im-
munologicznego ogiera do rozpoznawania nowych wa-
riantow wirusa, czyli do tzw. ucieczki antygenowej (esca-
pe mutants) (8). Zmiany w sekwencji genu ORF5 kodu-
jacego biatko GP5 sa podstawa do analizy pokrewien-
stwa wirusoOw nalezacych do rodziny Arteriviridae
(ryc. 1). W 1995 r. na podstawie réznic w sekwencji nu-
kleotydowej glikoproteiny GPS5 izolaty terenowe 1 szcze-
py laboratoryjne zostaty podzielone na 4 grupy filoge-
netyczne, w ktorych dwie stanowity wirusy potnocno-
amerykanskie (NA1 i NA2), a dwie kolejne — szczepy
europejskie (E1 i E2) (4). Stadejek i wsp. (16), analizu-
jac podobienstwo sekwencji nukleotydowej ORFS5 z 65
roznych izolatow, uscislili wczesniejsza klasyfikacje
szczepoOw EAV. Grupe I stanowity gléwnie szczepy po-
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EAV Tab. 1. Polskie szczepy EAV poddane analizie filogenetycznej
:f,c(z,fx;m ) Skrot z:s!osqwanv P Dane ogiera
P whdrzewie izolacii | wiek . oznaczenie
1 filogenetycznym’ izolacii o rasa’ | wojewddziwo stada
1. K1 2002 7 X0 lubel. K
2. K2 2002 3 X0 lubel. K
\imykm,e 3. K3 2002 3 X0 lubel. K
el a. K4 2002 4 X0 lubel. K
5. K5 2002 6 z lubel. K
6. K6 2002 13 X0 lubel. K
/ 1. K7 2002 13 X lubel. K
8. K8 2002 ) X0 lubel. K
9. K9 2002 17 z lubel. K
PRRSV LDV 10. L1 2001 7 wlkp k-pom. L
Ryec. 1. Schematyczne drzewo filogenetyczne obra- 1. L2 2001 3 sl k-pom. L
zujace ewolucyjne pokrewienstwo 75 wybranych 12. L3 2001 - wikp k-pom. L
izolatéw EAV oraz innych arteriwiruséw skonstru-
owane na podstawie algorytmu najmniejszych kwa- | 13- L4 2001 15 wikp k-pom. L
dratéw w programie FITCH z pakietu PHYLIP (9) 14. L5 2001 10 z k-pom. L
S . 15. L6 2001 6 X0 k-pom. L
chodzace z Ameryki Péinocnej, grupg I1 z Euro- '
py. Dodatkowo w obrebie kazdej z grup autorzy | 18- L7 2001 14 wikp k-pom. L
wyodrebnili podgrupy, dwie wérod szczepoéw | 17. L8 2001 13 wlkp k-pom. L
amerykanskich (IA i IB) i trzy wsrdd europej- | 44 Lg 2001 8 il [— L
skich (ITA, IIB i IIC). Stwierdzono rowniez, ze
w przypadkach, gdy pochodzenie geograficzne | 1% L. 2002 o z w-m. e
nie miato zwiazku z podobiefistwem genetycz- | 20. N2 2002 13 wlkp w-m. N
nym izolatow, konie, od ktérych wirus byt izo- | 54 N3 2002 16 Wik _— N
lowany, transportowane byly pomigdzy Europa
a Ameryka Poocna i na odwroét. Ostatnio Mit- | 22 i 2000 g 00 LiF i
telholzer i wsp. (15) na podstawie analizy zmien- | 23. P2 2001 10 §l mat. P
nosci w obrgbie genu ORFS dla 201 europejskich | 94 P3 2001 8 X0 mat. p
i amerykanskich szczepow EAV zaproponowali 25 ” 2002 5 : b
nowy podziat (15). Autorzy zaobserwowali, ze | “* X mat.
w drzewie filogenetycznym szczepoéw z duzym | 26. R1 2004 11 KWPN maz. R
prawdopodobienstwem bootstrap tworza si¢ trzy | o7, R2 2005 11 KWPN R R
odrgbne genetycznie podgrupy, ktore oznaczo-
no jako EAV-1, EAV-2 i EAV-3. Grupy EAV-1 | 2 o1 2001 6 | wke | zpom. S
1 EAV-3 odpowiadaty wcze$niej opisanym pod- | 29. §2 2001 15 sp z-pom. 8
grupom ,.typu europejskiego” IIA i IIB, nato- | g, $3 2001 8 ? z-pom. s
miast szczepy poprzednio tworzace podgrupy IA ” - . ] wikp wikpol. x
i IB zaliczono do jednej wspdlnej podgrupy
EAV-2. 32. A 2003 5 z pom. Z

Analiza sekwencji aminokwasowej GPS5 izo-
latéw EAV pozwolita na wyroznienie 3 fragmen-
tow o wysokiej zmienno$ci (V1: 61-121 aa, V2:
141-178 aa, V3:202-222 aa), 4 fragment(')w kon-
serwatywnych (C1-C4) znajdujacych si¢ migdzy
nimi oraz jednej przypuszczalnej sekwencji syg-
natowej o dtugosci 18 aa (S) (4). Na podstawie badan
z przeciwciatami neutralizujacymi w ektodomenie GP5
wyrdzniono rowniez cztery gtowne miejsca neutraliza-
cji (3). Odpowiadaja one aminokwasom w pozycjach 49
(A), 61 (B), 67-90 (C), 99-106 (D).

Pierwsze przypadkl EVA w Polsce przebiegaty w po-
staci poronien u ci¢zarnych klaczy 1 upadkéw nowo na-
rodzonych zrebiat (11). Z tkanek poronionych ptodow

Objasnienia: 1 —nr dostgpu do GenBank: EF102356-EF102373, EF102376-
-EF102387, EF102390-EF102391; 2 — Rasy: xo — potkrew angloarabska
(rowniez matopolski), z —
wielkopolska, §1 — §laska, 0o — czysta krew arabska, xx — petna krew angiel-
ska, KWPN — holenderski kon goracokrwisty, sp — szlachetna potkrew

zimnokrwista, x — potkrwi angielskiej, wlkp —

1 padlych Zrebiat wyizolowano pierwszy polski szczep
EAYV, Wroctaw-2. W Polsce dotychczas nie wykonywa-
no badan dotyczacych zrdéznicowania genetycznego wi-
rusa zapalenia tetnic koni. Dlatego celem przeprowadzo-
nych badan byta charakterystyka molekularna polskich
szczepow EAV wyizolowanych od ogieréw w duzych
stadach panstwowych i analiza ich pokrewienstwa filo-
genetycznego ze szczepami zagranicznymi.
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Materiat i metody

Polskie szczepy EAV. Do badan wykorzystano 32 szczepy
EAV wyizolowane z nasienia klinicznie zdrowych ogierow po-
chodzacych z 8 stad ogierow z r6znych regionow Polski (tab. 1).

Szczepy referencyjne. W badaniach poréwnawczych wy-
korzystano sekwencje genu kodujacego biatko GP5 15 szcze-
péw referencyjnych EAV pochodzacych z GenBank NCBI.

Ekstrakcja wirusowego RNA i amplifikacja fragmentu
ORFS5. Catkowite RNA ekstrahowano z plazmy nasienia ogie-
réow przy uzyciu odczynnika TRI (Sigma) zgodnie z procedura
podana przez producenta. Do odwrotnej transkrypcji wiruso-
wego RNA 1 amplifikacji genu ORFS5 uzyto zaprojektowanych
primerow: MLEAV1 (S"TCTTTTACGACTGGTACGTTGG 3°)
i MLEAV2 (5> AAAATCCCGTCACCACAAAA3’) oraz od-
czynnikow z jednoprobowkowego zestawu Access RT-PCR
System (Promega). Reakcj¢ przeprowadzono w opisanych po-
przednio warunkach (14), jednak ze wzgledu na zastosowanie
nowych starteréw, po optymalizacji RT-PCR temperatura ich
przytaczania ulegta zmianie do 50°C.

Sekwencjonowanie. Sekwencjonowanie wykonano techni-
ka oparta na zmodyfikowanej metodzie Sangera, polegajacej
na terminacji syntezy kwasoéw nukleinowych poprzez przy-
faczanie dideoksynukleotydow znakowanych réznymi fluoro-
chromami (dye terminator sequencing). Produkty amplifikacji
fragmentow genu ORF5 poddawane byly reakcji sekwencjono-
wania obu nici DNA przy uzyciu zestawu BigDyeTM Termina-
tor v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) zgodnie
z instrukcja producenta i oczyszczano z wykorzystaniem zesta-
wu QIAquick PCR Purification kit (Qiagen). Produkty anali-
zowane byly w 16-kapilarnym automacie ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Analiza komputerowa sekwencji ORFS. Sekwencje spraw-
dzano przy pomocy programu SeqMan, pakietu Lasergene v.7.0
(DNAStar, Inc.). Jako referencyjnych w analizie filogenetycz-
nej uzyto sekwencji gendw ORFS innych szczepow EAV wy-
branych z GenBank NCBI na podstawie homologii i biorac pod
uwage dane literaturowe. Do analizy podobienstwa sekwencji
DNA migdzy szczepami wykorzystano metodg najwigkszego
prawdopodobienstwa (ML — maximum likelihood) z programu
DNAml z pakietu PHYLIP v. 3.6 (9). Analiz¢ wiarygodnosci
topologii drzewa filogenetycznego (bootstrap) przeprowadzo-
no w liczbie 1000 powtdrzen przy uzyciu programu Seqboot
z pakietu PHYLIP. Warto$¢ bootstrap = 70% przyjeto jako wia-
rygodna dla stworzenia podgrup. Przyjety wspotczynnik tran-
zycja/transwersja wynosit 2,0. Do rysowania drzewa uzyto
programu PhyloDraw v. 0.8 (7). Anath profilu antygenowego
(antlgenlclty plot) wykonano w oparciu o algorytm Jamesona
i Wolfa (13) w programie Protean z pakietu Lasergene.

Wyniki i omowienie

Wszystkie sekwencje nukleotydowe ORF5 badanych
izolatow, podobnie jak i szczepdw referencyjnych zawie-
raty 768 nukleotydow, ktorym odpowiadato 255 amino-
kwasow. Poniewaz wiele z homologicznych sekwencji
ORF5 wybranych z GeneBank zawierato fragment 519
nukleotydéw (od 151 do 670), dlatego do okreslenia po-
dobienstwa genetycznego izolowanych wiruséw i szcze-
poéw zagranicznych uzyto wlasnie tego fragmentu. Sek-
wencje nukleotydowe ORFS5 i aminokwasowe GP5 pol-
skich izolatéw porownano z sekwencja wirusa referen-
cyjnego Bucyrus. W obrebie analizowanego genu nie
stwierdzono zadnej delecji ani insercji, a zmienno$¢ wsrod
szczepow polegata jedynie na substytucji mniejszej lub
wigkszej liczby nukleotydow. Analiza catego genu ORF5
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Tab. 2. Stopien podobienstwa sekwencji ORFS i GPS5 polskich
szczepéw EAV od ogier6w w wybranych stadach

Stado ogieréw | Liczba izolatow Fodoblefistivo %

ORF5 GP5

K 9 92,8-98,6 91,8-98,0

L 9 81,2-98,8 93,7-99,4

N 3 85,1-99,0 90,1-99,4

P 4 91,1-97,6 93,0-97,0

R 2 98,8 98,2

S 3 91,5-93,6 91,8-93,6

(768 nt) wykazata podobienstwo sekwencji nukleotydo-
wych pomigdzy polskimi izolatami a szczepem referen-
cyjnym Bucyrus na poziomie od 69,1% do 88,1%. Z kolei
w wybranym fragmencie ORF5 o dtugosci 519 nukleo-
tydow podobienstwo sekwencji badanych izolatow EAV
1 wirusa Bucyrus wynosito od 79,7% do 85,7%. Ozna-
czato to, ze sekwencje ORF5 1zolat0w polsklch 1 szczepu
referencyjnego Bucyrus réznity si¢ 74-105 nukleotyda-
mi. Porownujac sekwencje nukleotydowe ORFS5 polskich
izolatow miedzy soba stwierdzono homologi¢ na pozio-
mie 81,2-99,0% (tab. 2). Tak wigc szczepy polskie w ob-
rebie analizowanego genu roznily si¢ 5-97 nukleotydami.

Poréwnanie sekwencji amlnokwasowych obe]mujqcych
fragmenty biatka GP5 o najwyzszej zmiennosci (regiony
V1-V3) (4) przedstawiono na ryc. 2. Wiele substytucji
nukleotydowych w genie ORF5 bylo niesynonimicznych
i lokalizowaly si¢ one gtownie w miejscach neutralizacji
B i C fragmentu V1 biatka GP5 (3). Najwigksze zrozni-
cowanie na poziomie sekwencji ORFS i biatka GP5 za-
obserwowano wsrod izolatow pochodzacych ze stad N i L.
Sekwencje nukleotydowe dwoch izolatow N1 1 N3, po-
chodzacych od ogierow z pierwszego z gospodarstw wy-
kazaty 99% podobienstwo, natomiast izolat N2 ro6znit si¢
od nich w 14,9%. W$rdd 9 izolatow ze stada L sekwen-
cja nukleotydowa ORFS5 izolatow L5 i L7 pokrywata si¢
w 91%, natomiast wyraznie roznita si¢ od sekwencji po-
zostatych izolatow tego stada. Analiza sekwencji nukle-
otydowych izolatow od czterech ogierow ze stada P wy-
izolowanych pomigdzy 2000 a 2002 r. wykazata najwigk-
sze podobienstwo pomigdzy izolatami P1 i P4 (97,6%).
Podobienstwo sekwencji ORFS izolatow P2 i P3 wyizo-
lowanych w tym samym roku od dwoch réznych ogierow
byto nieco nizsze i wynosito 95,9%. Izolaty ze stada R
byly natomiast niemal identyczne. Sekwencje nukleoty-
dowe obu izolatow pokrywaty si¢ w 98,8%, a aminokwa-
sowe w 98,2%.

Porownuj ac sekwencjg nukleotydowa genu ORF5 pol-
skich izolatow i szczepu referencyjnego Bucyrus, doko-
nano oceny wplywu stwierdzonych mutacji na antygeno-
wo$¢ biatka GP5 (ryc. 3). Analizg tg wykonano teore-
tycznie przy pomocy algorytmu Jamesona i Wolfa (13).
Prowadzone badania oparto na wynikach analizy deter-
minanty antygenowej wirusa przeprowadzonej przez
Chirnside’a 1 wsp. (6), Glasera i wsp., (10) oraz Balasu-
riye i wsp. (4). Ostatni wymieniony zespol na podstawie
reakcji neutralizacji z przeciwciatami monoklonalnymi
specyficznymi dla GP5 okreslit w ektodomenie cztery
gléwne (A-D) miejsca neutralizacji glikoproteiny GP5 (3).
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Ryc. 2. Porownanie sekwencji aminokwasowych fragmentu
biatka GP5 szczep6w badanych i wybranych szczepéw refe-
rencyjnych EAV. Kropkami oznaczono identyczne aminokwa-
sy. Cyfry odpowiadaja pozycji aminokwasu w laficuchu bial-
ka GPS dla szczepu Bucyrus (nr dostgpu w GeneBank
NP_65659).

Zmiany profili antygenowych biatka GP5 badanych szcze-
pow stwierdzono gléwnie w obrgbie regionu zmiennego
V1 i byty one odbiciem zachodzacych w tym fragmencie
substytucji niesynonimicznych. Na wykresach antygeno-
wosci biatka GP5 polskich izolatow stwierdzono obec-
nos$¢ trzech zmiennych miejsc potozonych w fragmencie
V1 ORF5 pomiedzy 61 a 101 aa, lezacych doktadnie
w miejscach neutralizacji B, C, D. Wszystkie polskie izo-
laty wykazaty 100% homologie w miejscu neutralizacji
A (niezaznaczone w ryc. 3) z wirusem referencyjnym Bu-
cyrus. W profilu antygenowym polskich izolatow w miej-
scu 61 aminokwasu obserwowany byt spadek antygeno-
wosci w stosunku do warto$ci wykresu dla wirusa Bucy-
rus w wyniku substytucji silnie hydrofilnej lizyny (Lys) na
neutralne lub hydrofobowe aminokwasy, tj. seryng (Ser),
alaning (Ala) i tyrozyng (Thr), a w przypadku izolatu L7
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Ryec. 3. Profile antygenowe (antigenic index) fragmentu mie-
dzy 60-222 aa glikoproteiny GP5 szczepu referencyjnego
Bucyrus i wybranych izolatéow polskich wyznaczone wedlug
metody Jamesona i Wolfa (13) w programie Protean pakietu
Lasergene v. 7.0 (DNASTAR, Inc.) Strzalkami zaznaczono
wyraZzne zmiany w profilu antygenowym w stosunku do bial-
ka GPS szczepu Bucyrus obserwowane gléwnie we fragmen-
cie zmiennym V1

nawet na silnie hydrofobowa waling (Val). W sekwen-
cjach GP5, gdzie doszlo do zastapienia lizyny przez hyd-
rofilny kwas glutarowy (Glu) i asparaging (Asp), profil
antygenowy nie ulegl zmianie. Poréwnanie sekwencji ami-
nokwasowych szczego6lnie tego fragmentu pokazuje duza
jego zmienno$¢ rowniez migdzy wysoce homologiczny-
mi izolatami EAV od ogieréw pochodzacych z tych sa-
mych stad. Wérdd blisko spokrewnionych izolatéw ze sta-
da K stwierdzono cztery mozliwe substytucje w pozycji
61 aa glikoproteiny GPS5. Podobne obserwacje dotyczyty
izolatow ze stada P i S, ktore rowniez charakteryzowata
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duza zmienno$¢ w obregbie miejsca
neutralizacji B. Do zmian antygeno-
wych WleSZOSCl polskich izolatow
doszto réwniez we fragmencie po-
migdzy 79 a 83 aa miejsca neutra-
lizacji C. Podobnie jak Balasuriya
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1wsp. (4), w wigkszosci badanych
izolatow w miejscu 82 aminokwasu
stwierdzono zamiang asparaginy
(Asp) na kwas asparaginowy, co
moze wskazywac na kolejne, poten-
cjalne miejsce glikozylacji biatka
GP5 1 prowadzi¢ do powstania od- g
miennych fenotypowo wariantow
wirusa. W wigkszosci sekwencji
polskich izolatéw stwierdzono sub-
stytucje alaniny (Ala) na treoning
(Thr) w pozycji 101 tahcucha ami-
nokwasowego GP5, co spowodowa-
to wzrost indeksu antygenowego
w miejscu neutralizacji D. Balasu-
riya 1 wsp. (3) stwierdzili, ze sub-
stytucje aminokwasowe w obrgbie
miejsc neutralizacji A-D glikopro-
teiny GP5 wptywaja na proces neu- .

tralizacji wirusa. Zatem zmienno$¢ 01

I Bucyrus
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DK95-1

21

5499/%4
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w obrgbie miejsc krytycznych ekto-
domeny neutralizujacej wsrod izo-
latow terenowych powinna by¢ bra-
na pod uwage w diagnostyce EVA.
Zmienno$¢ ta moze by¢ takze przy-
czyna matej skutecznosci szczepien
w kierunku EVA, poniewaz wszyst-
kie dostepne szczepionki oparte sa na wirusie Bucyrus.
Heterogennos$¢ sekwencji ORFS prowadzaca do zmian
w antygenowosci biatka GP5 nie jest prawdopodobnie je-
dynym mechanizmem, ktory wptywa na reakcj¢ neutrali-
zacji wirusa przez przeciwciala. Chociaz obserwuje si¢
roznice w reaktywnos$ci odmiennych genetycznie warian-
tow EAV z przeciwciatami monoklonalnymi, to nalezy
zaznaczy¢, ze specyficzne surowice poliklonalne neutra-
lizuja wigkszos¢ dzikich typow wirusa (1).

Na podstawie metody najwigkszej wiarygodnosci okre-
slono przynaleznos¢ badanych szczepow polskich do
dwoch podgrup filogenetycznych ITA i IIB (ryc. 4). Wigk-
szo$¢ szczepOw polskich znalazta si¢ w podgrupie IIA.
W drzewie filogenetycznym czes¢ izolatow wykazywata
wigksze podobienstwo do szczepow referencyjnych, inne,
jak na przyktad izolaty ze stada K i L polozone byly b11—
sko siebie, wskazujac na posiadanie wspolnego przodka.
Trzy 1zolaty L8, L91 X1 wykazywaty wspolne pochodze-
nie z szczepem 6547/96 wyizolowanym z tkanek poro-
nionego plodu z Polski. Wiele z polskich szczepoéw byto
blisko spokrewnionych z szczepem wiloskimi ITA92. Je-
den z izolatow ze stada ogier6w w woj. zachodnio-po-
morskim (S3) wyewoluowal od wspolnego przodka ra-
zem z szczepem angielskim GBS oraz szczepem DK95-1
wyizolowanym w Danii od ogiera przywiezionego z Nie-
miec. Podobienstwo filogenetyczne szczepéw AZS87,
S-436 oraz dwoch polskich izolatow (P1 i P4) tworza-
cych druga gataz w obrebie podgrupy 1A wskazuje, ze sa
one wirusami potomnymi wywodzacymi si¢ z jednego

Ryc. 4. Dendrogram opracowany w oparciu o 32 sekwencje nukleotydowe genu ORFS
polskich szczepow izolowanych od ogieréw ze stad, ktérych polozenie geograficzne
przedstawiono na mapie oraz 15 szczepow referencyjnych EAV. Do konstrukeji drze-
wa wykorzystano metode najwigkszego prawdopodobienstwa. WartoS$ci bootstrap,
ktore przedstawiono w procentach, obliczono dla 1000 generowanych drzew. Odci-
nek skali odpowiada 0,1 substytucji/nukleotyd

zrodta. Szczep AZ87 zostat zidentyfikowany u ogiera
w stanie Arizona, w USA w 1987 r. 1 w toku dochodzenia
epizootycznego ustalono, ze kon ten pochodzit z Polski.
Szczep S-436 wyizolowany zostal w 1988 r. od ogiera
polkrwi angloarabskiej w jednej z polskich stadnin. Szcze-
py P11 P4 pochodzily od dwoch réznych ogieréw z tego
samego stada ogier6w w woj. $laskim. Réznica czasu
dzielaca izolacj¢ szczepow P1 i P4 wynosita 2 lata. Po-
niewaz homologia sekwencji nukleotydowych i amino-
kwasowych tych wiruséw byta wysoka i wynosita odpo-
wiednio 97,6% 197,0%, ogier zakazony szczepem P1 byt
przypuszczalnie zrodlem zakazenia dla ogiera, od ktore-
go wyizolowano izolat P4. Jest to dowodem na mozli-
wos¢ transmisji EAV pomigdzy ogierami pochodzacymi
z jednego stada droga oddechowa lub poprzez sprzet za-
n1eczyszczony wirusem (12) POI‘OWIIU._] ac sekwenqe 1zo-
latow P1 1 P4 stwierdzono réznice w miejscu 12 nti 5 aa.
Analogiczny dystans genetyczny zaobserwowano porow-
nujac szczepy AZ87 1 S-436. Wysokie podobiefistwo tych
szczepOw, pochodzenie oraz rok izolacji wskazuja, ze
ewoluowaly one z tego samego wirusa. Dane te sugeruja,
ze tempo ewolucji wirusa przypadajace na rok wynosito
6 nt (1,2%) w fragmencie ORF5 i 2,5-3 aa (1,4-1,7%)
w tancuchu aminokwasowym biatka GPS5. Z drugiej jed-
nak strony, réznice pomigdzy izolatami P1 i P4 i szczepa-
mi AZ87 1 S-436 byly znacznie mniejsze niz mozna by
oczekiwac, bowiem izolacje szczepow dzielit okres 13 lat.
Sekwencje nukleotydowe izolatow ze stada P i szczepow
referencyjnych roznily si¢ jedynie 22 nt, co oznaczatoby,
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Tab. 3. Zmienno$¢ miejsca neutralizacji B bialka GP5 pol-
skich szczepow EAV w zaleznosci od stada ogieréw

Stado Izolatly EAV A"‘;“I?k":;::t:’in‘?éppgfvcii
K K1, K2, K4, K8 Ala (A)
K3 Ser (S)
K6, K7 Asn (N)
Kb Lys (K)
K9 Thr (T)
L L1, L9 Lys (K)
L2, L3, L5, L6 Ala (A)
- Asp (D)
L7 Val (V)
L8 Glu (E)

Dodatkowo w przypadku L5 i L7 doszto do zmian niesynonimicznych
w 3 kodonach powodujacych substytucje w pozycjach 60-62 aa
(SKT->NAN, SKT-DVD)

N N1, N3 Thr (T)
N2 Ala (A)

P P1 Lys (K)
P2, P4 Ala (A)

P3 Glu (E)

R R1, R2 Ala (A)
S 1 Ala (R)
$2 Ser (S)

$3 Glu (E)

Objasnienia: * — miejsce neutralizacji B ektodomeny biatka GP5

ze tempo zachodzacych zmian wynosito okoto 1,7 sub-
stytucji nukleotydowej na rok we fragmencie o dlugosci
519 nt (0,33%). Dane te sugeruja, ze zmiany sekwencji
nukleotydowej nie kumuluja sig¢ liniowo i1 sa odwracalne.
Potwierdzaja to otrzymane wyniki, gdyz wiele najwczes-
niej wyizolowanych szczepow znajdowato si¢ w takiej
samej odlegtosci od przypuszczalnego korzenia i weztow
drzewa, jak ostatnio izolowane polskie izolaty. Do po-
dobnych wnioskow doszli rowniez inni autorzy (15, 16).
Filogenetyczna przynaleznos¢ EAV warunkuja zatem dwa
oddziatujace na siebie procesy, tj. ewolucja od wirusa —
przodka (dryft genetyczny) i duza zmiennos¢ w obrgbie
populacji szczepoéw rzekomych (selekcja) (4).
Sekwencje nukleotydowe izolatow polskich i szczepow
referencyjnych zgrupowane w drzewie filogenetycznym
w klasterze IIB wykazywaty znacznie wigksza heterogen-
no$¢ (84,9-88,6%) niz blisko ze soba spokrewnione szcze-
py podgrupy IIA (powyzej 90%). Szczepy nalezace do
podgrupy IIB wyizolowano z nasienia ogierow pocho-
dzacych z panstwowego stada ogieré6w z wojewodztw za-
chodniopomorskiego (L5 1 L7) i z warminsko-mazurskiego
(N1 1 N3). Szczepy te taczylo gtéwnie to, ze pochodzity
one od ogierdw ras lokalnych (wielkopolska i zimnokrwi-
sta) o podobnym uzytkowaniu. Wszystkie cztery szczepy
stworzyly oddzielna, niepotaczona z innymi szczepami
referencyjnymi (96/7982, B076 1 A755) gataz w kladzie
IIB, co moze sugerowac ich wspolne pochodzenie. Inte-
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resujace jest to, ze zaden z dotychczas opublikowanych
polskich szczepow nie wykazywal podobienstwa do pod-
grupy IIB. Wraz z nasilonym mig¢dzynarodowym, a na-
wet migdzykontynentalnym transportem koni spodziewac
si¢ mozemy, ze kolejne badania filogenetyczne ujawnia
dalsze zrdéznicowanie genetyczne izolatéw EAV kraza-
cych w Polsce. Pierwszym w pehi scharakteryzowanym
polskim szczepem EAV byl szczep Wroctaw-2 wyizo-
lowany na przetomie 1976 1 1977 r. (11). Zostal on zali-
czony razem z dwoma homologicznymi szczepami wtos-
kimi 1192VE4/91 i 135VE2/95 do podgrupy I1C szcze-
pow pochodzenia europejskiego (16). Wyniki przeprowa-
dzonej analizy filogenetycznej wykluczyty jednak przy-
naleznos$¢ ewolucyjna badanych izolatow polskich do pod-
grupy IIC. Opierajac si¢ na uzyskanych wynikach, bez-
podstawne wydaje si¢ wyroznianie klastera I1C, skoro two-
rza go tylko 3 szczepy, z ktorych ostatni byt izolowany
ponad 10 lat temu. Potwierdzaja to najnowsze badania
Mittelholzer i wsp. (15), ktorzy wykluczyli przynalezno$¢
szczepu Wroctaw-2 do ktoregokolwiek z utworzonych
klasterow (EAV-1 do 3).
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