Med. Weter. 2015, 71 (1), 5-12

Artykutl przeglagdowy

Review

Badania filogenetyczne wirusa RHD

JOANNA DZIALO, WIESLAW DEPTULA

Katedra Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Szczecinski w Szczecinie, ul. Felczaka 3c, 71-412 Szczecin

Otrzymano 14.11.2013

Zaakceptowano 29.01.2014

Dziato J., Deptuta W.
Phylogenetic studies of RHD virus

Summary

RHD virus (RHDYV), which causes rabbit hemorrhagic disease, is the object of phylogenetic studies. The results
of these studies provide valuable information on this pathogen. The purpose of present review is to summarize
current knowledge about the phylogenetic position of this virus. The paper discusses the results of previous
phylogenetic studies of RHDYV, including factors affecting the shape of the phylogeny of this species and the
diversity of RHDYV strains in different parts of the world. It also presents the results of phylogenetic analysis of
RHDY enriched with non-pathogenic and low pathogenic strains of rabbit lagoviruses, as well as phylogenetic
analyses performed using modern Bayesian methods. The paper also highlights the unclear situation of Lagovirus
taxonomy and shows selected data on the evolution of RHDYV, gathered using phylogenetic methods. Finally,
the possibility of using rabbit lagoviruses as a model for the study of the evolution of mammalian ssSRNA(+)

viruses has been shown.
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Wirus RHD (RHDV) jest wysoce zakaznym pa-
togenem krélikow, powodujacym u nich chorobe
krwotoczng — RHD (rabbit haemorrhagic disease),
w Polsce okreslang jako pomor krolikow. Choroba
powodowana przez ten wirus szybko i tatwo przenosi
si¢ z osobnika na osobnika i odznacza si¢ wysokim
odsetkiem $miertelnos$ci, co sprawia, ze stanowi ona
istotne zagrozenie dla populacji krélikow utrzymywa-
nych w hodowlach oraz wolno zyjacych (3, 46). RHDV
jest przedstawicielem rodzaju Lagovirus, w obrebie ro-
dziny Caliciviridae, ktora skupia bezostonkowe wirusy
ssSRNA(+) (www.ictvonline.org; viralzone.expasy.org).
Wigkszosci wirusow z tej rodziny, w tym RHDV, nie
udaje si¢ namnozy¢ w hodowlach komorkowych, co
jestjedng z przyczyn ograniczen w mozliwos$ciach ich
badania (3). Skutkiem tego jest m.in.: niezadowalajaca
sytuacja taksonomiczna kréliczych lagowirusow, jako
ze w obrgbie tego rodzaju obowigzujaca systematyka
wirusologiczna wyodrgbnia jedynie dwa gatunki,
takie jak: wirus RHD zakazajacy kroliki oraz wirus
EBHS zakazajacy zajace. Taki status taksonomiczny
RHDV nie pokazuje réznorodnosci wsrdd kréliczych
lagowiruséw. Przede wszystkim, obecna taksonomia
tego rodzaju nie uwzglednia zmiennoS$ci genetyczne;j
wsrod szczepéw RHDYV, ktére na podstawie analiz
filogenetycznych zaklasyfikowano do réznych grup
genetycznych (3). Wsréd tych grup warto zwrdcié
uwage m.in. na opisywany odrebny podtyp wirusa
RHD, nazwany RHDVa lub wariantem antygenowym
RHDYV, w odréznieniu od szczepdw okreslanych jako

klasyczne, standardowe czy tez oryginalne. Wirusy
z podtypu RHDVa réznig si¢ od szczepdéw klasycz-
nych reaktywnoscig w tescie ELISA z panelem prze-
ciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko
biatku kapsydu tego wirusa (7, 43). Wsrdod kréliczych
lagowirusdw opisywane sg rOwniez szczepy znacznie
zdystansowane genetycznie od RHDV, r6zniace si¢ od
nich dodatkowo patogennosciag w stosunku do kroli-
kow, ale takze w niektorych przypadkach tropizmem
komoérkowym, bo wiele z nich, w odréznieniu od
szczepéw RHDV i1 RHDVa, wykrywano w jelitach,
nie za§ w watrobie krélikow. Te niepatogenne i stabo
patogenne krolicze lagowirusy okreslane bywaja takze
jako wirusy RCV-like (24) lub NP-LV (non-pathoge-
nic lagovirus) (21). Przestanka do poszukiwania tych
szczepOw bylo odkrycie, iz u krolikow nieszczepionych
przeciwko RHD 1 nie majacych wcze$niejszego kon-
taktu z RHDV wystepuja przeciwciala przeciwko temu
wirusowi (42). Do tej pory wsrdd nich opisano: wtoski
RCV (Rabbit calicivirus) (8), brytyjski Lambay (16),
amerykanski MRCV (Michigan Rabbit calicivirus) (5),
francuski 06-11 (21) oraz australijski RCV-A1 (Rabbit
calicivirus Australia 1), ktory ostatnio klasyfikowano
jako nowy dodatkowy typ kroliczego kaliciwirusa
(28, 44). Takze ostatnio opublikowane prace (10, 19,
20) donosza o pojawieniu si¢ i szybkim rozprzestrze-
nianiu patogennych kroliczych lagowirusow, takich
jak francuski wariant RHDV (20) oraz RHDVD (10),
sklasyfikowanych jako nowy typ RHDV — RHDV?2
(19), ktore sa bardziej spokrewnione z niepatogennymi



kroliczymi lagowirusami anizeli ze szczepami RHDV
1 RHDVa. Bardzo wazny wydaje si¢ fakt, ze szczepy
RHDV2 powoduja chorobe nie tylko u krolikow, ale
takze u jednego z gatunkéw zajecy (Lepus capensis
mediterraneus) wystepujacego na Sardynii, przypomi-
najaca pod wzgledem obrazu klinicznego pomor kroli-
kow (41). Przypuszcza sie, ze kroliczych lagowirusow,
szczegoOlnie tych niepatogennych, moze by¢ znacznie
wiecej 1 ze wystepuja one powszechnie w populacjach
krolikow, a jedynie ich wykrywalno$¢ jest niska (32).
Sytuacja powyzsza powoduje, ze krolicze lagowirusy
roéznigce si¢ od RHDV 1 RHDVa sa przez réznych
autorow klasyfikowane jako przodek RHDYV, jako
warianty tego wirusa badz jako nowy gatunek, ktory
nie figuruje w systematyce wirusologicznej. Z drugie;j
strony, wirus RHD wydaje si¢ dobrym modelem dla
sledzenia ewolucji wiruséw RNA z uwagi na zgroma-
dzenie dosy¢ duzej liczby izolatow/szczepow pocho-
dzacych z catego $wiata i otrzymanych w stosunkowo
dlugim czasie, obejmujacym znaczng cz¢$¢ okresu
jego obecnosci w srodowisku (29). Jednym z narzedzi
do przewidywania zaleznos$ci ewolucyjnych wsrod
wirusOw sa analizy filogenetyczne, ktorych wiele
wykonano dotychczas w oparciu o sekwencje kodu-
jace rozne czesci genomu wirusa RHD lub w oparciu
o sekwencje aminokwasowe biatek tego wirusa. Stad
celem niniejszej pracy jest przyblizenie stanu wiedzy
nad zaleznosciami filogenetycznymi wsrod szczepow
RHDYV, z uwzglednieniem kroliczych lagowirusow
o niewyjasnionym do dzi$ statusie taksonomicznym.

Czynniki wplywajace na wyniki badan
filogenetycznych RHDV

Podstawe przewidywania zaleznosci filogenetycz-
nych mi¢dzy wirusami stanowig dane otrzymywane
z porownania sekwencji nukleotydowych réznych
czesci ich genomu, badz przewidywanych w oparciu
o te sekwencje — sekwencji aminokwasowych biatek.
Pierwsze wyniki analiz filogenetycznych szczepow
wirusa RHD opublikowane zostaty w 1997 . (37) 1 od
tamtej pory regularnie pojawiajg si¢ opracowania z tej
tematyki badawczej. W réznych pracach z zakresu
zalezno$ci filogenetycznych pomigdzy szczepami
RHDYV, ale takze w pracach okreslajacych zaleznos$ci
filogenetyczne w obrebie kroliczych lagowirusow
stwierdzono na podstawie topologii generowanych
drzew filogenetycznych grupowanie si¢ analizowanych
w nich szczepdéw w 2-8 grup (tab. 1). Mozna sadzi¢,
ze roznice w liczbie tych grup wynikaja po cze¢sci
z zastosowanej metodologii prowadzenia analizy
filogenetycznej, to jest z doboru sekwencji do badan
(nukleotydowych lub aminokwasowych, jak tez wiel-
ko$ci analizowanych fragmentéw) i wyboru metody
do konstrukcji drzewa filogenetycznego.

Analiza wynikéw dotychczas opublikowanych
badan z zakresu filogenezy RHDV (tab. 1) wskazuje,
ze waznymi czynnikami wplywajacymi na wyniki
filogenezy sg: liczba szczepdéw uzytych do analizy
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oraz okres z jakiego pochodzg szczepy. W przypad-
ku tych dwoch kryterlow wydaje 516; istnie¢ pewna
zalezno$¢, jako ze im wigcej szczepoéw poddawano
analizie 1 im wyzsza byla réznica czasu otrzymania
pomiegdzy szczepem najstarszym a najnowszym, tym
wigksza liczbe grup genetycznych uzyskiwano (18,
22, 35, 37). Te¢ hipoteze najlepiej obrazuje porowna-
nie wynikéw pierwszych badan z zakresu filogenezy
RHDV (18, 37), gdzie ocenie poddano po kilkadziesigt
szczepOw tego wirusa otrzymanych w okresie 9 lat,
wsrod ktorych wyodrgbniono 3 grupy, z badaniami
nieco nowszymi (22, 35), gdzie oceniajac wigcej
szczepOéw niz poprzednio, otrzymanych w dhuzszym
przedziale czasowym, uzyskano w$rod nich 6 1 7 grup.
Przyktadowo, analiza filogenetyczna 62 europejskich
(gtownie francuskich) szczepéw RHDV otrzymanych
w latach 1987-1994 wykazata ich przynaleznos$¢ do
trzech genogrup (G1-G3), z ktorych dwie — G1 1 G2 —
wydawaty si¢ zanika¢, zas G3 pokazywala tendencj¢
rozwojowa (18). Obserwacje te potwierdzita kolejna
analiza europejskich szczepéw RHDYV, takze gtownie
francuskich, przeprowadzona przez Le Gall-Recule
1 wsp. (22), obejmujaca lata 1987-2000 i znacznie
wieksza liczbe szczepow, w ktdrej oprocz potwier-
dzenia tendencji zanikowej dla genogrup G1 i G2,
zaobserwowano takze pojawienie si¢ dodatkowych
trzech genogrup (G4-G6), w ktérych znalaziy sie
szczepy otrzymane po 1993 1. Zasugerowano rowniez,
ze w miar¢ uplywu czasu i pojawiania si¢ nowych
genogrup, Szczepy z wczesmejszych grup genetycz-
nych, zmniejszaty swoj udziat w populacji wirusa
RHD w $rodowisku, ustepujac szczepom z nowo po-
jawiajacych si¢ genogrup. Wyjatek stanowily szczepy
z genogrupy G6, gromadzacej szczepy RHD Va, ktore
zgodnle z przewidywaniami Capucciego i wsp. (7), wy-
dajg si¢ zdobywac liczebng przewage w srodowisku.
Nalezy doda¢, ze prace zespotu francuskiego (22), do
chwili obecnej stanowig fundament dla wielu analiz
filogenetycznych, w ktorych badacze (6, 9, 10, 33, 36,
38, 47) odnosza uzyskany dla ocenianych przez siebie
szczepow podziat do podziatu wedtug Le Gall-Recule
1 wsp. (22), przy czym trzeba zaznaczy¢, iz czg$¢ ze
wspomnianych analiz (10, 36, 38, 47) nie rozdziela
genogrup G3-GS5, traktujac je Jako jedna grupe. Taka
sytuacja oraz wyniki badan filogenetycznych prze-
prowadzonych metodami bayesowskimi (18, 29, 30),
stanowig potwierdzenie przewidywan Le Gall-Recule
1 wsp. (22), iz grupy G3-G5 powstawaly, ewoluujac
kolejno jedna z drugiej. Rozpatrujac wptyw doboru
sekwencji do badaf ﬁlogenetycznych dotyczacych
wirusa RHD, warto réwniez zwrdci¢ uwage na te
analizy, w ktorych oprocz szczepéw RHDV uwzgled-
niono takze niepatogenne i stabo patogenne krolicze
lagowirusy (10, 11, 20, 28, 44). W badaniach tego
typu uzyskiwano nieco nizszg liczb¢ grup w obrebie
szczepow RHDV. Topologia drzew filogenetycznych
wzbogaconych o sekwencje szczepodw RCV-like i/lub
RCV-A1, wskazuje na dosy¢ bliskie pokrewienstwo
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Tab. 1. Wyniki badan filogenetycznych dotyczacych wirusa RHD i innych kréliczych lagowirusow

niepatogenne)

Nowa Zelandia

N-koniec (pozycja 5271-5829 nt)

Czas . Rok publikacji
. . . - . Poréwnywana sekwencja Metoda . - . .
Lp. | Liczba szczepow | Pochodzenie szczepéw | otrzymania ; ; Grupowanie szczepow i pozycja
szczepow nukleotydowa/aminokwasowa analizy pismiennictwa
1. | 44 RHDV Europa, Azja, Ameryka 1987-1995 | Sekwencja kodujaca VP60, blizej NJ 3 grupy genetyczne 1997 (37)
C-korica (pozycja 6412-6809nt)
2. | 62 RHDV Europa (gtdwnie Francja) | 1987-1994 | Sekwencja kodujaca VP60, UPGMA | 3 genogrupy 1998 (18)
C-koniec (pozycja 6473-7011nt)
Sekwencja kodujaca VP60,
N-koniec (pozycja 5271-5829 nt)
Sekwencja kodujaca p30/p29
(pozycja 2302-2793 nt)
3. | 59 RHDV (w tym | Europa (gtéwnie Wielka | 1955-2001 | Sekwencja kodujaca VP60, blizej ML 8 grup, w tym jedna 2002 (35)
niepatogenne) Brytania), Ameryka, C-konca (pozycja 6135-6719 nt) zawierajaca szczepy
2 RCV-like Nowa Zelandia RCV-like
4. | 142 RHDV Europa (gtownie Francja) | 1987-2000 | Sekwencja kodujaca VP60, NJ 6 genogrup 2003 (22)
i Ameryka C-koniec (pozycja 6473-7011nt)
5. | 78 RHDV (w tym | Europa, Azja, Ameryka, 1955-2003 | Sekwencja kodujaca VP60, blizej ML 2 grupy z Nowej Zelandii, 2003 (14)
niepatogenne) Nowa Zelandia C-korica (pozycji nie podano) dla reszty szczepéw nie
analizowano grupowania
6. | 61 RHDV (wtym | Europa, Azja, Ameryka, 1955-2001 | Sekwencja kodujaca VP60, blizej ML 3 grupy 2006 (13)
niepatogenne) Nowa Zelandia C-korica (pozycji nie podano)
7. | 34 RHDV Europa (gtéwnie Wegry) | 1987-2003 | Sekwencja kodujaca VP60, NJ 3 genogrupy 2006 (33)
C-koniec (pozycja 6384-7010 nt)
8. | 24 RHDV Europa, Azja, Ameryka 1987-2004 | Sekwencja kodujaca VP60, blizej ML 6 genogrup 2006 (6)
C-konca (pozycja 6482-6782 nt)
9. | 71 RHDV (w tym | Europa, Azja, Ameryka, 1955-2003 | Sekwencja kodujaca VP60, blizej ML 7 grup 2006 (17)
niepatogenne) Nowa Zelandia C-korca (pozycji nie podano)
10. | 61 RHDV (w tym | Europa, Azja, Ameryka, 1955-2003 | Sekwencja kodujaca VP60, blizej NJ 8 grup, w tym jedna 2007 (16)
niepatogenne) Nowa Zelandia C-konca (pozycja 6135-6719 nt) zawierajaca szczepy
3 RCV-like RCV-like
11. | 43 RHDV Europa (gtownie Polska), | 1984-2005 | Sekwencja kodujaca VP60, blizej NJ 6 genogrup 2007 (9)
Azja i Ameryka C-korica (pozycja 6514-6970)
12. | 17 RHDV Europa, Azja, Nowa 1984-2005 | Sekwencja aminokwasowa VP60, bd 2 klastry 2007 (45)
Zelandia cata
13. | 45 RHDV Europa Azja Nowa 1984-2005 | Sekwencja aminokwasowa VP60, | UPGMA | 2 grupy 2007 (34)
Zelandia, Ameryka cata
14. | 34 RHDV Azja (gtéwnie Korea), 1985-2008 | Sekwencja kodujaca VP60 NJ 2 klastry 2009 (39)
Europa, Nowa Zelandia, (pozycja 5305-7047)
Ameryka
15. | 15 RHDV Australia, Europa, 1987-2006 | Sekwencja kodujaca VP60 NJ 4 grupy, przy czym dwie 2009 (44)
3 RCV-like Ameryka, Azja (pozycji nie podano) z nich skupiaja szczepy
1 RCV-A1 RCV-like i RCV-A1
16. | 66 RHDV Europa (gtéwnie 1987-2007 | Sekwencja kodujaca VP60, blizej NJ 6 genogrup i 3 grupy 2009 (36)
Pétwysep Iberyjski), C-korica, (pozycja 6157-6703) szczepOw z Potwyspu
Azja, Ameryka Iberyjskiego w obrebie
jednej z nich
17. | 14 RHDV Europa, Azja, Ameryka 1987-2006 | Sekwencja kodujaca p30/p29 0D 4 grupy genetyczne 2009 (26)
(pozycja 2302-2793 nt) ML
18. | 210 RHDV (w tym | Europa, Azja, Ameryka, 1984-2008 | Krdtka sekwencja kodujaca MCC | 4 grupy 2009 (29)
niepatogenne) Nowa Zelandia VP60 (pozycja 1111-1387 nt
w sekwencji kodujacej VP60)
19. | 31 RHDV (w tym | Europa, Azja, Ameryka, 1987-2007 | Sekwencja aminokwasowa 97% NJ 3 grupy, w tym jedna 2010 (1)
niepatogenne) Nowa Zelandia biatka VP60 skupia szczepy RCV-like
3 RCV-like
20. | 32 RHDV (w tym | Europa, Azja, Ameryka, 1987-2006 | Sekwencja kodujaca RdRp ML 2 grupy genetyczne 2010 (25)
niepatogenne) Nowa Zelandia dtugosci 1326 nt (pozycji nie
podano)
21. | 16 RHDV Europa - Francja 1988-2005 | Sekwencja kodujaca VP60, 0D 4 grupy genetyczne 2010 (24)
C-koniec (pozycja 6473-7011 nt)
22. | 46 RHDV (w tym | Europa, Azja, Ameryka, 1987-2008 | Sekwencja kodujaca VP60, Kimury | 6 grup genetycznych 2010 (40)
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Tab. 1. c.d.
Czas . . Rok publikacji
. . . Poréwnywana sekwencja Metoda . . .
Lp. | Liczba szczepow | Pochodzenie szczepéw | otrzymania ’ . Grupowanie szczepow i pozycja
szezepow nukleotydowa/aminokwasowa analizy pismiennictwa
23. | 151 RHDV (w tym | Europa (gtownie 1955-2007 | Sekwencja kodujaca VP60, blizej Bl 3 linie i 6 grup szczepbw 2010 (4)
niepatogenne) Potwysep Iberyjski), C-konca (pozycji nie podano) z Potwyspu Iberyjskiego
Azja, Ameryka, Nowa w obrebie jednej z nich
Zelandia
24. | 31 RHDV Europa, Azja, Ameryka, 1984-2006 | Sekwencja kodujaca VP60, cata MCC | 4 klady 2010 (30)
Australia (pozycji nie podano)
25. | 29 RHDV Australia, Europa, Azja 1984-2009 | Sekwencja kodujaca VP60, cata MCC | 4 linie, w tym jedna 2010 (28)
2 RCV-like (pozycji nie podano) skupia szczepy RCV-like
38 RCV-A1 i jedna RCV-A1 (ta dzieli
sig na 6 kladow)
26. | 32 RHDV (w tym | Europa, Azja, Ameryka, 1984-2007 | Sekwencja kodujaca VP60, cata ME 3 grupy genetyczne 2011 (20)
niepatogenne) Australia, Nowa Zelandia (pozycji nie podano) skupiajace szczepy
3 RCV-like RCV-like, RCV-A1 |
1 RCV-A1 RHDV (tu podziat na dwie
podgrupy)
27. | 54 RHDV (w tym | Europa, Azja, Ameryka, 1987-2006 | Sekwencja kodujaca VP60, cata NJ 4 klady 2011 (38)
niepatogenne) Nowa Zelandia (pozycji nie podano)
28. | 125 RHDV Nie podano Nie Sekwencja kodujaca VP60, blizej ME 4 grupy genetyczne, 2011 (21)
4 RCV-like podano C-korica (pozycja 1188-1541 nt w tym grupa zawierajaca
36 RCV-A1 w sekwencji kodujacej VP60) szczepy RCV-like i kolejna
ze szczepami RCV-A1
29. | 34 RHDV Europa (gtdwnie Polska), | 1987-2006 | Sekwencja kodujaca VP60, blizej NJ 3 grupy genetyczne 2012 (12)
Azja, Ameryka C-korica (pozycja 6069-6654 nt)
30. | 30 RHDV Nie podano Nie Sekwencja kodujaca VP60, blizej NJ 3 klady, w tym jeden 2012 (10)
6 RCV-like podano | C-korca (pozycja 6056-6794 nt) skupiajacy szczepy
RCV-like
31. | 44 RHDV Azja (gtéwnie Chiny), 1984-2010 | Sekwencja kodujaca VP60, cata NJ 6 genogrup i 4 podgrupy 2012 (47)
Europa, Ameryka (pozycja 5290-7273 nt) chiriskie
32. | 65 RHDV Nie podano 1984-2009 | Sekwencja kodujaca VP60, cata ML 4 linie 2012 (23)
(pozycji nie podano) McC
33. | 31 RHDV Nie podano 1987-2009 | Sekwencja kodujaca RdRp, cata MCC | 4linie 2012 (23)
(pozycji nie podano)
34. | 32 RHDV Europa, Azja, Ameryka, 1984-2005 | Sekwencja kodujaca VP60, ML 5 grup genetycznych 2013 (27)
Australia N-koniec, (pozycja 5271-5829 nt)
35. | 85 RHDV Europa, Azja, Ameryka, 1989-2012 | Sekwencja kodujaca VP60, cata ML 5 grup, w tym grupa 2013 (2)
3 RCV-like Australia (pozycji nie podano) zawierajaca szczepy
RCV-like
36. | 70 RHDV Europa, Azja, Ameryka, 1984-2012 | Sekwencja kodujaca VP60, cata NJ 4 grupy zawierajace 2013 (19)
3 RCV-like Australia (pozycji nie podano) szczepy: RHDV (z 4
36 RCV-A1 podgrupami), RCV-like,
7 RHDV2 RCV-A1, RHDV2

Objasnienia: NJ — metoda przylaczania sasiadow; UPGMA — metoda $rednich potaczen; ML — metoda najwigkszej wiarygodnosci;
OD — metoda rzeczywistej rozbieznosci (observed divergence); MCC — metoda najwyzszej wiarygodno$ci kladow (maximum clade
credibility); BI — inferencja bayesowska (bayesian inference); ME — metoda minimalnej odleglo$ci (minimum evolution); bd — brak

danych; nt — nukleotyd; aa — aminokwas

miegdzy tymi wirusami a RHDV, co w obliczu nie do
konca zdefiniowanego dla wiruséw pojecia gatun-
ku (31) 1 nieuregulowanej sytuacji taksonomiczne;j
kréliczych lagowirusoOw oraz pojawiania si¢ nowych
patogennych szczepdéw kroliczych lagowirusow —
RHDV2, bardziej podobnych do RCV-like anizeli do
RHDYV (10, 19, 20), sygnalizuje wyrazng potrzebe
usystematyzowania ich statusu taksonomicznego. Co
wiecej, uwzglednienie tych niepatogennych i stabo
patogennych lagowirusOw w analizie filogenetycznej,
a co za tym idzie — zwigkszenie stopnia zmiennos$ci
analizowanych sekwencji, powoduje iz na generowa-

nych drzewach filogenetycznych dochodzi do zredu-
kowania liczby grup w obrebie klasycznych szczepow
RHDV do jednej, zawierajacej wszystkie analizowane
szczepy, badz dwoch, z ktérych jedna zawiera szczepy
RHDYV, a druga szczepy RHDVa (10, 20, 21, 28, 44).

Kolejnym waznym czynnikiem determinujagcym
zaszeregowanie szczepoOw RHDYV do grup w oparciu
o ich analiz¢ filogenetyczng, jest rodzaj uzytego do
badan markera. Analizujgc ten aspekt, mozna stwier-
dzi¢, ze znaczenie ma nie tyle analizowany fragment
genomu wirusa RHD, co rodzaj uzytych sekwencji.
Jezeli drzewa filogenetyczne generowane sg w opar-
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ciu o sekwencje nukleotydowe genomu wirusowego
to uzyskiwana liczba grup jest zazwyczaj wyzsza
anizeli liczba grup otrzymana w oparciu o sekwen-
cje aminokwasowe, gdzie uzyskiwano zwykle dwie
grupy szczepow — szczepy okreslane jako oryginalne
lub dzikie oraz szczepy typu RHDVa (2, 34, 39, 45).
Fakt ten mozna wytlumaczy¢ duzym stopniem zmian
synonimicznych w genomie RHDYV, ktore nie skutkuja
zmiang aminokwasu w biatkach wirusowych.
Odnoszac si¢ do kwestii rodzaju metod wykorzy-
stanych do analizy filogenetycznej i ich wptywu na
topologie drzewa i grupowanie si¢ szczepéw RHDYV,
nalezy stwierdzi¢, ze nie prowadzono obszernych
badan z tego zakresu. Niemniej porownania przepro-
wadzone przez Le Gall i wsp. (18) w odniesieniu do
europejskich (gtownie francuskich) izolatow RHDV
wykazaly niezmienione, niezaleznie od metody grupo-
wanie si¢ szczepOw wirusa przy wykorzystaniu metod:
srednich potaczen (UPGMA — unweighted pair group
metod with arithmetic mean), najwyzszej parsymonii
(MP — maximum persimony) i najwyzszego prawdo-
podobienstwa (ML — maximum likelihood). Podobne
obserwacje poczynili Matiz i wsp. (33), poréwnujac
drzewa filogenetyczne wygenerowane metoda taczenia
sgsiadow (NJ —neighbour joining) 1 §rednich polaczen.
Z kolei poroéwnania drzew filogenetycznych generowa-
nych wedlug metody ML, mimo uzyskiwanych niskich
wartosci bootstrap, wskazuja, iz drzewa te wykazuja
grupowanie szczepoéw wysoce podobne lub identyczne
jak grupowanie metodami bayesowskimi, gdzie drzewa
filogenetyczne sg generowane w oparciu 0 zaawanso-
wane techniki obliczeniowe i odznaczajg si¢ znacznie
wyzszym prawdopodobienstwem (23, 29, 30).

ZaleznosSci filogenetyczne migdzy kréliczymi
lagowirusami w aspekcie geograficznym

Badania filogenetyczne RHDV, w ktérych oceniano
zroznicowanie genetyczne izolatow pochodzacych
z wielu geograficznie odleglych obszaréw Swiata,
przeprowadzono dla szczepoéw z Francji (18, 22, 24,
27), Chin (47), Holandii (6), Wegier (33), Korei (39),
Polski (9, 12), Potwyspu Iberyjskiego (4, 36) 1 Wielkiej
Brytanii (15, 16, 35), a takze Nowej Zelandii (14).
Wyniki dotyczace krajow europejskich, wskazuja,
1z w pierwszych kilkunastu latach obecnosci wirusa
w $rodowisku odnotowywano obecnos¢ klasycznych
szczepow RHDYV, reprezentujacych kilka réznych
grup, za§ w ostatnim dziesi¢cioleciu obserwuje si¢
zmniejszenie liczby grup i redukcje roznorodnosci
wsrod szczepdw RHDV na korzy$¢ szczepow RHDVa
(11, 12, 29). Podobng tendencj¢ do dominacji szcze-
péw RHDVa odnotowano w ostatnich latach w kra-
jach azjatyckich (39, 47) i w Ameryce (34). Inaczej
sytuacja filogenetyczna wirusa RHD ksztattuje si¢
w regionach odosobnionych geograficznie, takich jak
Potwysep Iberyjski oraz Wyspy Brytyj skie (4 15, 16,
35, 36). Plerwszy z tych rejonéw wydaje si¢ szcze-
golme wazny dla badan nad RHDV, gdyz wystepuja

tu obydwa podgatunki krolikow europejskich, to jest
Oryctolagus cuniculus cuniculus, z ktérego wywodza
si¢ przodkowie wszystkich krolikow dzikich i ho-
dowlanych zyjacych poza Pétwyspem Iberyjskim
oraz Oryctolagus cuniculus algirus unikalny dla tego
regionu (36). Mozna wigc stwierdzié, iz na Potwyspie
Iberyjskim zréznicowanie genetyczne wsrod krolikow
europejskich, a wiec gatunku gospodarza dla wirusa
RHD, jest najwyzsze na $wiecie (36). Odwrotnie
przedstawia si¢ zréznicowanie wsrod wystepujacych
w tym rejonie szczepdw RHDYV, ktore jest nizsze
w poréwnaniu ze zroéznicowaniem wsrdd szczepdw
RHDYV w innych krajach europejskich (4). Ta sytuacja
znajduje odzwierciedlenie w grupowaniu si¢ szcze-
pow z Pétwyspu Iberyjskiego w obrebie genogrupy
G1 wedhug klasyfikacji Le Gall-Recule 1 wsp. (22).
Przypuszcza si¢, ze szczepy wirusa RHD na Potwyspie
Iberyjskim 1 szczepy RHDV z genogrupy G1, wyod-
rebnily si¢ ze wspolnego przodka, a w regionie tym
doszto do zastgpienia typowych szczepow z grupy G1,
szczepami lokalnymi (4, 36). Wsrdd szczepow RHDV
wystepujacych w tym rejonie wyodrgbniono 6 grup
iberyjskich (IB1-IB6), ktorych rozlokowanie w ob-
rgbie drzewa filogenetycznego zalezato gltéwnie od
czasu otrzymania szczepdw, a w mniejszym stopniu od
miejsca ich otrzymania (4, 36). Nalezy jednak dodac,
ze w ostatnich latach sytuacja w tym rejonie wydaje
si¢ ulega¢ zmianie, jako ze w 2011 r. odnotowano
tam obecno$¢ nowego szczepu z grupy RHDV2 (10,
19), zas§ w 2012 r. u krélikow hodowlanych opisano
nowy szczep wirusa RHD, ktory na podstawie analiz
filogenetycznych zaklasyfikowano do podtypu RHDVa
(2). Z kolei inaczej wydaje si¢ przedstawia¢ sytuacja
filogenetyczna wirusa RHD na Wyspach Brytyjskich,
czego dowiodly wielokierunkowe analizy filogene-
tyczne szczepow RHDV z tego regionu (15, 16, 35).
Badania te wprowadzity takze wiele nowych danych do
stanu wiedzy na temat réznorodnosci 1 epidemiologii
tego wirusa. Przede wszystkim dokonano zaskakujg-
cego odkrycia, ze material genetyczny wirusa RHD
wystepuje w probkach tkanek kroliczych, uzyskanych
w latach 90. na terenie Wysp Brytyjskich, nie tylko od
zwierzat padlych z nieznanych przyczyn, ale rowniez
od klinicznie zdrowych. Takze poszukiwanie materiatu
genetycznego RHDV w archiwalnych probkach tkanek
kroliczych, pobranych od krolikow z tego regionu przed
odnotowaniem pojawienia si¢ choroby RHD, dato po-
zytywne wyniki, jako ze najstarsza probka, z ktorej
uzyskano wynik pozytywny, pochodzita z 1955 1. (35).
Do analiz filogenetycznych wykorzystano sekwencje
kodujace fragment biatka kapsydu RHDV opracowane
na podstawie zgromadzonego materiatu biologicznego,
jak rowniez homologiczne sekwencje szczepow pocho-
dzacych z ré6znych krajow $wiata otrzymane z Banku
Genow (tacznie 59 sekwencji). Ich analiza wykazata,
ze oceniane szczepy nalezg do 7 grup, zas$ izolaty po-
chodzace z Wysp Brytyjskich plasujg si¢ w obrebie
tylko 4 znich (35). Nalezy podkresli¢ fakt, ze szczepy
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uzyskane od zwierzat zdrowych z Wysp Brytyjskich
wystepowaty w tych samych grupach, co szczepy
otrzymane od padtych krolikéw. Nalezy doda¢, ze
grupowanie si¢ szczepow wydawato si¢ przypadkowe,
jako ze nie stwierdzono zaleznosci ani od czasu, ani od
miejsca otrzymania szczepu (35). Analogiczne grupo-
wanie si¢ szczepoOw RHDV otrzymano w pozniejsze;j
analizie filogenetycznej dotyczacej 61 szczepdw tego
wirusa i przeprowadzonej przez Forrestera i wsp. (16).
Pulg szczepéw z Wysp Brytyjskich wzbogacono o 7
szczepow z Irlandii i dodatkowo w analizie uzyto se-
kwencji kilkunastu szczepéw z innych czgsci Swiata
(16). W badaniach tych autorzy zwracaja uwage na
wysoka zmienno$¢ wsrod kroliczych lagowirusow wy-
stepujacych na Wyspach Brytyjskich, czego dowodzi
wyizolowanie tam dwoch szczepow zdystansowanych
genetycznie od RHDV 1 tworzacych wspolng grupe
z wloskim szczepem mepatogennym RCV (16). Stan
wiedzy o zmienno$ci i grupowaniu si¢ szczepow
kréliczych lagowirusOw pochodzacych z tego rejonu
zostal uzupetniony na podstawie wynikow innych ba-
dan Forrestera i wsp. (15), w ktérych kontynuowano
poszukiwanie materialu genetycznego RHDV u kro-
likow zdrowych na terenie Szkocji, wprowadzajac
dodatkowo kryterium pory roku, w ktorej uzyskano
proby. Okoto 10% przebadanych prob byto dodatnich
w reakcji RT-PCR 1 uzyskane z tych prob sekwencje
wykorzystano do przeprowadzenia analizy filoge-
netycznej, obejmujacej takze 22 opisane wczesniej
izolaty kroliczych lagowiruséw z Wysp Brytyjskich,
47 szczepow RHDYV z innych czg$ci $wiata 1 wloski
szczep RCV. Wyniki tej analizy (15) wykazaty obec-
no$¢ dwoch przestrzennle 1 genetycznie odmiennych
grup szczepow RHDV i podobnych do RHDV, ktore
nazwano, odpowiednio, Pit-EP oraz Pit-WD. Izolaty
Pit-EP otrzymano w maju i czerwcu, czyli w okresie
roku, kiedy w Wielkiej Brytanii panowala epidemia
pomoru krolikow i utworzyly one wsp6lng grupe wraz
ze szczepami RHDV z Irlandii, Walii, Anglii 1 Szkocji,
z ktorych wiele wigzano z epidemiami pomoru kroli-
kéw notowanymi na tym terenie we wczesniejszych
latach. W grupie skupiajacej szczepy Pit-EP znalazty
si¢ ponadto pozostate, uzyte do analizy szczepy RHDV
z roznych kontynentéw. Natomiast szczepy typu Pit-
-WD otrzymane w okresie od marca do sierpnia roznity
si¢ zarowno od szczepoéw epidemicznych RHDYV, jak
1 od innych kréliczych lagowirusow, tj. RCV, Lambay
Island, Ashington. Warto takze wspomnie¢ o nietypo-
wych zalezno$ciach filogenetycznych zachodzacych
wsrod szczepéw RHDV na terenie Nowej Zelandii,
ktéra nie tylko nalezy do regiondw odosobnionych
geograficznie, ale takze jest miejscem, gdzie w sposob
sztuczny wprowadzono szczep V-351 wirusa RHD
(14). Sytuacja filogenetyczna na tym obszarze jest
podobna jak na Potwyspie Iberyjskim przed opisaniem
tam nowych szczepéw RHDVa (2) oraz RHDV?2 (19),
jako ze szczepy z Nowej Zelandii utworzyty dwa klady
o niewielkim zr6znicowaniu pomigdzy sobg w obrgbie
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grupy skupiajacej wprowadzony na ten teren szczep
V-351. Niezwykly wydaje si¢ fakt, iz 38 sekwencji
otrzymanych od krélikow z Nowej Zelandii i wyko-
rzystanych do tej analizy wyizolowano od klinicznie
zdrowych krolikéw. W obliczu tych informacji inte-
resujace sg rowniez obserwacje dotyczace zaleznosci
filogenetycznych wsrod australijskich niepatogennych
lagowiruséw kroliczych, okreslanych jako RCV-Al
(28, 44). Badania majace na celu poszukiwanie kro-
liczych lagowirusow u klinicznie zdrowych krélikow
zyjacych w Australii dowiodty, Ze na tym kontynencie,
inaczej niz miato to miejsce na terenie Nowej Zelandii,
u zdrowych krolikow wystepuje niepatogenny kroliczy
lagowirus — RCV-A1l, wyraznie odr¢gbny od znanych
szczepow RHDV, ale takze od szczepow okreslanych
jako RCV-like (44). Doglebna analiza filogenetyczna
szczepow RCV-A1 wykazata ich przynaleznos$¢ do
6 kladow, ktorych utozenie w drzewie filogenetycz-
nym wydaje si¢ zaleze¢ zarowno od czasu otrzymania
szczepow, jak i od miejsca ich otrzymania (28).

Filogeneza RHDV na podstawie wnioskowania
hayesowskiego

Przyblizajac dane z zakresu zaleznosci filogenetycz-
nych wsrdd szczepéw RHDV nalezy rowniez podac
wyniki uzyskane z zastosowaniem najnowszych tech-
nik bioinformatycznych, to jest analiz bayesowskich,
ktore, jak wspomniano wczesniej, charakteryzuja si¢
wysokim stopniem prawdopodobienstwa (4, 23, 29,
30). Pierwsze badania tego typu przeprowadzili Kerr
1 wsp. (29) w oparciu o krétka sekwencje kodujaca
fragment biatka VP60, gdzie analizie pierwotnie pod-
dano 217 szczepéw RHDV pochodzacych z catego
$wiata, izolowanych zaréwno od krolikow padtych
w wyniku zakazenia RHDYV, jak 1 od klinicznie zdro-
wych osobnikow. Uzyskane wyniki wydaja si¢ pod-
stawg do podwazenia cz¢$ci wynikow badan Mossa
1 wsp. (35), dotyczacych izolacji RNA wirusa RHD
z archiwalnego materialu biologicznego, pobranego
od krolikow w okresie od 3 do 29 lat przed pierwsza
zarejestrowang epidemig pomoru krolikow. Kerr 1 wsp.
(29) zasugerowali, iz sekwencje te s3 prawdopodobnie
zanieczyszczeniem probek wspotczesnymi szczepa-
mi RHDV, za czym przemawia grupowanie si¢ tych
sekwencji na drzewach filogenetycznych w obrebie
grup tworzonych przez wspodlczesne szczepy tego
wirusa. W zwigzku z tym faktem wtasciwg analize
filogenetyczng przeprowadzono w oparciu o sekwencje
210 szczepow, z wylaczeniem szczepow uzyskanych
przed 1984 r. (29). Wyniki tej analizy wskazuja, iz
badane szczepy RHDV uktadaja si¢ na drzewie filo-
genetycznym w 4 grupy, a przynaleznos$¢ szczepow
do okreslonych grup warunkowana jest w wickszym
stopniu miejscem anizeli czasem ich otrzymania (29).
Badacze ci (29) podkreslajg jednak, i1z dane uzyskane
w tej analizie nalezy traktowac z ostroznoscig, jako ze
podstawe do wnioskowania o przynaleznosci szczepow
do grupy stanowity bardzo krétkie sekwencje nukleo-
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tydowe. Wystepowanie wérdd szczepéw RHDV 4 kla-
dow monofiletycznych potwierdzili Kinnear i Linde
(30), analizujac petng sekwencj¢ kodujaca biatko kap-
sydu dla 31 szczepow tego wirusa, nie podajac jednak,
czy grupowanie si¢ badanych szczepow jest zwigzane
z czasem, czy z miejscem ich otrzymania. Kolejne ba-
dania nad grupowaniem si¢ 151 szczepéw RHDYV, ze
szczegOlnym uwzglednieniem szczepow z Potwyspu
Iberyjskiego przeprowadzili Alda i wsp. (4), wykorzy-
stujac jako marker sekwencje kodujace koniec karbo-
ksylowy biatka kapsydu VP60 o dlugosci blisko 600
nukleotydow. Stwierdzono, ze badane szczepy RHDV
tworza 3 linie, a grupowanie ich wykazuje w wigkszym
stopniu zalezno$¢ czasowa anizeli przestrzenng (4).
Ciekawej obserwacji dokonali takze Hicks 1 Duffy
(23), ktoérzy analizowali grupowanie si¢ szczepOw
RHDV w drzewach filogenetycznych w oparciu o dwa
markery, to jest sekwencj¢ kodujaca biatko kapsydu
VP60 65 szczepow oraz sekwencje kodujacg RNA-
-zalezng polimeraz¢ RNA (RdRp) 44 szczepéw RHDV.
Oprocz stwierdzenia dla obydwu badanych marke-
réw grupowania si¢ szczepoéw wirusa RHD w 4 linie,
stworzone w oparciu o struktur¢ czasowa, wykazano
takze, iz jeden ze szczepow chinskich opublikowany
w Banku Genow jako pochodzacy z 1985 r., zostat
najprawdopodobniej zanieczyszczony szczepem duzo
mtodszym (23).

Podsumowanie

W ciagu blisko 30 lat od opisania obecno$ci wirusa
RHD w $rodowisku, na podstawie licznych analiz filo-
genetycznych sekwencji genomu tego patogenu, udato
si¢ uzyskac¢ wiele informacji na temat jego ewolucji.
Wyniki tych badan filogenetycznych stanowig meryto-
ryczng podstawe do postawienia hipotez na temat po-
chodzenia wirusa RHD, a takze przewidywania przy-
sztych zjawisk epidemiologicznych z nim zwigzanych.
Niemniej jednak wiele pytan z tego zakresu pozostaje
nadal bez odpowiedzi. Na chwilg obecng wydaje sie, ze
wirus RHD wyewoluowat z niepatogennego przodka,
z ktérego wywodzg si¢ takze wystepujace wspotcze-
$nie niepatogenne lagowirusy kroélicze, tj. szczepy
RCV-like i RCV-A1. Podstawowg za$§ kwestig, ktora
pozostala do rozstrzygnigcia, jest fenomen pojawienia
si¢ patogenne] formy wirusa RHD, zar6wno w ujeciu
czasowym, jak 1 w aspekcie mechanizmu powstania,
cho¢ pewne nowe §wiatlo na rozstrzygniecie tej kwe-
stii rzuca niedawne opisanie patogennych szczepow
kréliczych lagowirusow, okreslanych jako RHDV2,
ktore s blizsze genetycznie niepatogennym szczepom
RCV-like anizeli patogennym szczepom RHDV. Fakt
ten wyraznie wskazuje, ze po wielu latach stabilnej sy-
tuacji ewolucja kroliczych lagowiruséw z nieznanych
przyczyn zmienita dynamike. Wydarzenia zwigzane
z pojawieniem si¢ szczepoOw RHDV?2 oraz zakazen
tymi szczepami u jednego z gatunkow zajaca wyraz-
nie wskazuja na potrzebg¢ ponownego rozwazenia,
czy patogenny wirus RHD moégt powsta¢ w wyniku

1"

»przeskoczenia” na krolika nie poznanego dotychczas
wirusa od innego gatunku zwierzat, ktéry to scenariusz
jest brany pod uwage w przypadku tych szczepow (19,
41). Wydaje sie, ze duze nadzieje na rozwigzanie tej
zagadki mozna wigza¢ réwniez z dalszymi badaniami
nad poszukiwaniem 1 analizg filogenetyczng sekwen-
cji genomow nowych lagowirusow izolowanych od
klinicznie zdrowych krélikow oraz innych zwierzat,
zasiedlajacych te same nisze ekologiczne, co kroliki
wolno zyjace. RoOwnie warto$ciowe dla blizszego po-
znania biologii wirusa RHD wydaje si¢ wyjasnienie
kwestii znacznych rdznic w wystgpowaniu kroliczych
lagowirusOw w poszczegdlnych obszarach globu.
Stad wydaje sig, ze sledzenie sytuacji filogenetycznej
kroliczych lagowirusow jest uzasadnione nie tylko
z powodu zagrozen, jakie powoduja one dla hodowli
krolikow, ale takze dlatego, ze wirusy te moga by¢
cennym modelem dla poznawania nowych faktéw
z zakresu ewolucji wirusow RNA, wsrdod ktorych wy-
stepuje wiele patogendw bardzo groznych dla ssakow,
w tym cztowieka.
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