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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ

aa (aminoacid) Aμινοξύ
bp (base pair) Ζεύγος Βάσεων

c DNA Συμπληρωματικό DNA
CPE (Cytopathic effect) Kυτταροπαθογόνο αποτέλεσμα

CTL κυτταροτοξικά Τα λεμφοκύτταρα

DMEM Dulbecco’s MEM υπόστρωμα για καλλιέργεια
κυττάρων in vitro

dNTPs Δεοξυτριφωσφορικά νουκελοτίδια
EI Γρίπη Ιπποειδών (Equine Influenza)

EIV Ιός γρίπης των ιπποειδών
ELISA  (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) Δοκιμασία ELISA

HA Aιμοσυγκολλητίνη
IFN (Interferon) Ιντερφερόνη

IL Ιντερλευκίνη
kDa (kiloDalton) Χιλιο-Dalton (Μονάδα μοριακού βάρους)

M RNA Αγγελιοφόρο RNA
M1 Θεμέλια πρωτεϊνη Μ1
M2 Θεμέλια πρωτεϊνη Μ2

NCR Περιοχές που δεν κωδικοποιούν πολυπεπτίδια
NS1 Non-structural protein 1 Μη δομική πρωτεϊνη 1

NS2/NEP (Non-structural
protein 2/Nuclear export

protein)
Μη δομική πρωτεϊνη 2

OIE Διεθνές Γραφείο Επιζωοτιών
ORF (Open Reading Frame) Ανοιχτό αναγνωστικό πλαίσιο

PBS (Phosphate Buffer Saline) Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών Αλάτων
PCR (Polymerase Chain

Reaction) Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης

RBC (Red blood cell) Ερυθρά αιμοσφαίρια
RBD (Receptor Binding

Domain) Θέσεις υποδοχέων σύνδεσης

RT (Reverse Transcription) Αντίστροφη μεταγραφή
v RNA Ιικό  RNA
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ΜDCK (Madin- Darby canine
kidney) Kυτταρική σειρά προέλευσης νεφρών σκύλου

ΝΑ Νευραμινιδάση

ΝΚ Φυσικά φονικά κύτταρα ή φυσικά
κυτταροκτόνα κύτταρα

ΝΡ Νουκλεοπρωτεΐνη
ΡB2 (Polymerase Basic 2) Πολυμεράση (Πολυμεράση Βασική 1)
ΡΑ (Polymerase Acidic) Πολυμεράση (Όξινη Πολυμεράση)

ΡΒ1 (Polymerase Basic 1) Πολυμεράση (Πολυμεράση Βασική 2)
ΤΑΕ Αιθυλαινο-διαμινικό-τετραοξικό-νάτριο

TCID 50 Μέση λοιμογόνος δόση ιού για την
κυτταροκαλλιέργεια

ΤΝF (Tumor necrosis factor) Παράγοντας νέκρωσης όγκων
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A. ΠΕΡΙΛΗΨΗ
H γρίπη των ιπποειδών είναι μία οξεία, άκρως μεταδοτική λοίμωξη του αναπνευστικού

συστήματος των ιπποειδών. Ο αιτιολογικός παράγοντας της νόσου είναι ιός του γένους

Influenzavirus A της οικογένειας Orthomyxoviridae. Μέχρι σήμερα είναι γνωστοί δύο

υπότυποι της γρίπης των ιπποειδών, ο υπότυπος 1 (Η7Ν7) και ο υπότυπος 2 (Η3Ν8). Ο

υπότυπος 1 δεν έχει απομονωθεί από το 1977 σε καμία χώρα, και πιστεύεται ότι έχει

αντικατασταθεί από τον υπότυπο 2, ο οποίος έχει προκαλέσει όλες τις επιζωοτίες των

τελευταίων δεκαετιών παγκοσμίως. Αποτέλεσμα της έντονης γενετικής ποικιλομορφίας

που χαρακτηρίζει τον ιό Η3Ν8 ήταν η εμφάνιση δύο ξεχωριστών εξελικτικών κλάδων, τα

στελέχη των οποίων συνεχίζουν να κυκλοφορούν παράλληλα στους πληθυσμούς των

ιπποειδών.

Οι μεγάλες επιζωοτίες που έχουν καταγραφεί παγκοσμίως μέχρι σήμερα οφείλονται

στην υψηλή μεταδοτικότητα της νόσου, ενώ η θνησιμότητα είναι πολύ χαμηλή, εκτός αν

υπάρχει δευτερογενής επιπλοκή. Οι καταστροφικές οικονομικές απώλειες που έχουν

αναφερθεί λόγω της προσβολής ζώων αναπαραγωγής και αγώνων από τη γρίπη των

ιπποειδών, κατέστησαν επιτακτική την ανάγκη εμβολιασμού των ζώων. Παρά τη χρήση

εμβολίων όμως, συνέχισαν να καταγράφονται κρούσματα. Συγκεκριμένα, το 2003

καταγράφηκαν μεγάλες επιζωοτίες γρίπης τόσο σε εμβολιασμένους όσο και σε

ανεμβολίαστους ίππους, αρχικά στην Ευρώπη και ακολούθως τα επόμενα έτη

παγκοσμίως, ακόμα και σε χώρες που δήλωναν απαλλαγμένες της νόσου.

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν, η απομόνωση και η μοριακή και φυλογενετική

ανάλυση των στελεχών που κυκλοφορούσαν στην Ελλάδα, κατά τη διάρκεια δύο

επιζωοτιών του παρελθόντος (2003 και 2007). Για το σκοπό αυτό εξετάστηκαν 30

βαμβακοφόροι στυλεοί ρινικών εκκριμάτων από ανεμβολίαστους ίππους  με εμπύρετο

γριπώδες σύνδρομο. Η εξέταση των δειγμάτων έγινε αρχικά με τη χρήση ταχείας

διαγνωστικής μεθόδου ανοσοπροσδιορισμού (Directigen), για τη διαπίστωση του ιού της

γρίπης Α, και στη συνέχεια με RT-PCR που ανιχνελυει μία περιοχή του γονιδίου Μ, η

οποία επιβεβαίωσε την  παρουσία του εν λόγω ιού. Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε

απομόνωση του ιού στην ευαίσθητη για το ιό κυτταρική σειρά MDCK. Η ανάπτυξη του

ιού στα κύτταρα επιβεβαιώθηκε τόσο με τη δοκιμασία της αιμοσυγκόλλησης,
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χρησιμοποιώντας ερυθρά αιμοσφαίρια ινδόρνιθας, όσο και με τη χρήση της RT-PCR για

το γονίδιο Μ. Η τυποποίηση των στελεχών ως υπότυπος Η3Ν8 πραγματοποιήθηκε με τη

χρήση αντιδράσεων RT-PCR ειδικών για τμήματα των γονιδίων Η3 και Ν8. Ειδικά ζεύγη

εκκινητών σχεδιάστηκαν για την ανίχνευση τμημάτων των γονιδίων ΝΡ, ΡΑ, ΡΒ1, ΡΒ2

και ΝS του Η3Ν8. Έτσι, με τον προσδιορισμό της νουκλεοτιδικκής αλληλουχίας

τμημάτων όλων των γονιδίων έλαβε χώρα η μοριακή και φυλογενετική ανάλυση των

στελεχών που απομονώθηκαν, οι οποίες επιβεβαίωσαν ότι τα Ελληνικά στελέχη ήταν ιοί

γρίπης ιπποειδών Η3Ν8. Επίσης, διαπιστώθηκε ότι τα Ελληνικά στελέχη προέκυψαν από

ανασυνδυασμό γενετικά διαφορετικών στελεχών του ιού Η3Ν8, καθώς ως προς την

αιμοσυγκολλητίνη τους προσομοίαζαν με στελέχη που απομονώθηκαν τη δεκαετία του

1990 στην Ευρώπη, ενώ ως προς τα υπόλοιπα γονίδια προσομοίαζαν με πιο πρόσφατα

στελέχη που απομονώθηκαν την τελευταία δεκαετία (2000-2010) στην Ευρώπη  και στην

Ασία. Επομένως, τα αποτελέσματά μας αποδεικνύουν ότι πληροφορίες για την

προέλευση ή και την παθογόνο δράση των στελεχών Η3Ν8 μπορούν να δώσουν όχι μόνο

ο χαρακτηρισμός του γονιδίου της αιμοσυγκολλητίνης (ΗΑ), στον οποίο περιορίζονταν

μέχρι σήμερα οι περισσότερες μελέτες, αλλά και η μοριακή και φυλογενετική ανάλυση

και των υπόλοιπων γονιδίων. Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης ενισχύουν τη

θεωρία ότι κάποια στελέχη που βρίσκονται σε κατάσταση «εξελικτικής στάσης»

συνεχίζουν να κυκλοφορούν ανάμεσα στους πληθυσμούς των ιπποειδών. Επομένως η

αναδιάταξη τέτοιων στελεχών με άλλα συν-κυκλοφορούντα είναι πολύ πιθανή και ίσως

να αποτελεί νέα απειλή για τα ιπποειδή. Το γεγονός ότι στελέχη Η3Ν8 της γρίπης των

ιπποειδών έχουν απομονωθεί από χοίρους το 2005 και το 2006, αλλά και σκύλους την

περίοδο 2003-2008 υποδηλώνει ότι τα ιπποειδή ίσως να μην αποτελούν πια τον τελικό

ξενιστή αυτών των στελεχών.

Με την παρούσα έρευνα αναφέρεται για πρώτη φορά η απομόνωση του Η3Ν8 ιού

γρίπης των ιπποειδών στην Ελλάδα. H απομόνωση του εν λόγω αναδιαταγμένου

στελέχους και η μοριακή και η φυλογενετική ανάλυσή του αποτελούν χρήσιμο εργαλείο

τόσο για την προσπάθεια παρακολούθησης των εξελικτικών οδών του ιού της γρίπης των

ιπποειδών, όσο και για τον έλεγχο του νοσήματος.

Λέξεις κλειδιά: Γρίπη ιπποειδών, Η3Ν8, χαρακτηρισμός, Ελλάδα,
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B. ABSTRACT
Equine Influenza (EI) is an acute, highly contagious, respiratory disease of equine. The

causative agent of EI infections is a type A influenza virus, classified into the family

Orthomyxoviridae. Up to today two subtypes of EI are known, subtype 1 (H7N7) and

subtype 2 (H3N8). Subtype 1 has not been isolated since 1977, and is presumed that has

been replaced by the subtype 2, which is the causative agent of many recent outbreaks.

Antigenic drift of H3N8 viruses resulted in the divergence of strains into two distinct

evolutionary lineages, which co-circulate.

The high morbidity of equine influenza disease was demonstrated in all resent

widespread outbreaks all over the world. On the other hand, the mortality rate of

influenza disease in equids is generally low, unless secondary bacterial infections

occurred. Devastating economic loss of the disease in breeding and race animals

reinforced the importance of vaccination. Despite the extensive use of vaccines,

outbreaks of equine influenza continue to occur. In 2003 there were widespread

outbreaks of equine influenza among un-vaccinates and regularly vaccinated horses in

Europe and later all over the world, even regions that rarely report equine influenza

outbreaks.

The aim of the present study is isolation, molecular and phylogenetic analysis of the

Greek strains, from outbreaks in 2003 and 2007. 30 nasal swabs from horses with fever

and respiratory signs were used. Swabs were initially tested by a screening rapid test for

Influenza A (Directigen) and then by diagnostic RT-PCR for the M gene, and the

presence of influenza A virus was demonstrated. Isolation was succeeding in MDCK cell

line, which was confirmed by both haemmaglutination with turkey RBCs and RT-PCR.

RT-PCR with specific sets of primers for HAH3 and NAN8 was used for the

characterization of the strains, as well. Five primer pairs were designed during this study

in order to detect NP, PA, PB1, PB2 and NS genes of H3N8 viruses. Molecular analysis

confirmed that the Greek isolates were members of H3N8 equine influenza viruses. HA

sequences appeared to be more closely related to viruses isolated in Europe in early

1990s, but sequences of the other genes appeared to be more closely related to recent

isolates of the last decade in Europe and Asia, suggesting that reassortment had occurred.

Although, most studies up to date were limited to the HA characterization, our results
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suggest that sequencing of other genes, in addition to that encoding HA, is now being

increasingly interesting for investigating the origin or pathogenicity of equine influenza

viruses. These findings reinforce the “frozen evolution” theory, which describes strains

that show reduced amount of antigenic drift compared to the majority of circulating EIVs,

and continue to circulate among equines. Thus, reassortment of co-circulation of

genetically distinct strains may be threat to equine population. Further evidence that the

horse may not be a dead-end host has arisen from the characterisation of two viruses

isolated from pigs in 2005 and 2006 and dogs during 2003-2008.

For first time we report isolation of H3N8 equine influenza virus in Greece. In

addition, isolation, molecular and phylogenetic analysis of the reassorted strain as

presented in this study is a useful tool to investigate evolution pathways of H3N8 equine

influenza virus in order to control the outbreaks.

Key Words: Equine influenza, H3N8, molecular characterisation, Greece.
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Γ. ΜΕΡΟΣ ΠΡΩΤΟ
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ
ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ
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1. ΙΟΙ ΓΡΙΠΗΣ
1.1 ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ

Οι ιοί της γρίπης ανήκουν στην οικογένεια Orthomyxoviridae, η οποία περιλαμβάνει

πέντε γένη ιών, τα: Influenzavirus A, B και C, Thogotovirus και Isavirus (Palese et al.,

2007).

Oι ιοί των γενών Influenzavirus Α, Β και C διακρίνονται μεταξύ τους βάσει των

αντιγονικών διαφορών των πρωτεϊνών του νουκλεοκαψιδίου (ΝΡ) και του περιβλήματος

(M) (Palese et al., 2007). Επίσης, μπορούν να διαφοροποιηθούν ανάλογα με το είδος του

ξενιστή που προσβάλλουν και τον αριθμό των RNA γενωμικών τμημάτων που φέρουν

ως γενετικό υλικό. Οι ιοί τύπου Α προσβάλλουν “φυσικά” τον άνθρωπο, τα πτηνά, το

χοίρο, τα ιπποειδή και σπανιότερα κάποια άλλα θηλαστικά, όπως φώκιες και φάλαινες.

Οι ιοί τύπου Β προσβάλλουν τον άνθρωπο και τις φώκιες, ενώ αυτοί του τύπου C έχουν

απομονωθεί από άνθρωπο, σκύλο και χοίρο μέχρι σήμερα (Yuanji and Desselberger

1984, Webster et al., 1992). Το γένωμα των ιών τύπου Α και Β αποτελείται από οκτώ

τμήματα RNA (Ritchey et al., 1976, Palese et al., 2007), ενώ του τύπου C μόνο από εφτά

(Herrler and Klenk 1991).

Ο ιός της γρίπης των ιπποειδών (Equine influenza virus, ΕΙV) ανήκει στο γένος

Influenzavirus A, το οποίο ταξινομείται περαιτέρω σε υποτύπους ανάλογα με την

αντιγονικότητα των μορίων γλυκοπρωτεΐνης του περιβλήματος, δηλαδή της

αιμοσυγκολλητίνης (ΗΑ) και της νευραμινιδάσης (Neuraminidase, ΝΑ).  Μέχρι στιγμής

έχουν αναγνωριστεί 16 υπότυποι ΗΑ (Η1–Η16) και 9 υπότυποι ΝΑ (Ν1-Ν9) (Fouchier et

al., 2005) (Εικόνα 1). Κάθε ιός γρίπης Α έχει ένα Η και ένα Ν αντιγόνο. Το σύστημα της

ταξινόμησης που επικράτησε για τους Influenzavirus A περιλαμβάνει τον τύπο του ιού,

τον αρχικό ξενιστή του συγκεκριμένου τύπου, τη γεωγραφική τοποθεσία που

απομονώθηκε, τον αριθμό του στελέχους και το έτος της απομόνωσης ακολουθούμενο

από την αντιγονική περιγραφή των ΗΑ και ΝΑ (Wright, 2001). Για παράδειγμα, το Α/

swine/Iowa/15/30 (Η1Ν1) περιγράφει το 15ο στέλεχος της γρίπης Α που απομονώθηκε

στην Iowa το 1930 με υπότυπο Η1Ν1.

Αντιγονικοί υπότυποι δεν έχουν αναγνωριστεί για τους ιούς της γρίπης Β και C.
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Οι ιοί του γένους Thogotovirus (Thogoto και Dhori) φαίνεται ότι γενετικά,

μορφολογικά και βιοχημικά μοιράζονται κοινές ιδιότητες τόσο με τους ιούς της γρίπης,

όσο και με τον ιό της λοιμώδους αναιμίας του σολομού (Infectious Salmon Anemia

Virus), που ανήκει στο γένος Isavirus, με αποτέλεσμα και τα 5 γένη να κατατάσσονται

στην ίδια οικογένεια. Παρόλα αυτά τα είδη των ιών που ανήκουν στα διάφορα γένη

διαφέρουν, μεταξύ τους, αντιγονικά (Wright, 2001, Lamb et al., 2007).

Εικόνα 1. Οι υπότυποι ΗΑ (Η1–Η16) και ΝΑ (Ν1-Ν9) των ιών της γρίπης Α, που έχουν
απομονωθεί από άνθρωπο,  χοίρο, πτηνά και ιπποειδή.

1.2 ΜΟΡΦΟΛΟΓΙΑ ΚΑΙ ΔΟΜΗ ΤΩΝ ΙΩΝ ΤΗΣ ΓΡΙΠΗΣ
Οι ιοί της γρίπης Α έχουν πολυμορφική δομή και φέρουν περίβλημα. Το πλήρως

σχηματισμένο ιικό σωματίδιο είναι κατά κανόνα σφαιρικό, με διάμετρο περίπου 100 nm
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(Εικόνα 2). Παρόλα αυτά, αρκετά συχνά έχουν παρατηρηθεί με το ηλεκτρονικό

μικροσκόπιο και νηματοειδείς μορφές του σωματιδίου που μπορεί να φτάσουν και τα

300 nm. Το περίβλημα είναι λιποπρωτεΐνικής σύστασης. Αποτελείται, δηλαδή, από διπλή

στιβάδα λιπιδίων, που προέρχεται από την κυτταροπλασματική μεμβράνη του κύτταρου

ξενιστή, και από ιικές πρωτεΐνες. Στην επιφάνειά του υπάρχουν προεκβολές

(πεπλομερίδια ή άκανθες), μήκους περίπου 10-14 nm, που αντιπροσωπεύουν τις ιικές

γλυκοπρωτεΐνες HA και NA, σε αναλογία 4:1. Κάθε ιικό σωματίδιο φέρει περίπου 500

τέτοιες προεκβολές. Οι γλυκοπρωτεΐνες εμφανίζονται εξωτερικά κυλινδρικές, μήκους

13,5 nm και διαμέτρου 4 nm (Chu et al., 1949, Palese et al., 2007).

Εσωτερικά του περιβλήματος βρίσκεται η βασική μεμβράνη (matrix), που αποτελείται

από δύο πρωτεΐνες (Μ1, Μ2), οι οποίες  συμμετέχουν στη δομή του περιβλήματος. Η

θεμέλια πρωτεΐνη Μ1, σχετίζεται με τη ριβονουκλεοπρωτεΐνη (RNP) (Nayak et al.,

2004). Ο πυρήνας περιέχει το σύμπλεγμα της ριβονουκλεοπρωτεΐνης (RNP complex),

που αποτελείται από το γενωμικό RNA, τις πολυμεράσες ΡΒ1, ΡΒ2 και ΡΑ και τη

νουκλεοπρωτεΐνη ΝΡ  (Compans et al., 1974, Palese et al.,  2007). Επιπλέον στο

εσωτερικό του ιού βρίσκεται και η πρωτεΐνη ΝΕΡ/ΝS2 (nuclear export protein/non

structural protein 2) (Richardson and Akkina 1991) (Εικόνα 2). Συνολικά τα ιικά

σωματίδια αποτελούνται κατά 1% από RNA, 5-8% από υδατάνθρακες, 20% από λιπίδια

και 70% από πρωτεΐνες.

Εξέχον χαρακτηριστικό των ιών της γρίπης είναι ότι το γένωμά τους αποτελείται από

τμήματα μονόκλωνου γραμμικού RNA αρνητικής πολικότητας (Frommhagen, et al.,

1959). Οι ιοί της γρίπης Α και Β έχουν οκτώ τμήματα RNA, ενώ εκείνοι της γρίπης C

έχουν εφτά. Το μήκος της νουκλεοτιδικής αλυσίδας καθενός από τα οκτώ τμήματα των

ιών της γρίπης Α  κυμαίνεται από 900 έως 2.350 νουκλεοτίδια, ενώ το συνολικό μοριακό

βάρος του RNA ανέρχεται σε 4,5×106 Da. Τα τρία μεγαλύτερα τμήματα κωδικοποιούν

για ισάριθμες πολυμεράσες, τα τρία ενδιάμεσα για τις γλυκοπρωτεΐνες επιφανείας ΗΑ

και ΝΑ και την νουκλεοπρωτεΐνη ΝΡ και τα δύο μικρότερα για τις πρωτεΐνες του

υποστρώματος (Μ1 και Μ2) και τις μη δομικές πρωτεΐνες (NS1 και NS2) (Noda et al.,

2006, Hutchinson et al., 2010).

Οι ιοί της γρίπης Β είναι πιο εύκολα διακριτοί στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σε σχέση

με εκείνους του τύπου Α. Η κύρια διαφορά είναι ότι οι ιοί τύπου Β έχουν  τέσσερις
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πρωτεΐνες που προβάλλουν στο περίβλημα, τις ΗΑ, ΝΑ, ΝΒ και ΒΜ2. Οι ιοί της γρίπης

C έχουν εξαγωνικό δικτυωτό σχήμα και σχηματίζουν ραβδωτές απολήξεις στην

επιφάνεια των μολυσμένων κυττάρων. Επίσης, έχουν μία επιπλέον γλυκοπρωτεΐνη, την

ΗΕF (hemagglutinin-sterase-fusion), η οποία συνδυάζει την λειτουργία των ΗΑ και ΝΑ.

Για το λόγο αυτό θεωρείται ότι ένα γενωμικό RNA τμήμα απουσιάζει (Wright, 2001).

Εικόνα 2. Το σωματίδιο του ιού της γρίπης τύπου Α.
Οκτώ τμήματα μονόκλωνου RNA αρνητικής πολικότητας συνθέτουν το γένωμα των ιών της γρίπης τύπου
Α. Το RNA μαζί με το σύμπλεγμα των πολυμερασών και του νουκλεοκαψιδίου σχηματίζει το σύμπλεγμα
RNP. Στο περίβλημα του σωματιδίου προβάλλουν τρεις πρωτεΐνες, οι ΗΑ, ΝΑ και Μ2. Η πρωτεΐνη Μ1,
που βρίσκεται στο εσωτερικό της λιπιδικής μεμβράνης αλληλεπιδρά με το ελικοειδές σύμπλεγμα RNP. Οι
πρωτεΐνες ΝS1 και NS2 είναι μη δομικές πρωτεΐνες και ο ρόλος τους δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί.
(http://www.pasteur.ac.ir/researchDepartment/flu/images/flu_structure.gif )

1.3 ΦΥΣΙΚΟΧΗΜΙΚΕΣ ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ ΤΩΝ ΙΩΝ ΤΗΣ ΓΡΙΠΗΣ
Οι ιοί της γρίπης είναι σχετικά ευαίσθητοι στο περιβάλλον. Παραμένουν όμως

προστατευμένοι όταν βρίσκονται μέσα σε οργανική ουσία, όπως είναι οι ρινικές

εκκρίσεις και τα κόπρανα, και έτσι αυξάνεται η αντίστασή τους στη φυσική και χημική

αδρανοποίησή τους. Ειδικότερα συνθήκες ψύχους ή υγρασίας ευνοούν τη μακρόχρονη
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επιβίωσή τους στο περιβάλλον. Για αυτό και οι ιοί της γρίπης επιβιώνουν στην υγρή

κόπρο το χειμώνα για 105 ημέρες και στα κόπρανα για 30-35 ημέρες στους +4 οC ή για

7 ημέρες στους +20 οC. Σε συνθήκες in vitro όλοι οι ιοί της γρίπης είναι αρκετά

ανθεκτικοί όταν διατηρούνται μέσα σε πρωτεϊνούχα διαλύματα, ενώ για τη μακροχρόνια

διατήρησή τους οι μέθοδοι που συνιστώνται περιλαμβάνουν την κατάψυξή τους στους -

80 οC ή τη λυοφιλοποίησή τους. Οι ιοί που έχουν απομονωθεί σε εμβρυοφόρα αβγά

μπορούν να διατηρηθούν για αρκετές εβδομάδες στους +4 οC, χωρίς να μειώνεται η

μολυσματικότητά τους. Η αιμοσυγκολλητική τους δραστηριότητα, καθώς και η δράση

της νευραμινιδάσης μπορούν να παραμείνουν ενεργές ακόμη και όταν ο ιός πάψει να

είναι μολυσματικός (Lamb et al., 2007).

1.4 ΤΟ ΓΕΝΩΜΑ ΤΩΝ ΙΩΝ ΚΑΙ ΟΙ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΠΟΥ ΚΩΔΙΚΟΠΟΙΕΙ
Όπως έχει ήδη αναφερθεί οι ιοί της γρίπης τύπου Α και Β έχουν οκτώ τμήματα

γενωμικού RNA, ενώ της γρίπης C μόνο εφτά (McGeoch, et al., 1976, Palese and

Schulman 1976, Ritchey et al., 1976). Κάθε τμήμα RNA τόσο στο 3΄, όσο και στο 5΄

άκρο έχει ακολουθίες που δεν κωδικοποιούν (non-coding regions, NCR) πολυπεπτίδια

και συνορεύουν με τις περιοχές (Open Reading Frame, ORF) οι οποίες κωδικοποιούν μία

συγκεκριμένη ιική πρωτεΐνη. Στο 3΄ και 5΄άκρο κάθε περιοχής NCR υπάρχουν 12 και 13

νουκλεοτίδια, αντίστοιχα, που είναι συντηρημένα για όλους τους ιούς γρίπης τύπου Α

και συνοδεύουν ένα ειδικό για κάθε γονίδιο τμήμα (Robertson 1979, Desselberger et al.,

1980) (Εικόνα 3). Οι NCR περιοχές των οκτώ γενωμικών τμημάτων εμφανίζουν μερική

συμπληρωματικότητα μεταξύ τους με αποτέλεσμα να σχηματίζουν δευτεροταγείς δομές.

Θεωρείται ότι οι δομές αυτές είναι αναγνωριστικά σημεία για τη ρύθμιση της

μεταγραφής, αντιγραφής και μετάφρασης του ιικού RNA, καθώς και για την επιλογή των

κατάλληλων τμημάτων RNA για το σχηματισμό των απόγονων ιιιών σωματιδίων.

Παρόλο που δεν είναι πλήρως διευκρινισμένος ο ακριβής ρόλος τους, θεωρείται ότι

παίζουν σημαντικό ρόλο στην αναπαραγωγή του ιού (Pritlove et al., 1999, Leahy et al.,

2001, Leahy, Pritlove et al., 2001).
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Εικόνα 3. Σχηματική απεικόνιση των συντηρημένων άκρων των οκτώ γονιδίων της γρίπης.
Οι μη κωδικοποιές περιοχές των γονιδίων της γρίπης διαφέρουν μεταξύ τους, αλλά είναι χαρακτηριστικές
για κάθε γονίδιο (Hoffmann  et al., 2001).

Τα οκτώ τμήματα του γενωμικού RNA των ιών της γρίπης Α κωδικοποιούν 12

πρωτεΐνες, τις PB1, PB1-F2  (Chen et al., 2001), PB1 N40 (Wise et al., 2009), PB2 και

PA, HA, NP, NA, M1 και M2, NS1 και NEP/NS2 (Wright, 2001). Πιο αναλυτικά, τα τρία

μεγαλύτερα τμήματα RNAs κωδικοποιούν πολυμεράσες, το τέταρτο την ΗΑ, ενώ το

πέμπτο και το έκτο τμήμα την NP και NA αντίστοιχα. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι

οι ιοί της γρίπης Α έχουν δύο μικρότερα σε μέγεθος RNAs – το έβδομο και όγδοο τμήμα,

δηλαδή τα γονίδια Μ και ΝS αντίστοιχα – καθένα από τα οποία περιέχει δύο

αλληλεπικαλυπτόμενα ORFs που με τη σειρά τους κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες Μ2/Μ1

και ΝΕΡ/ ΝS2 αντίστοιχα (Εικόνα 4).
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Εικόνα 4. Δομή του γενώματος του ιού της γρίπης Α και οι αντίστοιχες πρωτεΐνες που αυτό
κωδικοποιεί.

Oι γραμμές στην αρχή και στο τέλος αντιπροσωπεύουν τις NCR περιοχές, ενώ αναγράφεται το μέγεθος
κάθε τμήματος τόσο σε νουκλεοτίδια (δίπλα σε κάθε τμήμα) όσο και σε αμινοξέα (επάνω σε κάθε τμήμα).
Οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από κάθε τμήμα και ο ρόλος τους αναφέρονται δεξιά κάθε τμήματος
(Wright, 2001).

Η πρωτεΐνη ΡΒ2 κωδικοποιείται από το πρώτο τμήμα του RNA και έχει καίριο ρόλο

στην εκκίνηση της μεταγραφής του γενώματος σε mRNA. Συγκεκριμένα, αναγνωρίζει

και συνδέεται με το 5΄-μεθυλιωμένο άκρο των πρόδρομων mRNAs του κυττάρου

ξενιστή, τα οποία χρησιμοποιεί ο ιός ως εκκινητές για τη σύνθεση του ιικού mRNA

(Neumann et al., 2004). Επίσης, η εν λόγω πρωτεΐνη συμβάλλει και στον κύκλο

αναπαραγωγής του ιού. Μελέτες έδειξαν ότι ακόμη και μία μετάλλαξη ενός αμινοξέως

στο αμινοτελικό άκρο της μπορεί να οδηγήσει σε διαταραχή του κύκλου

πολλαπλασιασμού του ιού, ενώ δεν επηρεάζει τη μεταγραφή (Gastaminza et al., 2003).

Έχει διαπιστωθεί, επίσης, ότι το είδος του αμινοξέος στην θέση 627 της πρωτεΐνης ΡΒ2
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μπορεί να καθορίσει την παθογόνο δράση του ιού (Hatta et al., 2001) και την ειδικότητα

του ξενιστή (Subbarao et al., 1993).

Η πρωτεΐνη ΡΒ1 κωδικοποιείται από το δεύτερο τμήμα και έχει θέσεις σύνδεσης τόσο

για την ΡΒ2 όσο και για την ΡΑ πρωτεΐνη και επομένως αποτελεί το συνδετικό κρίκο για

το σχηματισμό του συμπλέγματος των πολυμερασών. Η ΡΒ1 είναι υπεύθυνη για την

αρχική ανάπτυξη και την επιμήκυνση κατά τη σύνθεση των ιϊκών mRNA, cRNA

(complementary RNA) και vRNA (viral RNA) (Gonzalez and Ortin, 1999). Επιπλέον

έχει δράση RNA- ενδονουκλεάσης και έτσι είναι υπεύθυνη για την παραγωγή του

κατάλληλου εκκινητή για τη σύνθεση του mRNA. Πρόσφατα, μία 11η πρωτεΐνη, η ΡΒ1-

F2, έχει βρεθεί ότι κωδικοποιείται από τους περισσότερους ιούς γρίπης τύπου Α. Πιο

συγκεκριμένα έχει βρεθεί ότι ένα ORF, διαφορετικό από εκείνο που κωδικοποιεί την

ΡΒ1, το οποίο βρίσκεται κοντά στο 5΄ άκρο του γονιδίου ΡΒ1 κωδικοποιεί το

πολυπεπτίδιο 87- αα-long-PB1-F2. Ο ρόλος της ΡΒ1-F2 σχετίζεται με τη διαδικασία της

απόπτωσης. Αλληλεπιδρά, δηλαδή, με τις μιτοχονδριακές πρωτεΐνες ANT3 και VDAC 1,

μεταβάλλοντας έτσι το δυναμικό της μεμβράνης του μιτοχονδρίου και τελικά προκαλεί

την απελευθέρωση του κυτοχρώματος C και την απόπτωση (Chanturiya et al., 2004).

Φαίνεται από τις μελέτες ότι η εν λόγω πρωτεΐνη είναι «πρόσθετη» καθώς αρκετά

στελέχη των ιών της γρίπης τύπου Α που απομονώθηκαν τόσο από ανθρώπους, όσο και

από ζώα υπολείπονται της συγκεκριμένης περιοχής ORF που την κωδικοποιεί. Ίδια ή

παρόμοια πρωτεΐνη δεν έχει βρεθεί στους ιούς τύπου Β και C (Wright, 2001, Lamb et al.,

2007). Πρόσφατα έχει αναφερθεί ότι μία τρίτη πρωτεΐνη, η ΡΒ1-Ν40, κωδικοποιείται

από το δεύτερο τμήμα του RNA (Wise et al., 2009). Παρόλο που ο ρόλος της δεν είναι

πλήρως διευκρινισμένος, φαίνεται ότι αλληλεπιδρά με την ΡΒ2 πρωτεΐνη, καθώς και το

σύμπλεγμα των πολυμερασών . Σημαντικό είναι το γεγονός ότι οι τρείς πρωτεϊνες του

δεύτερου τμήματος φαίνεται να είναι αλληλένδετες. Η αφαίρεση της PB1-F2 προκαλεί

την απορύθμιση της παραγωγής της ΡΒ1-Ν40, ενώ η περικοπή της μετά το κωδικόνιο 8

σε συνδυασμός με μετάλλαξη της ΡΒ1 στη θέση 40 (Μ40Ι), πραρεμποδίζουν την

παραγωγή της ΡΒ1-Ν40. Ωστόσο, η απουσία της ΡΒ1-Ν40 δεν φαίνεται να επηρεάζει

την βιωσιμότητα του ιού, αλλά είναι επιζήμια για τον πολλάπλασιαμό του (Wise et al.,

2009).
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Το τρίτο γενωμικό τμήμα του RNA, κωδικοποιεί την πρωτεΐνη ΡΑ, η οποία είναι το

τρίτο τμήμα του RNA- εξαρτώμενου συμπλέγματος των πολυμερασών (ΡΒ1, ΡΒ2 και

ΡΑ). Ο ρόλος της ΡΑ δεν έχει αποσαφηνιστεί, παρόλα αυτά μεταλλάξεις στην

αλληλουχία της επηρεάζουν τόσο τη μεταγραφή όσο και τον πολλαπλασιασμό του ιού,

υποδεικνύοντας ότι έχει κάποιο ρόλο και στις δύο αυτές διαδικασίες (Neumann et al.,

2004). Επιπλέον, η ΡΑ θεωρείται ότι έχει και πρωτεολυτική δραστηριότητα (Sanz-

Ezquerro et al., 1995).

Η γλυκοπρωτεΐνη αιμοσυγκολλητίνη (ΗΑ) κωδικοποιείται από το τέταρτο τμήμα του

ιικού RNA και αποτελείται από τρία πανομοιότυπα μέρη, σχηματίζοντας έτσι ένα

τριμερές μόριο. Το τελευταίο περιέχει δύο πολυπεπτίδια (ΗΑ1 και ΗΑ2) που

προκύπτουν μετά από πρωτεολυτική διάσπαση ενός πρόδρομου ΗΑ0 πολυπετιδίου. Η

διάσπαση του  ΗΑ0 επιτυγχάνεται με πρωτεολυτικά ένζυμα που παράγονται από το

κύτταρο-ξενιστή και αποτελεί προϋπόθεση προκειμένου ο ιός να καταστεί λοιμογόνος.

Το τριμερές μόριο της ΗΑ σχηματίζει μία σφαιρική κεφαλή στο ένα άκρο του και ένα

μίσχο στο άλλο (Copeland et al., 1986). Η κεφαλή αποτελείται αποκλειστικά από το

πολυπεπτίδιο ΗΑ1 και περιέχει τόσο τις θέσεις σύνδεσης με τους  υποδοχείς του

κυττάρου ξενιστή όσο και τις αντιγονικές περιοχές. Ο μίσχος αποτελείται κυρίως από το

πολυπεπτίδιο ΗΑ2 και μερικώς από το ΗΑ1. Το ΗΑ2 πολυπεπτίδιο περιέχει ένα τμήμα

που παρουσιάζει μεγάλη συντηρητικότητα ανάμεσα στους ιούς της γρίπης τύπου Α, το

οποίο συμμετέχει ουσιαστικά στη διαδικασία σύντηξης της ΗΑ (Cross et al., 2001). Ο

κύριος ρόλος της ΗΑ είναι η σύνδεση του ιικού σωματιδίου με τους υποδοχείς σιαλικού

οξέως του κυττάρου-ξενιστή (McCauley, 1983). Έχει βρεθεί ότι η θέση συγκεκριμένων

αμινοξέων μπορεί να καθορίσει τόσο την ειδικότητα των υποδοχέων όσο και τη

μετάδοση το ιού ανάμεσα σε διάφορα είδη ξενιστών (Matrosovich et al., 1999). Μετά τη

σύνδεσή της με τους υποδοχείς του κυττάρου-ξενιστή, η ΗΑ ρυθμίζει τη συγχώνευση της

κυτταρικής μεμβράνης με εκείνη του ιικού σωματιδίου, με αποτέλεσμα την

απελευθέρωση του γενετικού υλικού στο κυτταρόπλασμα.

Η πρωτεΐνη ΝΡ κωδικοποιείται από το πέμπτο τμήμα του ιικού RNA. Είναι βασική

δομική πρωτεΐνη, η οποία συνδέεται με το νέο-παραγόμενο ιικό RNA (vRNA)

προκειμένου να συντεθούν τα συμπλέγματα της ριβονουκλεοπρωτεΐνης (RNP) των νέων

ιικών σωματιδίων. Η ΝΡ επειδή αλληλεπιδρά με την κυτταρική πρωτεΐνη-μεταφορέα
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καρυοφερίνη α, παίζει σημαντικό ρόλο και στη μεταφορά των νέων αυτών RNP από το

κυτταρόπλασμα στον πυρήνα (Melen et al., 2003). Όπως έχει ήδη αναφερθεί η πρωτεΐνη

ΝΡ είναι άλλη μία πρωτεΐνη ειδική του τύπου του ιού της γρίπης και κύριος στόχος του

ανοσοποιητικού συστήματος του ξενιστή (Yewdell et al., 1985).

Η δεύτερη σημαντικότερη πρωτεΐνη του περιβλήματος του ιικού σωματιδίου είναι η

γλυκοπρωτεΐνη νευραμινιδάση (ΝΑ), η οποία κωδικοποιείται από το έκτο τμήμα του

ιικού RNA. Η αντιγονικότητα της ΝΑ είναι επίσης σημαντική, συμβάλλουσα στον

καθορισμό των υποτύπων του ιού. Όπως και η γλυκοπρωτεΐνη ΗΑ, η ΝΑ φέρει στην

αλληλουχία της περιοχές με έντονη παραλλακτικότητα, οι οποίες θεωρούνται αντιγονικές

θέσεις-στόχοι του ανοσοποιητικού συστήματος του ξενιστή (Gulati et al., 2002). Η

άκανθα της ΝΑ, όπως προβάλλει στο περίβλημα του ιικού σωματιδίου, είναι ένα

τετραμερές, που συντίθεται από τέσσερα ομοιόμορφα μονομερή. Εμφανίζει

μανιταροειδή μορφή, αποτελούμενη από ένα βραχύ μίσχο στη βάση και μία κυβοειδή

κεφαλή. Η κεφαλή κάθε μονομερούς έχει μία ενεργή θέση, η οποία αποτελείται από μία

αλληλουχία συντηρημένων αμινοξέων και γύρω από αυτή εντοπίζονται οι αντιγονικές

θέσεις της ΝΑ (Gamblin et al., 2010).  Στο σύνολό της η άκανθα της ΝΑ διαθέτει

τέσσερις ενεργές θέσεις (Wright, 2001). Η ΝΑ δρα στο τέλος του αναπαραγωγικού

κύκλου του ιού, καθώς διευκολύνει την απελευθέρωση των ιικών σωματιδίων από τα

μολυσμένα κύτταρα κατά τη διαδικασία της εκβλάστησης. Παρεμποδίζει τόσο την

αυτοσυγκόλληση των νέων ιικών σωματιδίων όσο και την επαναπροσρόφησής τους στο

ήδη μολυσμένο κύτταρο, δρώντας στα σημεία σύνδεσης της ιικής αιμοσυγκολλητίνης

(ΗΑ) με τους κυτταρικούς υποδοχείς, απομακρύνοντας τις ρίζες του σιαλικού οξέος

(Palese et al., 1974, Palese and Compans 1976). Αντισώματα κατά της ΝΑ

παρεμποδίζουν τη δράση της, οπότε δεν καταστρέφονται οι υποδοχείς του σιαλικού

οξέως και έτσι περιορίζεται η λοίμωξη (Gamblin et al., 2010). Τελευταία, θεωρείται ότι η

εν λόγω πρωτεΐνη έχει κάποιο ρόλο και στα αρχικά στάδια της μόλυνσης, αφού

διευκολύνει την είσοδο του ιού στο κύτταρο (Matrosovich et al., 2004) και καθυστερεί τη

δράση των ενδοσωμάτων (Suzuki et al., 2005).

Το έβδομο τμήμα του ιικού RNA κωδικοποιεί τις πρωτεΐνες της βασικής μεμβράνης,

Μ1 και Μ2. Όπως έχει αναφερθεί, η πρωτεΐνη Μ1 βρίσκεται εσωτερικά της λιπιδικής

στιβάδας του περιβλήματος του ιού και αλληλεπιδρά τόσο με τις ριβονουκλεοπρωτεΐνες
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RNP όσο και με τη μη δομική πρωτεΐνη NEP/NS2, ρυθμίζοντας έτσι την έξοδο των νέων

RNP από τον πυρήνα του κυττάρου-ξενιστή στο κυτταρόπλασμα (Ma et al., 2001).

Επιπλέον, η Μ1 έχει τη δυνατότητα να συνδέεται με τις ΗΑ, ΝΑ και RNPς, παίζοντας

έτσι βασικό ρόλο στη συγκρότηση και στην εκβλάστηση των νέων ιικών σωματιδίων

(Gomez-Puertas et al., 2000, Latham and Galarza 2001). Η πρωτεΐνη Μ2 είναι η τρίτη

πρωτεΐνη του περιβλήματος των ιών της γρίπης τύπου Α, μαζί με τις ΗΑ και ΝΑ. Δρα ως

δίαυλος ανταλλαγής ιόντων, επιτρέποντας την εισροή πρωτονίων από τα ενδοσώματα

στο εσωτερικό των ιικών σωματιδίων, με αποτέλεσμα τον διαχωρισμό του συμπλέγματος

RNP και την ολοκλήρωση της διαδικασίας έκδυσης του ιού κατά το πρώτο στάδιο

πολλαπλασιασμού του (Bron et al., 1993, Wharton et al., 1994, Schnell and Chou 2008).

Δεδομένου ότι η αλληλουχία της πρωτεΐνης Μ2 είναι σχετικά συντηρημένη αποτελεί

στόχο μελέτης τόσο για την παρασκευή εμβολίων, όσο και για την ανίχνευση του ιού

(Fiers et al., 2004).

Τέλος, υπάρχουν και οι μη δομικές πρωτεΐνες NS1 και NS2/NEP, που

κωδικοποιούνται από διαφορετικά ORFs του όγδοου τμήματος του γενωμικού RNA των

ιών της γρίπης Α. Η ΝS1 παράγεται σε μεγάλες ποσότητες στα προσβεβλημένα κύτταρα.

Της προσδίδουν λειτουργία ανταγωνιστή ιντερφερόνης, η οποία επιτρέπει τον

πολλαπλασιασμό του ιού και έχει ρόλο κλειδί στη δυνατότητα των ιών της γρίπης να

ξεφεύγουν τους μηχανισμούς άμυνας του ξενιστή (Garcia-Sastre, 2001). Επίσης, η

πρωτεΐνη NS1 συμβάλλει με ποικίλες δραστηριότητες τόσο στον πολλαπλασιασμό όσο

και στη μολυσματικότητα του ιού. Η πρωτεΐνη NEP/NS2, φαίνεται ότι εμπλέκεται, μαζί

με την Μ1, στην έξοδο των νέων RNP από τον πυρήνα, παρόλο που ο ρόλος της δεν

είναι πλήρως αποσαφηνισμένος (O'Neill et al., 1998, Halet al., 2008).

Οι ιοί της γρίπης Β έχουν γένωμα που αποτελείται και αυτό από οκτώ τμήματα RNAs

και δομικά είναι παρόμοιο με εκείνο των ιών της γρίπης Α. Παρατηρούνται, όμως, οι

εξής διαφορές: α) το έβδομο τμήμα RNA των ιών της γρίπης Β, δηλαδή το γονίδιο Μ,

περιέχει μία τριπλέτα λήξης που είναι κοινή με την τριπλέτα έναρξης για την Μ2

πρωτεΐνη και β) οι περιοχές που δεν κωδικοποιούν πρωτεΐνες είναι μεγαλύτερες σε μήκος

σε σχέση με τις αντίστοιχες του γενώματος των ιών της γρίπης Α (Wright, 2001).

Στους ιούς της γρίπης C (επτά τμήματα RNA), τα τρία μεγαλύτερα τμήματα του RNA

κωδικοποιούν πολυμεράσες, εκ των οποίων οι δύο πρώτες, ΡΒ1 και ΡΒ2, είναι ομόλογες
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με τις αντίστοιχες των ιών της γρίπης Α και Β, ενώ η τρίτη πολυμεράση που

κωδικοποιείται από το γονίδιο P3, διαφέρει. Το τέταρτο γενωμικό τμήμα κωδικοποιεί την

ΗΕF πρωτεΐνη, η οποία συνδυάζει περισσότερους ρόλους από εκείνους που

αναφέρθηκαν για την ΗΑ των ιών της γρίπης Α. Εκτός από το ρόλο που έχει κατά τη

σύνδεση του ιού με τους υποδοχείς (Ηemagglutination) και τη σύντηξη με την κυτταρική

μεβράνη (Fusion), διευκολύνει την έκδυσή του καθώς έχει δράση εστεράσης (Esterase).

Η νουκλεοπρωτεΐνη κωδικοποιείται από το πέμπτο τμήμα του γενώματος, ενώ το έκτο

τμήμα κωδικοποιεί την Μ πρωτεΐνη. Τέλος, το έβδομο τμήμα του γενωμικού RNA

κωδικοποιεί την ΝS1 πρωτεΐνη, που μέσω ενός τμηματικού mRNA συνθέτει την

NEP/NS2 (Wright, 2001).

Από άποψη εξέλιξης, οι ιοί όλων των τύπων γρίπης φαίνεται ότι έχουν κοινό πρόγονο.

Φυλογενετικές αναλύσεις βασισμένες στο μόριο της αιμοσυγκολλητίνης, έδειξαν ότι οι

ιοί της γρίπης Α και Β διαφοροποιήθηκαν μεταξύ τους πιο πρόσφατα σε σχέση με τους

ιούς της γρίπης C. Οι ιοί της γρίπης Α φαίνεται ότι διαφοροποιήθηκαν πριν από 2.000

χρόνια, ενώ εκείνοι της γρίπης Β και C πριν από 4.000 και 8.000 χρόνια, αντίστοιχα

(Wright, 2001).

1.5 ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ- ΑΝΤΙΤΥΠΩΣΗ ΤΩΝ ΙΩΝ ΤΗΣ ΓΡΙΠΗΣ
Το πρώτο βήμα για τη μόλυνση και τον πολλαπλασιασμό του ιού, είναι η προσρόφησή

του σε ειδικούς υποδοχείς της κυτταροπλασματικής μεμβράνης (σιαλικά οξέα) του

κυττάρου ξενιστή (Skehel and Wiley, 2000). Η αιμοσυγκολλητίνη είναι η περιοχή

διαμέσου της οποίας ο ιός συνδέεται με τους κυτταρικούς υποδοχείς, ενώ η

νευραμινιδάση διασπά τον υποδοχέα και παίζει ρόλο στην απελευθέρωση του ιού από τα

προσβληθέντα κύτταρα, αφού λάβει χώρα ο πολλαπλασιασμός αυτού. Ο κύκλος ζωής

του ιού της γρίπης περιλαμβάνει τα εξής στάδια: α) την προσρόφηση του ιού στο

κύτταρο-ξενιστή, β) την είσοδο του ιού στο κύτταρο και την έκδυση του ιικού

γενώματος, γ) τη μεταγραφή του ιικού γενώματος σε mRNA, δ) τη μετάφραση του

mRNA, ε) την αντιτύπωση του ιικού RNA, στ) τη μορφογένεση και η) την έξοδο του ιού

από το κύτταρο-ξενιστή (Wright 2007). Στην Εικόνα 5 απεικονίζεται ο τρόπος

πολλαπλασιασμού του ιού της γρίπης όπως αυτός έχει καταγραφεί μετά από μελέτη του

κυρίως σε κυτταροκαλλιέργειες.
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Εικόνα 5. Σχηματική απεικόνιση του πολλαπλασιασμού του ιού της γρίπης.
Μετά τη σύνδεση του ιού σε ειδικούς υποδοχείς της κυτταροπλασματικής μεμβράνης ο ιός εισέρχεται στο

κύτταρο με το μηχανισμό της ενδοκύττωσης. Το χαμηλό pH στο εσωτερικό του κυττάρου ενεργοποιεί την

έκδυση του ιού και την απελευθέρωση του RNA. Νέες πρωτεΐνες συνθέτονται από το mRNA του ιού. Το

ιικό γένωμα (vRNA) πολλαπλασιάζεται μέσω ενός ενδιάμεσου cRNA, θετικής πολικότητας. Οι νέες αυτές

ιικές ριβονουκλεοπρωτεΐνες απελευθερώνονται από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα του κυττάρου ξενιστή

και στη συνέχεια αφού σχηματίσουν περίβλημα αποσπώντας μέρος της κυτταροπλασματικής μεμβράνης

του κυττάρου ξενιστή απελευθερώνονται ως νέα ιικά σωματίδια. (http://www.reactome.org)

Τα ιικά σωματίδια, αμέσως μετά την προσρόφηση, χρησιμοποιούν το μηχανισμό της

ενδοκύττωσης προκειμένου να εισέλθουν στο κύτταρο ξενιστή, όπως συμβαίνει με

σχεδόν όλους τους ιούς που φέρουν περίβλημα. Η ενδοκύττωση διεγείρεται κατά την

προσρόφηση των ιικών μορίων ΗΑ στα κατάλληλα μόρια σιαλικού οξέος της κυτταρικής

μεμβράνης, και έχει ως αποτέλεσμα το σχηματισμό ενδοσωματίου που περικλείει το ιικό
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σωματίδιο και το μεταφέρει στο κυτταρόπλασμα. Τα μόρια ΗΑ του ιού παρουσιάζουν

ειδικότητα ως προς τη σύνδεση με τους υποδοχείς του κυττάρου κάθε ξενιστή,

δεδομένου ότι διαφορετικά μόρια ΗΑ αναγνωρίζουν διαφορετικά σιαλικά οξέα στην

άκρη των υποδοχέων. Η ειδικότητα του υποδοχέα των ιών της γρίπης έχει πολύ

σημαντικό ρόλο τόσο για τη μόλυνση και τον πολλαπλασιασμό, όσο και για την

επιζωοτιολογία / επιδημιολογία των ιών της γρίπης και για αυτό το λόγο αναλύεται

παρακάτω (Tasleem, 2009).

Το όξινο περιβάλλον που προσφέρει το ενδοσωμάτιο προκαλεί διαρθρωτικές αλλαγές

στη δομή της πρωτεΐνης ΗΑ, η οποία διαχωρίζεται και επιδέχεται αλλαγές στο

αμινοτελικό άκρο του μορίου ΗΑ2. Έτσι επιτυγχάνεται η σύντηξη της ιικής με την

ενδοσωματική μεμβράνη (Stegmann, 2000). Στην όλη διαδικασία της έκδυσης συμβάλλει

και η παρουσία της Μ2 πρωτεΐνης, η οποία αποτελεί δίαυλο ανταλλαγής ιόντων. Μέσω

των καναλιών αυτών ιόντα Η+ εισέρχονται από τα ενδοσωμάτια στο εσωτερικό του ιικού

καψιδίου, με αποτέλεσμα την αποσύνδεση της πρωτεΐνης Μ1 από το σύμπλεγμα του

RNP και τελικά την απελευθέρωση του RNP του ιού στο κυτταρόπλασμα (Matlin et al.,

1991). Πειράματα έδειξαν ότι η διαδικασία της έκδυσης μπορεί να παρεμποδιστεί είτε

δεσμεύοντας τους διαύλους ιόντων, χρησιμοποιώντας ουσίες όπως η αμανταδίνη, είτε

αλλάζοντας το όξινο pΗ του ενδοσωματίου. Στην πλειοψηφία τους οι ιοί της γρίπης

φαίνεται ότι χρειάζονται 25 min για την είσοδό τους στο κύτταρο-ξενιστή και 10 min

αργότερα τα συμπλέγματα-RNP εντοπίζονται στον πυρήνα αυτού. Επομένως, η όλη

διαδικασία της εισόδου και της έκδυσης λαμβάνει χώρα σε περίπου 35 min. H

απελευθέρωση του ιικού γενώματος στο κυτταρόπλασμα και η μεταφορά του στον

πυρήνα του κυττάρου ξενιστή, σηματοδοτούν την έναρξη τη μεταγραφικής

δραστηριότητας του ιού (Wright, 2001).

Χαρακτηριστικό του κύκλου της ζωής των ιών της γρίπης, που είναι ασυνήθιστο για

τους RNA ιούς, είναι η εξάρτηση που αυτός δείχνει στις λειτουργίες του πυρήνα του

κυττάρου ξενιστή. Ολόκληρη η διαδικασία της σύνθεσης του ιικού RNA λαμβάνει χώρα

στον πυρήνα του κυττάρου ξενιστή, αλλά και η διαδικασία μεταφοράς ιικού γενώματος

μέσα και έξω από τον πυρήνα συνδέεται στενά με τις λειτουργίες του πυρήνα. Και τα 8

τμήματα που αποτελούν το ιικό γένωμα ποτέ δεν απαντώνται ως «γυμνό» RNA, αλλά

σχηματίζουν συμπλέγματα RNP. Η κύρια πρωτεΐνη του συμπλέγματος αυτού είναι η ΝΡ,
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η οποία περιβάλλει το RNA. Οι υπόλοιπες πρωτεΐνες είναι οι τρεις πολυμεράσες ΡΒ1,

ΡΒ2 και ΡΑ. Όλες οι πρωτεΐνες του συμπλέγματος RNP έχουν κάποιες ειδικές θέσεις,

που αναφέρονται ως NLS (Nuclear Localization Signals) και παρεμβαίνουν στο

μηχανισμό εισόδου στον πυρήνα (Herz et al., 1981, Wright, 2001).

Όπως έχει ήδη αναφερθεί οι ιοί της γρίπης είναι RNA-ιοί με μονόκλωνη αλυσίδα

αρνητικής πολικότητας, που περιέχουν τις περισσότερες αλλά όχι όλες τις απαιτούμενες

πρωτεΐνες για τον πολλαπλασιασμό του ιού μέσα στο κύτταρο-ξενιστή. Το ιικό RNA

(vRNA), που πλέον έχει εισέλθει στον πυρήνα του κυττάρου ξενιστή, χρησιμοποιείται ως

εκμαγείο τόσο για την αντιγραφή σε θετικής πολικότητας RNA, δηλαδή cRNA

(complementary RNA), όσο και για τη μεταγραφή του σε mRNA (messanger RNA)

(Mikulasova et al., 2000). Η σύνθεση του mRNA απαιτεί τόσο την πολυμεράση ΙΙ όσο

και το RNA του κυττάρου ξενιστή, ως πηγή εκκινητών, οι οποίοι ενεργοποιούνται από

τις ιικές ενδονουκλεάσες. Μία ενδονουκλεάση αρχίζει να τεμαχίζει τμήματα των 10-13

νουκλεοτιδίων από το 5΄-μεθυλιωμένο άκρο του RNA του κυττάρου, κατά προτίμηση

εκεί όπου υπάρχει πουρίνη, έτσι ώστε το ιικό RNA να μπορεί να προσαρμοστεί και να

συνδεθεί με τις θέσεις των εκκινητών του κυτταρικού RNA. Το mRNA αρχίζει να

συντίθεται μέχρι να φτάσει στην τερματική ακολουθία και ένα μόριο poly-A προστίθεται

στο 3΄άκρο της νέο-συντεθείσας αλυσίδας (Wright, 2001).

Από τις πρωτεΐνες του ιού, οι ΝΡ και NS1 είναι αυτές που παράγονται πρώτες μετά

την απέκδυση του ιού και προάγουν τον πολλαπλασιασμό του (Hay et al., 1977). Η

μετανάστευση των νέων αυτών πρωτεϊνών από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα,

πυροδοτεί το τέλος της σύνθεσης του mRNA και την έναρξη της σύνθεσης του cRNA. Η

πρωτεΐνη NS1 παρεμβαίνοντας στο αμυντικό σύστημα του ξενιστή, δεσμεύει τις αντι -

ιικές κυτταροκίνες και έτσι εξασφαλίζει τη συνέχιση του πολλαπλασιασμού του ιού

(Hale et al., 2008).

Τα νέα ιικά RNAs περιβάλλονται από τις πρωτεΐνες ΝΡ, σχηματίζοντας έτσι

συμπλέγματα RNPς, και λειτουργούν ως εκμαγεία για τη μεταγραφή των ιικών mRNAs

και τη μετάφρασή των υπόλοιπων ιικών πρωτεϊνών (O'Neill et al., 1998, Whittaker and

Helenius 1998). Η σύνδεση της πρωτεΐνης Μ1 με τα συμπλέγματα RNPs και η

αλληλεπίδραση με τις νέες ιικές πρωτεΐνες HA, NA και M2 σηματοδοτεί το τέλος της

διαδικασίας της μετάφρασης και μεταγραφής, ενώ παράλληλα οδηγεί στη συγκέντρωση
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και μεταφορά των ιικών προϊόντων από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα (Martin &

Helenius, 1991, Compans et al., 1974).

Η εκβλάστηση των νέων ιικών σωματιδίων λαμβάνει χώρα δια μέσου του τμήματος

της κυτταροπλασματικής μεμβράνης όπου έχουν ενσωματωθεί οι πρωτεΐνες ΗΑ, ΝΑ και

Μ2, αποκτώντας έτσι και το λιπιδικό τμήμα του περιβλήματός τους (Nayak et al., 2004).

1.6 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΤΩΝ ΙΩΝ ΤΗΣ ΓΡΙΠΗΣ
Οι ιοί της γρίπης αρχικά καλλιεργήθηκαν σε εμβρυοφόρα αυγά όρνιθας. Η μέθοδος

αυτή συνεχίζει ακόμα και σήμερα να είναι η μέθοδος επιλογής σε αρκετές περιπτώσεις,

όπως όταν απαιτείται παραγωγή μεγάλης ποσότητας ιού για την παρασκευή εμβολίων.

Για την απομόνωση των ιών της γρίπης Α των πτηνών και των ιπποειδών

ενοφθαλμίζονται εμβρυοφόρα αυγά όρνιθας, ηλικίας 10 έως 11 ημερών, στην

αλλαντοϊκή κοιλότητα, και επωάζονται στους 33-37 οC για δύο έως τρεις ημέρες. Ιοί της

γρίπης του ανθρώπου έχουν απομονωθεί από κλινικά δείγματα μετά από ενοφθαλμισμό

στην αλλαντοϊκή ή αμνιακή κοιλότητα εμβρυοφόρων αυγών όρνιθας και επώαση στους

33-34 οC. Οι ιοί της γρίπης C έχουν απομονωθεί μετά από πενταήμερη επώαση

εμβρυοφόρων αυγών,  ηλικίας 7 έως 8 ημερών, που ενοφθαλμίστηκαν στην αμνιακή –

και όχι στην αλλαντοϊκή- κοιλότητα.

Για δεκαετίες οι φαρμακοβιομηχανίες στήριζαν την παραγωγή των εμβολίων στην

καλλιέργεια των στελεχών της γρίπης σε εμβρυοφόρα αυγά (Gerdil, 2003). H ανάπτυξη

των κυτταροκαλλιεργειών για την καλλιέργεια των ιών της γρίπης ήταν επιτακτική

ανάγκη για τους εξής λόγους : α) της δυσκολίας στην άμεση διάθεση μεγάλης ποσότητας

εμβρυοφόρων αυγών για την παραγωγή εμβολίων σε μία πανδημία, β) της αποφυγής

προβλημάτων που προκύπτουν από τα εμβόλια που έχουν παραχθεί από στελέχη

καλλιεργημένα σε εμβρυοφόρα αυγά, όπως για παράδειγμα, αλλεργικές αντιδράσεις

λόγω αλβουμίνης, και γ) διότι παρατηρήθηκε ότι μετά από πολλές διόδους του ιού σε

εμβρυοφόρα αυγά υπήρξαν μεταλλάξεις στο μόριο της ΗΑ, με αποτέλεσμα ο ιός που είχε

απομονωθεί μετά από τις διόδους να είναι αντιγονικά διαφορετικός σε σχέση με εκείνον

που υπήρχε στο κλινικό δείγμα (Alymova et al, 1998, Kistner 1999, Tree et al., 2001).

Η κυτταρική σειρά MDCK (Madin- Darby canine kidney) έχει αποδειχτεί ότι είναι η

καταλληλότερη συνεχής κυτταρική σειρά (η πλέον ευαίσθητη) για την απομόνωση των
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ιών γρίπης Α και Β, καθώς αυτοί μπορούν να αναπτυχθούν πιο γρήγορα (2 ημέρες

νωρίτερα) σε σχέση με την κυτταρική σειρά Vero (African green monkey kidney) (Youli

et al., 2004, Correia et al., 1999). Οι κυτταρικές σειρές έχουν πλέον χρησιμοποιηθεί και

για την παραγωγή εμβολίων (Alymova, et al., 1998, Kistner et al., 1998, Tree et al.,

2001).

O ιός δεν προκαλεί ιδιαίτερες κυτταροπαθολογικές αλλοιώσεις και το μόνο που

μπορεί να χαρακτηριστεί ως τέτοιο είναι η απόπτωση. Ο χρόνος εμφάνισης του

κυτταροπαθογόνου αποτελέσματος εξαρτάται από τη λοιμογόνο δύναμη του ιού και

ποικίλει από 3 έως 7 ημέρες. Πιθανόν να μην είναι εμφανές το κυτταροπαθογόνο

αποτέλεσμα από τον πρώτο ενοφθαλμισμό του ιού στα κύτταρα, για αυτό το λόγο πρέπει

να ακολουθήσει 2η και 3η «τυφλή» δίοδος.

1.7 ΕΙΔΙΚΟΤΗΤΑ ΥΠΟΔΟΧΕΑ
Όπως έχει ήδη αναφερθεί η αιμοσυγκολλητίνη του ιού της γρίπης είναι μία

γλυκοπρωτεΐνη του περιβλήματος, η οποία ευθύνεται για την αναγνώριση των ειδικών

υποδοχέων (Receptor Binding Domain, RBD) στην επιφάνεια του κυττάρου ξενιστή και

την προσκόλληση του ιικού σωματιδίου στο κύτταρο, ενώ παράλληλα σχετίζεται άμεσα

με την ποικιλομορφία των στελεχών της γρίπης.

Παρόλο που όλοι οι ιοί της γρίπης αναγνωρίζουν στις RBD θέσεις ολιγοσακχαρίτες,

που έχουν στο τελικό τους άκρο σιαλικό οξύ (SA), η ειδικότητα του μορίου της ΗΑ σε

σχέση με αυτούς διαφέρει. Για παράδειγμα, στα ιπποειδή και στα πτηνά το μόριο ΗΑ

αναγνωρίζει το σιαλικό οξύ-α2,3-γαλακτικό (SA-α2,3-Gal) δεσμό ως θέση σύνδεσης με

τους υποδοχείς των επιθηλιακών κυττάρων της τραχείας της αναπνευστικής οδού, ενώ οι

ιοί της γρίπης του ανθρώπου δείχνουν προτίμηση στο SA-α2,6-Gal δεσμό (Suzuki et al.,

2000, Mikhail et al., 2006). Τόσο η ποσότητα όσο και το είδος των σιαλικών οξέων [Ν-

ακετυλονευραμινικό oξύ (NeuAc) και Ν- γλυκοζαμινικό οξύ, (NeuGc)], που υπάρχουν

στα επιθηλιακά κύτταρα του ξενιστή, ποικίλει στα διάφορα είδη ζώων και παίζει

σημαντικό ρόλο στο φραγμό του είδους των ιών της γρίπης. Για παράδειγμα, ένας ιός

γρίπης με ΗΑ που αναγνωρίζει  υποδοχέα με σιαλικό οξύ NeuAc-α2,6Gal και όχι

NeuAc-α2,3Gal ή NeuGc-α2,3Gal δεν μπορεί να πολλαπλασιαστεί στους ίππους.

Αντίθετα, αν το ΗΑ μόριο αναγνωρίζει το σιαλικό οξύ NeuGc-α2,3Gal τότε μπορεί να
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εισέλθει και να πολλαπλασιαστεί στα επιθηλιακά  κύτταρα της τραχείας του ίππου,

καθώς το εν λόγω σιαλικό οξύ είναι κυρίαρχο στο ζωικό αυτό είδος (περίπου 97% του

συνόλου των σιαλικών οξέων) (Suzuki et al., 2000, Suzuki et al., 1985), ενώ αποτελεί

λιγότερο και από το 0,1% στους ανθρώπινους ιστούς (Rogers et al., 1983). Για το λόγο

αυτό δεν έχουν αναφερθεί μέχρι και σήμερα περιστατικά μετάδοσης ιού γρίπης από

ιπποειδή σε άνθρωπο.

Τα επιθηλιακά κύτταρα της  τραχείας των χοίρων φέρουν και τους δύο τύπους

σιαλικών οξέων και για αυτό οι χοίροι θεωρούνται ως δεξαμενή γενετικών

ανασυνδυασμών των ιών της γρίπης (Ιto et al., 1998). Για τον ίδιο λόγο οι χοίροι έχουν

μολυνθεί από ιούς της γρίπης των πτηνών, οι οποίοι αναγνωρίζουν τόσο το SAα2,3Gal

όσο και το SAα2,6Gal (Kida et al., 1994).  Αυτή η μελέτη, έδωσε έμφαση στο ρόλο που

παίζει στη μετάδοση του ιού της γρίπης στα διάφορα είδη ζώων το είδος και το ποσοστό

των κατάλληλων υποδοχέων στα επιθηλιακά κύτταρα του ξενιστή.

Εντούτοις, γεννάται το ερώτημα γιατί υπήρξε μετάδοση του ιού της γρίπης Η5Ν1 από

τα πτηνά στους ανθρώπους για πρώτη φορά στο Hong Kong το 1997, εφόσον οι

υποδοχείς στα επιθηλιακά κύτταρα των πτηνών και των ανθρώπων είναι διαφορετικοί

(Claas et al., 1998, Matrosovich et al., 1999). Φαίνεται λοιπόν ότι η ειδικότητα του

μορίου ΗΑ του ιού ως προς τους υποδοχείς εξαρτάται από τον συνδυασμό των

υποδοχέων και του συγκεκριμένου στελέχους του ιού. Στους ίππους για παράδειγμα, η

ικανότητα του ιού να αναγνωρίζει τους ειδικούς υποδοχείς σύνδεσης στο κύτταρο είναι

ζωτικής σημασίας για τον πολλαπλασιασμό του ιού, ενώ αντίθετα στους ανθρώπους

φαίνεται ότι η αναγνώριση των κατάλληλων υποδοχέων δεν σχετίζεται με τον

πολλαπλασιασμό του ιού (Suzuki et al., 2000).  Επιπλέον, φαίνεται ότι οι ιοί έχουν την

ικανότητα να προσαρμόζονται στο ξενιστή με σημειακές μεταλλάξεις στα σημεία

σύνδεσης υποδοχέα - ΗΑ ιού. Σε μία μελέτη που έγινε στο στέλεχος που προκάλεσε την

πανδημία της γρίπης το 1918, υποστηρίζεται ότι υπήρξε μια σημειακή μετάλλαξη

(Asp190Glu) στο σημείο σύνδεσης με τους υποδοχείς, η οποία μείωσε την ικανότητα

σύνδεσης του ιού στο SA-α2,6 δεσμό, ενώ μία δεύτερη σημειακή μετάλλαξη

(Asp225Gly) αύξησε την ικανότητα σύνδεσής του με τον α2,3-SA υποδοχέα. Έτσι, οι

δύο αυτές σημειακές μεταλλάξεις επηρέασαν την ικανότητα του ιού να συνδέεται με
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τους υποδοχείς του ξενιστή και επομένως επηρέασαν την εξέλιξη του ιού (Gamblin et

al., 2004).

1.8 ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΠΟΙΚΙΛΟΜΟΡΦΙΑ ΚΑΙ ΕΞΕΛΙΞΗ ΤΩΝ ΙΩΝ
Παρόλο που οι ιοί της γρίπης έχουν μικρού μεγέθους γένωμα, το οποίο μάλιστα

αποτελείται από μικρό σύνολο γονιδίων, παρουσιάζουν μεγάλη ποικιλομορφία. Το

γεγονός αυτό γίνεται αντιληπτό από τις μεγάλες αντιγονικές τους διαφορές, τις διαφορές

στη λοιμογόνο τους δύναμη, καθώς και από τις γενετικές τους διαφορές. Αυτή η γενετική

ποικιλομορφία είναι δυνατό να προκύψει μέσα από διάφορους μηχανισμούς, όπως η

ανταλλακτική ανακατάταξη, η αντιγονική παρέκλιση (antigenic drift) και η αντιγονική

μετάπτωση (antigenic shift) (Webster et al.,1992).

1) Ανταλλακτική Ανακατάταξη: Ο μηχανισμός της ανταλλακτικής ανακατάταξης

οδηγεί στην πρόκληση μεταλλάξεων που μπορεί να έχουν σημαντικό ρόλο στην

επιβίωση νέων ιικών σωματιδίων, ιδιαίτερα κάτω από συνθήκες επιλογής. Στους ιούς της

γρίπης Α, η ανταλλακτική ανακατάταξη μπορεί να συμβεί κατά τη διάρκεια του

πολλαπλασιασμού του ιού αν η RNA πολυμεράση χρησιμοποιήσει ως εκμαγείο

αντιγραφής του ιικού RNA τμήμα RNA ενός άλλου ιού γρίπης Α, που έχει μολύνει το

ίδιο κύτταρο, ή κατά την επανένωση των κατατμημένων τμημάτων των νουκλεϊκών

οξέων των δύο ιών. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αυτού του μηχανισμού είναι η

μετάλλαξη δύο χαμηλής λοιμογόνου δύναμης ιών γρίπης των πτηνών, σε υψηλής

λοιμογόνου δύναμης ιούς, μετά την προσθήκη 21 νουκλεοτιδίων του Μ γονιδίου (Bowes

et al., 2004, Hirst et al., 2004, Pasick et al., 2005) ή 30 νουκλεοτιδίων του ΝΡ γονιδίου

(Suarez et al., 2004) στο ΗΑ γονίδιο. Η ανταλλακτική ανακατάταξη γονιδίων μεταξύ δύο

διαφορετικών ιών γρίπης τύπου Α, αν και δεν είναι συχνό φαινόμενο έχει αναφερθεί

(Rohde and Scholtissek 1980).

2) Αντιγονική παρέκλιση: H συσσώρευση σημειακών μεταλλάξεων, δηλαδή

απαλοιφών και προσθηκών στο γένωμα, αποτελούν τον κύριο μηχανισμό γενετικής

ποικιλομορφίας των ιών της γρίπης (Wright, 2001). Εξαιτίας της υψηλής συχνότητας

σφαλμάτων - 1 ανά 10 βάσεις- των RNA πολυμερασών και της έλλειψης του

διορθωτικού μηχανισμού σε κάθε κύκλο αντιγραφής (Holland et al., 1982, Steinhauer and

Holland 1987) προκύπτουν μεταλλαγμένα ιικά σωματίδια που κάποια μπορεί να μην είναι
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βιώσιμα και κάποια να περιέχουν μεταλλάξεις χρήσιμες για την περεταίρω εξέλιξη του

ιού (Webster et al., 1992). Αυτές οι σημειακές μεταλλάξεις συχνά οδηγούν σε

αντικαταστάσεις νουκλεοτιδίων, αλλά και αμινοξέων με αποτέλεσμα την αλλαγή στην

αντιγονικότητα των πρωτεϊνών ΗΑ και ΝΑ των στελεχών του ιού (Wright, 2001). Έτσι,

με την αλλαγή της αντιγονικότητας των πρωτεϊνών ΗΑ και ΝΑ, τα αντισώματα του

ξενιστή που προέρχονται από εμβολιασμό ή παλαιότερη λοίμωξη, δεν είναι πλέον ειδικά

κατά του ιού (Webster et al., 1992). Συνήθως κάθε στέλεχος του ιού της γρίπης Α

κυριαρχεί 2 έως 5 έτη πριν αντικατασταθεί από κάποιο άλλο.

3) Αντιγονική μετάπτωση: Ο μηχανισμός της αντιγονικής μετάπτωσης περιλαμβάνει

την ανταλλαγή γενετικού υλικού μεταξύ δύο διαφορετικών ιών γρίπης που έχουν μολύνει

το κύτταρο ξενιστή (Εικόνα 6). Η αντιγονική μετάπτωση έχει αναφερθεί για όλους του

τύπους της γρίπης, αλλά δεν έχει παρατηρηθεί μεταξύ ιών που ανήκουν σε δύο

διαφορετικούς τύπους γρίπης (Wright, 2001). Τα στελέχη που προκύπτουν μετά την

αντιγονική μετάπτωση είναι ανοσολογικά διαφορετικά από τα πατρογονικά στελέχη,

καθώς περιέχουν διαφορετικές, ως προς την αντιγονικότητά τους, πρωτεΐνες. Επομένως

είναι δυνατόν στελέχη που έχουν προκύψει από αντιγονική μετάπτωση να παρουσιάζουν

έντονη λοιμογόνο δύναμη και να προκαλούν πανδημίες, επηρεάζοντας κυρίως

«παρθένους» ανοσολογικά οργανισμούς (Wright, 2001). Χαρακτηριστικό παράδειγμα του

μηχανισμού της αντιγονικής μετάπτωσης, είναι το στέλεχος Η1Ν1, που προκάλεσε την

τελευταία πανδημία γρίπης το 2009, το οποίο προέκυψε από αντιγονική μετάπτωση των

στελεχών Η3Ν2 (Αμερικανικό στέλεχος χοίρου) και Η1Ν2 (Ευρωπαϊκό στέλεχος

χοίρου). Συγκεκριμένα, το γένωμα του νέου στελέχους αποτελούνταν από τα γονίδια

ΡΒ2 και ΡΑ του Αμερικάνικου στελέχους του ιού της γρίπης των πτηνών, το γονίδιο ΡΒ1

του ιού Η3Ν2 που προσβάλει τον άνθρωπο, τα γονίδια ΗΑ, ΝΡ, ΝS του στελέχους της

γρίπης του χοίρου και τα γονίδια ΝΑ και Μ του ιού της γρίπης του χοίρου του

Ευρωπαϊκού κλάδου (Neumann et al., 2009). Παρόμοιο παράδειγμα αντιγονικής

μετάπτωσης αποτελεί και το Ευρωπαϊκής προέλευσης NS γονίδιο του στελέχους

A/eq/Lincolnshire/1/06, το οποίο χαρακτηρίζεται ως Αμερικανικό, βάση της

φυλογενετικής ανάλυσης της ΗΑ πρωτεΐνης του (Bryant et al., 2009).
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Εικόνα 6. Αντιγονική μετάπτωση. Ανταλλαγή γενετικού υλικού μεταξύ δύο ή περισσότερων συγγενών
ιών

(Wright, 2001)

Η γενετική ποικιλομορφία των ιών της γρίπης συμβάλει στην πρόκληση ενζωοτιών

ή/και πανδημιών, δεδομένου ότι μπορούν να διαφεύγουν την ανοσολογική απάντηση του

ξενιστή. Οι αντιγονικές διαφοροποιήσεις καθιστούν τη διάγνωση δυσκολότερη και την

ανάπτυξη εμβολίων προβληματική. Τα εμβόλια που εφαρμόζονται ετησίως στον

ανθρώπινο πληθυσμό περιέχουν τα στελέχη της γρίπης που απομονώθηκαν από άτομα

που νόσησαν το προηγούμενο έτος, ενώ στα ζώα τα εμβόλια συνήθως περιέχουν τον

κύριο υπότυπο που μολύνει το αντίστοιχο είδος ζώου, με αποτέλεσμα πολλές φορές ο

εμβολιασμός να μην προσφέρει προστασία έναντι των στελεχών που μολύνουν τους

αντίστοιχους πληθυσμούς τη δεδομένη στιγμή. Η ταυτόχρονη κυκλοφορία διαφορετικών

στελεχών ανάμεσα στους πληθυσμούς έχει ως αποτέλεσμα τη συχνή αποτυχία των

εμβολιακών σχημάτων (Webster et al., 1992, Wright, 2001).

Οι φυλογενετικές αναλύσεις, σε συνδυασμό με το γεγονός ότι όλοι οι γνωστοί

υπότυποι ΗΑ και ΝΑ των ιών της γρίπης Α έχουν απομονωθεί από πτηνά, οδήγησαν στο

συμπέρασμα ότι όλοι οι τύποι ιών γρίπης Α που έχουν προκαλέσει λοίμωξη σε

θηλαστικά προήλθαν από τα πτηνά (Webster et al., 1992, Wright, 2001) (Εικόνα 7).

Τόσο σε επίπεδο νουκλεοτιδίων, όσο και σε επίπεδο αμινοξέων οι ιοί της γρίπης Α στον

πληθυσμό των άγριων πτηνών φαίνεται ότι δεν έχουν έντονο εξελικτικό ρυθμό (Gorman,
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Bean et al., 1990). Αυτό συνηγορεί στο γεγονός ότι ο ιός έχει προσαρμοστεί πλήρως

στον ξενιστή του και τα άγρια πτηνά (κυρίως υδρόβια), τα οποία αποτελούν τη φυσική

αποθήκη των ιών της γρίπης Α στη φύση. Οι ιοί της γρίπης Α του ανθρώπου δεν

παρουσιάζουν τον ίδιο εξελικτικό ρυθμό σε όλα τα τμήματα του RNA τους. Για

παράδειγμα, το γονίδιο ΗΑ μεταλλάσσεται με γρηγορότερο ρυθμό από ότι τα γονίδια

PB1, PB2, PA, NP και M. Επίσης, η αναλογία των σιωπηλών προς τις ολικές

μεταλλάξεις, η οποία λαμβάνει χώρα στα διάφορα τμήματα του RNA, διαφέρει

σημαντικά ανάμεσα στα γονίδια. Για παράδειγμα, οι μεταλλάξεις που γίνονται στο

γονίδιο ΗΑ επιτρέπουν στον ιό να «ξεγελά» το αμυντικό σύστημα του ξενιστή. Το

γονίδιο ΡΒ2 δεν σχετίζεται τόσο με την ανοσολογική απάντηση του ξενιστή, με

αποτέλεσμα οι μεταλλάξεις που συμβαίνουν σε αυτό να χαρακτηρίζονται ως επί το

πλείστον σιωπηλές. Το Η3 ΗΑ γονίδιο, που έχει απομονωθεί από τον άνθρωπο, έχει

διαπιστωθεί ότι παρουσιάζει μεταλλάξεις με ρυθμό 4 x 10-3 αντικαταστάσεις

νουκλεοτιδίων ανά έτος και 5 x 10-3 αλλαγές αμινοξέων ανά έτος. Δεδομένου ότι αυτές οι

μεταλλάξεις λαμβάνουν χώρα στις αντιγονικές θέσεις της επιφάνειας της πρωτεΐνης ΗΑ,

τα εμβόλια που κυκλοφορούν θα πρέπει να ανανεώνονται σε τακτά χρονικά διαστήματα

(Webster et al., 1992, Wright 2007). Φυλογενετικές αναλύσεις έδειξαν ότι οι τυπικοί ιοί

της γρίπης του ανθρώπου και των χοίρων έχουν κοινό πρόγονο (Gorman et al., 1991),

ενώ οι ιοί της γρίπης των πτηνών διαχωρίζονται σε δύο βασικούς κλάδους, έναν

Αμερικανικό και έναν Ευρωασιατικό (Donis et al., 1989). Αυτό συνεπάγεται ότι τα είδη

που αποτελούν τους ξενιστές των στελεχών που ανήκουν στους δύο κλάδους παίζουν

σημαντικό ρόλο στην εξέλιξη των γονιδίων των ιών της γρίπης.
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Εικόνα 7. Η αποθήκη των ιών της γρίπης Α.
Θεωρείται ότι τα άγρια πτηνά αποτελούν τη δεξαμενή του ιού γρίπης Α στη φύση. Ο ιός έχει μεταδοθεί

από τις άγριες πάπιες τόσο σε άλλα είδη πτηνών όσο και σε θηλαστικά (Webster,et al., 1992)

Ανάμεσα στους ιούς της γρίπης Α, Β και C υπάρχουν σημαντικές διαφορές στον

ρυθμό εξέλιξης. Οι ιοί της γρίπης Β τυπικά μολύνουν τον άνθρωπο, αλλά έχουν

απομονωθεί και από φώκιες. Οι ιοί της γρίπης C έχουν απομονωθεί από ανθρώπους,

χοίρους και σκύλους. Και οι δύο όμως τύποι εξελίσσονται βραδύτερα σε σχέση με τον

τύπο Α. Οι ιοί της γρίπης Α του ανθρώπου παρουσιάζουν γραμμική εξέλιξη, δηλαδή  ένα

στέλεχος προσβάλει κάθε φορά τον ανθρώπινο πληθυσμό και δεν παρατηρείται συχνά

πανδημία λόγω ταυτόχρονης προσβολής από διαφορετικά στελέχη. Αντίθετα, η εξέλιξη

τόσο των ιών της γρίπης Β όσο και C χαρακτηρίζεται από ταυτόχρονη συνύπαρξη

διαφορετικών αντιγονικά και γενετικά στελεχών στον ανθρώπινο πληθυσμό και για

εκτεταμένο χρονικό διάστημα (Wright 2007).
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2. ΓΡΙΠΗ ΙΠΠΟΕΙΔΩΝ (Equine Influenza, EI)
Η γρίπη των ιπποειδών οφείλεται σε ιό της γρίπης τύπου Α. Τα ιπποειδή αποτελούν

έναν από τους τρεις κύριους ξενιστές των ιών της γρίπης Α στα θηλαστικά, ενώ οι άλλοι

δύο είναι οι χοίροι και ο άνθρωπος (Mumford, 1998). Ο πυρετός, ο βήχας, η κατάπτωση

και το ρινικό έκκριμα είναι τα πιο συχνά συμπτώματα της νόσου, θάνατοι όμως

αναφέρονται σπάνια, εκτός των περιπτώσεων δευτερογενούς επιπλοκής.

Αναγνωρίστηκε ως ασθένεια για πρώτη φορά το 1956, όταν είχε ξεσπάσει ενζωοτία

στον πληθυσμό των ίππων στην Ανατολική Ευρώπη (Sovinova, 1958). Από τότε μέχρι

σήμερα έχουν απομονωθεί 2 αντιγονικοί τύποι. Ο πρώτος, ο Α/Εquine1, με αντιγονικό

τύπο Η7Ν7 απομονώθηκε στην Τσεχοσλοβακία το 1956 και ταυτοποιήθηκε ως A/

Equine/1/1Prague/1956 (Sovinova, 1958) και ο δεύτερος, ο A/Equine2, απομονώθηκε

στις ΗΠΑ, έχει αντιγονικό τύπο Η3Ν8 και ταυτοποιήθηκε ως A/Equine/2/ Miami/1963

(Waddell et al., 1963). Αν και η τελευταία επίσημα επιβεβαιωμένη ενζωοτία γρίπης

ιπποειδών από τον υπότυπο 1 αναφέρθηκε το 1979, συνεχίζονται οι αναφορές, όπου σε

μη εμβολιασμένους ίππους ανιχνεύονται αντισώματα κατά του Η7. Αυτό οδηγεί στο

συμπέρασμα ότι ίσως ο εν λόγω υπότυπος συνεχίζει να κυκλοφορεί στους πληθυσμούς

σε υποκλινική μορφή για αυτό και δεν έχει προκαλέσει κάποια ενζωοτία τα τελευταία

χρόνια (Webster, 1993). Ο υπότυπος 2 προκάλεσε μεγάλες ενζωοτίες στις ΗΠΑ. Το

πρωτότυπο στέλεχος του ιού του υπότυπου 2, A/Equine/2/ Miami/1963, θεωρείται ότι

προήλθε από μολυσμένους ίππους που είχαν εισαχθεί στη Φλόριντα από την Αργεντινή

(Scholtens, 1964). Δεν παρατηρείται καμία διασταυρούμενη αντίδραση μεταξύ των δύο

υπότυπων και επομένως στην περίπτωση φυσικής μόλυνσης ή εμβολιασμού δεν υπάρχει

«διασταυρούμενη» ανοσία.

Λόγω των σημαντικών οικονομικών επιπτώσεων που έχει η γρίπη των ιπποειδών στην

διοργάνωση αγώνων και διαγωνισμών, η μεταφορά των ζώων διέπεται από κανόνες

εμβολιασμού και καραντίνας. Παρόλα αυτά συνεχώς νέα στελέχη του ιού - και πιο

συγκεκριμένα τα τελευταία χρόνια του υπότυπου 2- φαίνεται ότι προκαλούν ενζωοτίες σε

όλο τον κόσμο, σε εμβολιασμένους  και μη πληθυσμούς ίππων (Daly et al., 1996,

Newton et al., 2006).
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2.1 Παθογένεια

Από την νόσο προσβάλλονται ζώα όλων των ηλικιών. Ιδιαίτερα ευπαθή είναι τα νεαρά

ιπποειδή (μέχρι 2 ετών), τα εξασθενημένα, τα καταπονημένα (stress) και τα υπερήλικα.

Τα ευαίσθητα ζώα μολύνονται με την εισπνοή μολυσμένων μικροσταγονιδίων. Ο χρόνος

επώασης είναι σχετικά βραχύς (1-3 ημέρες).

Ο ιός, με τα μικροσταγονιδία, εισέρχεται στην αναπνευστική οδό και εγκαθίσταται στο

βλεννογόνο της πρόσθιας και οπόσθιας αναπνευστικής οδού. Αν ο ιός εισέλθει σε

μεγάλη δόση είναι ικανός να διαπεράσει το βλεννογόνο και να προσβάλλει τα κροσσωτά

κυλινδρικά επιθηλιακά κύτταρα. Πολλαπλασιάζεται στα προσβεβλημένα κύτταρα σε

διάστημα 4-6 ημερών, μετά από το οποίο απελευθερώνεται από αυτά και προσβάλει τα

παρακείμενα κύτταρα. Με τον τρόπο αυτό, η μόλυνση μεταδίδεται από τις αρχικά λίγες

εστίες σε μεγάλο αριθμό κυττάρων του αναπνευστικού συστήματος προκαλώντας

υπεραιμία, οίδημα, νέκρωση, εστιακή διάβρωση του βλεννογόνου και διήθηση της

περιοχής από ουδετερόφιλα και πτώση των κροσσών σε μεγάλη έκταση του

αναπνευστικού επιθηλίου. Λιγότερο συχνά ο ιός προσβάλλει και άλλα κύτταρα της

αναπνευστικής οδού, όπως τα κυψελιδικά κύτταρα, τα κύτταρα των βλεννογονίων

αδένων και τα μακροφάγα (Wright, 2001).

Επομένως, η αναπνευστική οδός καθίσταται ευάλωτη στην είσοδο βακτηρίων ή άλλων

μολυσματικών παραγόντων. Οι κυριότερες δευτερογενείς λοιμώξεις, που έχουν

καταγραφεί αφορούν τα γένη Streptococcus spp, Pasteurella spp και Actinobacillus spp

(Τimoney, 1996).

Δεδομένου ότι η ιαιμία δεν είναι συχνό φαινόμενο, σπάνια ο ιός της γρίπης έχει

ανιχνευτεί σε εξωπνευμονικές θέσεις. Δυνητικά αν ο ιός μπει στην κυκλοφορία μπορεί

να προκαλέσει λοίμωξη στο μυοσκελετικό ή στο καρδιαγγειακό σύστημα, ακόμα και

εγκεφαλίτιδα. Υπάρχει μία αναφορά πρόκλησης εγκεφαλίτιδας από ιό της γρίπης σε δύο

ίππους στην Αγγλία κατά την ενζωοτία του 2003 (Daly et al., 2006). Ο παθογενετικός

μηχανισμός σύνδεσης του ιού της γρίπης με την εγκεφαλίτιδα δεν είναι γνωστός, αλλά

από αντίστοιχες μελέτες που έγιναν σε περιστατικά στον άνθρωπο θεωρείται ότι τα

υψηλά ποσοστά κυτταροκινών, ιντερλευκίνης IL-6 και του παράγοντα ΤNF (Τumor

Necrosis Factor) που παράγονται κατά την λοίμωξη στον ορό και στο εγκεφαλονωτιαίο

υγρό επηρεάζουν τον ξενιστή (Togashi et al., 2004, Hidaka et al., 2006).
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Σε πειραματική μόλυνση, η περίοδος επώασης της νόσου κυμαίνεται από 18-72 ώρες

(Quinlivan et al., 2004, Toulemonde et al., 2005, Bryant et al., 2010). Η σοβαρότητα της

νόσου σχετίζεται με την ποσότητα του ιού που έχει αποβληθεί με τις εκκρίσεις, επομένως

η ικανότητα του ιού να αναδιπλασιάζεται ενδέχεται να αποτελεί σημαντικό μηχανισμό

παθογένειας της νόσου. Επιπλέον, οι ίδιες πειραματικές μελέτες έδειξαν ότι τα στελέχη

που απομονώθηκαν το 1993 προκαλούν πιο ήπια συμπτωματολογία από εκείνα της

επιζωοτίας του 2003, παρόλο που ανήκουν στον ίδιο υπότυπο Η3Ν8 (Newton et al.,

2006). Οι ιοί του υπότυπου 2 του Ευρωασιατικού κλάδου προκαλούν πιο βαριά κλινική

εικόνα και παρουσιάζουν και τροπισμό στους πνεύμονες. Οι μελέτες απέδειξαν ότι η

παθογόνος δράση του ιού, καθώς και η κλινική εικόνα της λοίμωξης σχετίζονται με την

παραγωγή και απελευθέρωση κυτταροκινών, ιδιαίτερα των TNFa, INFa και IL-6, στις

αναπνευστικές εκκρίσεις και την κυκλοφορία (Wattrang et al., 2003).

2.2 Ανοσολογική Απάντηση

Η ανοσολογική αντίδραση του ξενιστή στην προσβολή από τον ιό της γρίπης

περιλαμβάνει τη σύνθετη αλληλεπίδραση χυμικής ανοσίας, παραγωγής τοπικών

αντισωμάτων, κυτταρικής ανοσίας, ιντερφερονών και άλλων παραγόντων άμυνας του

ξενιστή (Slater et al.,, 2000). Στην Εικόνα 8 απεικονίζονται οι μηχανισμοί χυμικής και

κυτταρικής ανοσίας στην περίπτωση προσβολής ιπποειδούς από τον ιό της γρίπης.
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Εικόνα 8. Ανοσολογική απάντηση του ξενιστή μετά την είσοδο του ιού της γρίπης των ιπποειδών στο
ρινικό βλεννογόνο για πρώτη φορά (Α) και σε περίπτωση επαναμόλυνσης (Β).

Η προσβολή των επιθηλιακών κυττάρων προκαλεί την παραγωγή των κυτταροκινών IFN και IL-6 . Τα

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (antigen presenting cells, APC) αλληλεπιδρούν με τα Β-και Τ-

λεμφοκύτταρα με σκοπό τη διέγερση των Β-κυττάρων προς παραγωγή ειδικών κατά του ιού αντισωμάτων

(IgA, IgG) , τόσο τοπικά στο βλεννογόνο, όσο και στον ορό , και των Τ-κυττάρων προς παραγωγή

κυτταροτοξικών Τ-λεμφοκυττάρων (CTL) που αναγνωρίζουν τα μολυσμένα με τον ιό κύτταρα και τα

καταστρέφουν. Στην περίπτωση της επαναμόλυνσης με τον ιό (Β) τα κυκλοφορούντα ειδικά αντισώματα

τον εξουδετερώνουν. Αν ο τίτλος αυτών των αντισωμάτων είναι χαμηλός και δεν επαρκεί για την

εξουδετέρωση του ιού τότε η παραγωγή τους επιταχύνεται είτε μέσω των κυττάρων μνήμης (M cells) είτε

μέσω του ίδιου μηχανισμού που περιγράφεται παραπάνω (Paillot et al., 2006).

Η μόλυνση των επιθηλιακών κυττάρων με τον ιό της γρίπης προκαλεί την τοπική

σύνθεση των κυτταροκινών IL-6 και IFN τύπου Ι (IFNα/β) (Wattrang et al., 2003). Η IL-

6 συμβάλει στην παραγωγή των ΙgA και συμμετέχει στη δράση των Β- και Τ-

λεμφοκυττάρων κατά τη λοίμωξη (Ramsay et al., 1994). H IFNα/β συμβάλλει στη δράση

των φυσικών κυτταροκτόνων κυττάρων (natural killer, NK) του ανοσοποιητικού

(Hannant and Mumford, 1989). Έχει αναφερθεί ότι η παραγωγή των κυτταροκινών IFN-

γ, IL-4 και IL-2 αυξάνεται τη 14η ημέρα μετά την πειραματική μόλυνση και θεωρείται

ότι παίζουν κάποιο ρόλο στην κυτταρική ανοσία, αλλά αυτός δεν είναι διευκρινισμένος

(Soboll et al., 2003).

Μελέτη έδειξε ότι ίπποι φυσικά μολυσμένοι με τον ιό της γρίπης, παρουσίαζαν

καλύτερη ανοσία σε σχέση με εμβολιασμένα ζώα. Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι ο τίτλος

των αντισωμάτων κατά της ΗΑ ήταν ανεξάρτητος της παρεχόμενης ανοσίας στην
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περίπτωση της φυσικής λοίμωξης, αλλά ήταν άμεσα συνδεδεμένος με την προστασία

στην περίπτωση του εμβολιασμού (Hannant et al., 1988, Slatre and Hannant, 2000). Τα

αντισώματα που κατευθύνονται κατά της αιμοσυγκολλητίνης, φαίνεται ότι είναι οι

σημαντικότεροι μεσολαβητές της χυμικής ανοσίας, ενώ τα αντισώματα κατά του

αντιγόνου ΝA περιορίζουν την μετάδοση του ιού και συντελούν στη μείωση της

διασποράς της λοίμωξης.

Πειραματική μόλυνση ίππων έδειξε ότι ο ιός προκαλεί την παραγωγή υψηλού τίτλου

ειδικών IgA, IgGa και IgGb αντισωμάτων, τόσο στον ορό όσο και τοπικά στο

βλεννογόνο, καθώς και IgΜ αντισωμάτων (Nelson et al., 1998). Ο τίτλος των τελευταίων

όμως «πέφτει» μετά από 50 ημέρες (Hannant et al., 1987). O τίτλος των IgA και IgGa /b

αντισωμάτων φαίνεται ότι φτάνει στο μέγιστο 7 έως 14 ημέρες μετά τη μόλυνση. Όμως,

δύο μήνες μετά τη μόλυνση μόνο το 20% των IgA ανιχνεύεται, ενώ ο τίτλος των IgGa /b

πέφτει δραματικά μετά από 15 μήνες.

Παρόλο, που στον άνθρωπο είναι γνωστοί οι μηχανισμοί της κυτταρικής ανοσίας που

παρεμποδίζουν τη λοίμωξη από τον ιό της γρίπης, στα ιπποειδή δεν είναι πλήρως

αποσαφηνισμένοι. Βασικό ρόλο στην ανοσολογική απάντηση του ίππου φαίνεται ότι

παίζουν τα μόρια του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (ΜΗC) τάξης Ι και τα

CD+8 κυτταροτοξικά Τ- λεμφοκύτταρα (Cytotoxic T Lymphocytes, CTL), τα οποία

προκαλούν λύση των προσβεβλημένων από τον ιό κυττάρων. Η έναρξη της

δραστηριότητας αυτών των κυττάρων έχει ανιχνευτεί 14 ημέρες μετά τη μόλυνση, ενώ

συνεχίζει η ανίχνευσή τους ακόμα και 6 μήνες μετά (Hannant et al., 1987, Hannant and

Mumford 1989). Έχει αποδειχτεί ότι σε περίπτωση δεύτερης λοίμωξης με τον ιό της

γρίπης αυξάνεται η δραστηριότητα αυτών των κυττάρων (Hannant et al., 1994). Αυτή η

παρατήρηση οδήγησε στην υπόθεση ότι η ανοσοπροστασία έναντι του ιού σε περίπτωση

φυσικής μόλυνσης συνοδεύεται από την παρουσία των CTL κυττάρων, όταν δεν

ανιχνεύονται αντισώματα, αν και η εν λόγω υπόθεση δεν έχει επιβεβαιωθεί σε ίππους

(Paillot et al., 2006).

Επίσης σημαντικό ρόλο στην ανοσία παίζει και η ετερογένεια των κυκλοφορούντων

στελεχών του ιού, αλλά και το γεγονός ότι τα μόρια ΗΑ και ΝΑ του ιού υπόκεινται σε

συχνές μεταλλάξεις (antigenic drift), με αποτέλεσμα το ανοσοποιητικό σύστημα του

ξενιστή να καθυστερεί στην παραγωγή των ειδικών αντισωμάτων (Daly et al., 2003). Δεν
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υπάρχει διασταυρούμενη ανοσία μεταξύ των δύο υποτύπων, Η7Ν7 και Η3Ν8, του ιού

της γρίπης των ιπποειδών (Wilson, 1993), αλλά και μεταξύ μερικών ετερόλογων

στελεχών του υποτύπου Η3Ν8 (Daly et al., 2004). Μετά από πειραματική μόλυνση

εμβολιασμένων πόνυ με στελέχη ομόλογα των εμβολιακών, η ανοσία διάρκεσε 32

εβδομάδες, ενώ φαίνεται ότι τα ζώα ήταν μερικώς προστατευμένα έναντι του ιού για

περίπου ένα χρόνο (Hannant et al., 1987).

2.3 Κλινική Εικόνα- Παθολογοανατομικές Αλλοιώσεις

Όλες οι ενζωοτίες των τελευταίων ετών σε εμβολιασμένα ή μη ζώα έχουν προκληθεί

από τον υπότυπο Α/Εqui2 (Η3Ν8). Ο ιός της γρίπης διασπείρεται πάρα πολύ γρήγορα σε

όλους τους ίππους που σταβλίζονται στον ίδιο χώρο, και επιπλέον είναι δυνατή η

μετάδοσή του ακόμα και σε ίππους που βρίσκονται σε άλλους στάβλους της ίδιας ή

άλλης περιοχής. Η γρήγορη εξάπλωση της νόσου αποτελεί πρόβλημα για την εκτροφή,

εντούτοις είναι ενδεικτική για τη διαφορική διάγνωση σε σχέση με τα υπόλοιπα

νοσήματα του αναπνευστικού των ιπποειδών.

Μετά από βραχεία επώαση του ιού για 1-2 ημέρες, εμφανίζεται πυρετός έως 41 οC που

συνοδεύεται από ξηρό βήχα, κατάπτωση και ρινικό έκκριμα. Ο ξηρός επίμονος βήχας

είναι χαρακτηριστικό σύμπτωμα της νόσου, προκαλείται λόγω της ρινοφαρυγγικής

συμφόρησης και μπορεί να διαρκέσει μέχρι και 3 εβδομάδες. Άλλα συχνά συμπτώματα,

που συνθέτουν την κλινική εικόνα της νόσου, είναι η επιπεφυκίτιδα, το οίδημα των

άκρων, η μυϊκή δυσκαμψία, η δύσπνοια και η ταχυκαρδία.

Η σοβαρότητα της κλινικής εικόνας που παρουσιάζει κάθε ζώο εξαρτάται από την

τυχόν βακτηριακή επιπλοκή, την ηλικία του ζώου, το ιστορικό του, το περιβάλλον στο

οποίο ζει καθώς και το εμβολιακό πρόγραμμα που ακολουθείται.

Το νόσημα είναι αυτοπεριοριζόμενο και η πλήρης ανάρρωση επέρχεται συνήθως σε 2-

3 εβδομάδες. Η θνησιμότητα είναι μηδαμινή, αλλά σε περιπτώσεις εγκύων φοράδων ο

παρατεταμένος πυρετός μπορεί να οδηγήσει σε αποβολές. Αν συμβεί βακτηριακή

επιμόλυνση η ανάρρωση μπορεί να διαρκέσει πολύ μεγαλύτερο χρονικό διάστημα και να

απαιτείται συστηματική θεραπευτική αγωγή, διότι στις περιπτώσεις αυτές

προσβάλλονται ακόμα και οι πνεύμονες, με αποτέλεσμα η βρογχοπνευμονίτιδα και η

πλευρίτιδα να είναι η κύρια κλινική εικόνα που παρουσιάζουν τέτοια ζώα.
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Τα συμπτώματα της νόσου χωρίς επιπλοκές μοιάζουν με εκείνα της

ρινοπνευμονίτιδας, της αρτηρίτιδας και των λοιμώξεων από αδενοϊούς ή ρινοϊούς.

Παρόλο που ο ιός της γρίπης παραδοσιακά προκαλεί αναπνευστικά συμπτώματα, κατά

την επιζωοτία του 2003 αναφέρονται για πρώτη φορά νευρολογικά συμπτώματα σε δύο

ανεμβολίαστους ίππους προσβεβλημένους από τον ιό (Daly et al., 2006). Κατά τη

νεκροψία του ενός περιστατικού διαπιστώθηκαν αλλοιώσεις ιογενούς, μη πυώδους

εγκεφαλίτιδας. Η παρουσία του ιού της γρίπης επιβεβαιώθηκε εργαστηριακά και στα δύο

περιστατικά, ενώ δεν ανιχνεύτηκε ερπητοϊός, συνηγορώντας έτσι στο συμπέρασμα ότι ο

ιός της γρίπης ενδέχεται να προκαλεί προσβολή του νευρικού συστήματος (Daly et al.,

2006). Αντίστοιχος συσχετισμός του ιού της γρίπης με εγκεφαλίτιδα / εγκεφαλοπάθεια

έχει περιγραφεί σε επιδημίες γρίπης στον άνθρωπο (Toovey, 2008, Hjalmarsson et al.,

2009).

Θάνατοι και συνεπώς παθολογοανατομικές αλλοιώσεις παρατηρούνται σε σπάνιες

περιπτώσεις βαριάς λοίμωξης ή/και σε αυτές που υπάρχουν δευτερογενείς επιπλοκές.

Οι μακροσκοπικές αλλοιώσεις που μπορεί να παρατηρηθούν είναι λαρυγγίτιδα,

τραχειίτιδα, εστιακές διαβρώσεις στο πρόσθιο αναπνευστικό σύστημα, βρογχίτιδα,

βρογχιολίτιδα, διάμεση πνευμονία συνοδευόμενη από υπεραιμία και οίδημα των

κυψελίδων. Τα μεσοπνευμόνια ή/και τραχειοβρογχικά λεμφογάγγλια εμφανίζονται

διογκωμένα. Όταν υπάρχει επιμόλυνση είναι δυνατό να παρατηρηθούν επιπεφυκίτιδα,

φαρυγγίτιδα, πυώδης βρογχοπνευμονία και χρόνια αναπνευστική νόσος.

Οι μικροσκοπικές αλλοιώσεις συνίστανται σε συγκέντρωση μονοπύρηνων και

εωσινόφιλων κυττάρων γύρω από βρόγχια και βρογχιόλια, καθώς και συγκέντρωση

μακροφάγων στους αεραγωγούς. Αυτό οδηγεί σε διάχυτη πάχυνση των κυψελιδικών

διαφραγμάτων και των μικρών βρόγχων. Μερικές φορές παρατηρείται κυψελιδικό

οίδημα. Καθώς οι ιστολογικές αλλοιώσεις δεν είναι παθογνωμονικές, η εικόνα συγχέεται

με άλλες παθολογικές καταστάσεις των πνευμόνων ιογενούς (ερπητοϊός), βακτηριακής

(παστεριδίαση) ή παρασιτικής αιτιολογίας.
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2.4 Επιζωοτιολογία

2.4.1 Μετάδοση του ιού

Η μετάδοση συμβαίνει κυρίως μέσω της αναπνευστικής οδού. Το νόσημα είναι άκρως

μεταδοτικό και μπορεί να μεταδοθεί άμεσα ανάμεσα στις διάφορες ομάδες ζώων. Αυτό

σχετίζεται με το γεγονός ότι στα σταγονίδια του «αεροζόλ», που διασπείρονται με τον

έντονο  βήχα ή/και τον πταρμό των ήδη μολυσμένων ζώων, περιέχεται μεγάλη ποσότητα

ιικών σωματιδίων. Επομένως, τα ζώα μπορούν να μολυνθούν είτε με την εισπνοή

ελεύθερων ιικών σωματιδίων είτε μολυσμένων με ιό κυττάρων που προέρχονται από τις

αναπνευστικές εκκρίσεις μολυσμένων ζώων. Ο ιός μπορεί να μεταφερθεί και να

παραμείνει μολυσματικός ακόμα και σε αποστάσεις περίπου 32 μέτρων. Σημαντικό ρόλο

παίζει, επίσης, η έμμεση μετάδοση το ιού, καθώς οι σταυλίτες και οι προπονητές

μπορούν εύκολα να μεταφέρουν τον ιό μέσα στην ίδια μονάδα ή και σε άλλες. Τα

μολυσμένα δοχεία που χρησιμοποιούνται για την περιποίηση των ζώων και το σταβλισμό

τους, καθώς και η έλλειψη υγιεινής από το προσωπικό συμβάλλουν στη διασπορά του

ιού (Timoney, 1996).

Η απέκκριση του ιού αρχίζει 24 ώρες μετά τη μόλυνση και μπορεί να συνεχιστεί για 7

έως και 10 ημέρες, κυρίως σε ίππους που μολύνονται για πρώτη φορά (Μyers and

Wilson, 2006).

Σημαντικό ρόλο στη μετάδοση έχουν και τα ζώα με υποκλινική λοίμωξη. Μελέτες

έχουν δείξει ότι εμβολιασμένα ζώα –κυρίως όταν έχουν εμβολιαστεί με εμβόλια που

περιέχουν στελέχη μη ομόλογα με εκείνα της παρούσας λοίμωξης - μπορεί να

προσβληθούν από τον ιό και να τον μεταδώσουν, χωρίς όμως να εκδηλώνουν έντονα

συμπτώματα (Newton et al., 2006, Park et al., 2004, Martella et al., 2007). Η παρουσία

ζώων με υποκλινική λοίμωξη αποτελεί τον κύριο παράγοντα κινδύνου για την έναρξη

έξαρσης της νόσου (Barquero et al., 2007).

Μεταφορά του ιού σε μεγάλες αποστάσεις γίνεται με ζώα που λαμβάνουν μέρος σε

αγώνες ή μεταφέρονται για λόγους αναπαραγωγής ή εμπορικούς, όταν βέβαια νοσούν ή

είναι σε φάση επώασης του ιού. Ταυτόχρονη λοίμωξη των ζώων με άλλους ιούς ή

βακτήρια, μπορεί να συμβάλλει στη γρηγορότερη μετάδοση της μόλυνσης, μέσω της

αύξησης των πνευμονικών εκκρίσεων, μέσα στις οποίες βρίσκονται τα ιικά σωματίδια.
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Η νόσος μπορεί να προσβάλει όλες τις ηλικιακές ομάδες, ανεξαρτήτου φυλής και

φύλου, αν και συχνότερα προσβάλλει εξασθενημένους οργανισμούς, ζώα σε κατάσταση

στρες και νεαρά ή ηλικιωμένα ζώα. Επίσης, η έξαρση της νόσου είναι συχνότερη τους

χειμερινούς μήνες, λόγω του παρατεταμένου σταβλισμού των ζώων (Barquero et al.,

2007).

Η νοσηρότητα μπορεί να φτάσει το 100%, ενώ η θνησιμότητα είναι πολύ χαμηλή και

εξαρτάται από την γενικότερη κατάσταση του ζώου και τις τυχόν επιπλοκές από

δευτερογενείς λοιμογόνους παράγοντες (Μyers and Wilson, 2006).

2.4.2 Γεωγραφική εξάπλωση

Η νόσος παρουσιάζει ευρεία γεωγραφική εξάπλωση. Εκτός από τη Νέα Ζηλανδία, σε

όλο τον υπόλοιπο κόσμο έχουν περιγραφεί εξάρσεις της.

Η γρίπη των ιπποειδών αναγνωρίστηκε για πρώτη φορά το 1956, όταν ένας ιός της

οικογένειας Orthomixoviridae είχε προκαλέσει ευρεία πανζωοτία, με αναπνευστικά

συμπτώματα στους ίππους της Ανατολικής Ευρώπης (Sovinova et al., 1958).  Ο ιός που

απομονώθηκε χαρακτηρίστηκε ως τύπου 1 (Α/equine/1/Prague/56 και για συντομία

A/equine1) και φέρει τον αντιγονικό τύπο Η7Ν7. Το 1963 ξέσπασε μία μεγάλη επιζωοτία

στο Μαϊάμι των ΗΠΑ, που οφειλόταν στον υπότυπο Η3Ν8 (Wadell et al., 1963). Ο εν

λόγω ιός είναι το πρότυπο στέλεχος της τύπου 2 γρίπης του ίππου (A/equine/2/Miami/63

ή A/equine2). Οι επιδημιολόγοι θεωρούν ότι ο υπότυπος αυτός εισήχθη στον πληθυσμό

των ίππων της Φλόριντα μέσω της Αργεντινής, με την εμπορία ίππων. Στη συνέχεια, η

νόσος εξαπλώθηκε από τις ΗΠΑ στην Ευρώπη, όπου προκλήθηκε μεγάλη πανζωοτία

κατά τη διάρκεια των ετών 1964-1965. Δεδομένου ότι οι δύο τύποι κυκλοφορούσαν

ταυτόχρονα και μόλυναν τα ιπποειδή, στις αρχές (το πρώτο μισό) της δεκαετίας του 1960

κυκλοφόρησε εμβόλιο στις ΗΠΑ που περιείχε συνδυασμό των δύο τύπων της γρίπης.

Πριν από την τελευταία απομόνωση του τύπου 1 ιού της γρίπης των ιπποειδών, το 1979,

δεν υπάρχουν αναφορές για απομόνωση ιών τύπου 1 σε ίππους που είχαν εμβολιαστεί με

εμβόλια που περιείχαν συνδυασμό των ιών και των δύο τύπων. Αντίθετα, ο τύπος

A/Εquine2 παραμένει σημαντικό πρόβλημα στις εκτροφές και στους στάβλους των

ίππων ακόμα και σήμερα, παρά την εκτεταμένη χρήση εμβολίων που περιέχουν στελέχη

του τύπου 2. Μεταξύ των ετών 1978 και 1981, ο υπότυπος Η3Ν8 προκάλεσε πανζωοτίες
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τόσο στην Ευρώπη όσο και στη Βόρεια Αμερική, προσβάλλοντας εμβολιασμένα και μη

ζώα (Daly et al., 1996, Daly et al., 2004). Στη Μ. Βρετανία το 1979, ο υπότυπος H3N8

εξαπλώθηκε αρχικά σε μη εμβολιασμένους ίππους, αλλά κατά το δεύτερο εξάμηνο της

χρονιάς εκείνης εξαπλώθηκε ακόμα και σε εμβολιασμένα ζώα, παρέχοντας έτσι τρανή

απόδειξη ότι τόσο τα εμβόλια όσο και τα εμβολιακά προγράμματα, που εφαρμόζονταν

μέχρι εκείνη την περίοδο, δεν παρείχαν ανοσολογική κάλυψη στα ζώα έναντι της νόσου

(Burrows et al., 1982). Η εν λόγω επιζωοτία επηρέασε ακόμα και τις ιπποδρομίες, με

αποτέλεσμα το 1981 να καθιερωθεί ο υποχρεωτικός εμβολιασμός των ίππων για τον ιό

της γρίπης τόσο στη Μ. Βρετανία όσο και στην Ιρλανδία (Daly et al., 2004). Το 1989

αναφέρεται πάλι μία μεγάλη επιζωοτία στην Ευρώπη από τον τύπο Η3Ν8 τόσο σε μη

όσο και σε εμβολιασμένους ίππους (Livesay et al., 1993). Αυτή η επιζωοτία είναι η

πρώτη μεγάλη επιζωοτία στη Μ. Βρετανία μετά από αυτή του 1979. Από το 1989 και

μετά αναφέρονται σποραδικά, εξάρσεις της νόσου αναφέρονται στην Ευρώπη και στην

Αμερική, σε εμβολιασμένα και μη ιπποειδή (Daly et al., 2004).

Το 1986 και 1987, η νόσος εξαπλώθηκε στη Νότια Αφρική  (Kawaoka and Webster,

1989) και στην Ινδία (Gupta et al., 1993), προκαλώντας μεγάλες επιζωοτίες. Πιστεύεται

ότι η νόσος εισήλθε στη Νότια Αφρική μετά από μεταφορά εμβολιασμένων ζώων από τη

Β. Αμερική και συγκεκριμένα από περιοχές όπου υπήρχε ενζοωτία. Παρόλο που τα

εισαγόμενα ζώα δεν παρουσίαζαν κλινική εικόνα γρίπης και ήταν εμβολιασμένα, η

ανεπαρκής περίοδος παραμονής σε καραντίνα αποτέλεσε την αιτία της διασποράς του

ιού στους πληθυσμούς. Επιπλέον, τα μολυσμένα μέσα μεταφοράς των ζώων συνέβαλλαν

στη γρήγορη και ευρεία εξάπλωση (Kawaoka and Webster, 1989). Στους ίδιους λόγους

οφειλόταν και η πανζωοτία στην Ινδία, που προκλήθηκε μετά από μεταφορά ζώων από

την Ευρώπη. Για πρώτη φορά αναφέρθηκε και υψηλό ποσοστό θνησιμότητας σε

ιπποειδή εργασίας, λόγω δευτερογενών βακτηριακών επιμολύνσεων. Μελέτες που

ακολούθησαν της λοίμωξης έδειξαν ότι ο ιός παρέμενε ανθεκτικός σε ακάθαρτα νερά για

2 εβδομάδες. Η φυλογενετική ανάλυση των ΗΑ γονιδίων από τις πανζωοτίες στη Νότια

Αφρική και στην Ινδία επιβεβαίωσε ότι οι ιοί παρουσίαζαν αντιγονική ομοιότητα με

εκείνους που είχαν προκαλέσει τις πανζωοτίες σε ΗΠΑ και Ευρώπη (Kawaoka and

Webster, 1989, Gupta et al., 1993).
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Μία μεγάλη πανζωοτία γρίπης σε ίππους προκλήθηκε το 1989 στην Κίνα, όπου

προκάλεσε 80% νοσηρότητα και 20% θνησιμότητα (Guo et al., 1992). Βέβαια σε όλες τις

περιπτώσεις που τα ζώα κατέληξαν, υπεύθυνες ήταν οι δευτερογενείς βακτηριακές

επιπλοκές. Σε αντίθεση με τις προηγούμενες πανζωοτίες που καταγράφτηκαν στη Νότια

Αφρική και στην Ινδία, η εν λόγω έξαρση της νόσου δεν μπορούσε να συσχετιστεί με

εισαγωγή ζώων από άλλες περιοχές. Παράλληλα, μελέτες έδειξαν ότι παρόλο που το

υπεύθυνο για την πανζωοτία στέλεχος A/Equine/Jilin/1/89 (H3N8) ήταν τύπου Α/ equine

2, αντιγονικά παρουσίαζε χαρακτηριστικές διαφορές με τους ιούς του ίδιου τύπου που

είχαν απομονωθεί μέχρι εκείνη τη στιγμή (Webster et al., 1992). Με βάση τις

πληροφορίες της αλληλούχισης, θεωρήθηκε ότι το στέλεχος αυτό προήλθε από πτηνά,

καθώς έξι από τα οκτώ γονίδιά του προσομοίαζαν με εκείνα που απομονώθηκαν από τα

πτηνά (Webster et al., 1992, Liu et al., 2009, Guo et al., 1992), σηματοδοτώντας για

πρώτη φορά τη μετάδοση της νόσου από πτηνά σε ίππους, δηλαδή σε διαφορετικά είδη

ζώων. Παρόλο που το στέλεχος του ιού των πτηνών “έσπασε” με επιτυχία  το φραγμό

του είδους και κατάφερε να μολύνει ίππους, το εν λόγω στέλεχος έχασε τη λοιμογόνο

ικανότητά του και δεν μόλυνε τις πάπιες, ενώ και μετά το 1990 δεν παρατηρήθηκαν άλλα

κρούσματα γρίπης από το συγκεκριμένο στέλεχος στον πληθυσμό των ιπποειδών.

Αναφέρονται και άλλες πανζωοτίες γρίπης στην Κίνα που πιστεύεται ότι προκλήθηκαν

από μολυσμένα ζώα που πέρασαν τα σύνορα από τη Μογγολία και τη Ρωσία. Υπεύθυνος

ιός βρέθηκε ότι ήταν στέλεχος του υπότυπου 2 (Η3Ν8) που προσομοίαζε αντιγονικά με

εκείνο που είχε απομονωθεί στην Ευρώπη.

Άλλες εξάρσεις της νόσου που ακολούθησαν το 1992 στο Χονγκ Κογκ (Powell et al.,

1977), το 1993 στην Αγγλία, το 1995 στο Ντουμπάϊ (Wernery et al, 1998) και το 1997

στις Φιλιππίνες, καθώς και σε άλλες χώρες τη δεκαετία του 1990, αποτελούν απόδειξη

της εύκολης μετάδοσης της νόσου (Daly et al., 2004). Σε αντίθεση με τους ανθρώπους, η

γρίπη των ιπποειδών, δεν θεωρείται εποχιακή νόσος. Κρούσματα μπορεί να

παρατηρηθούν σε οποιαδήποτε εποχή και σχεδόν πάντα εκδηλώνονται μετά από

εισαγωγές ή μετακινήσεις ιπποειδών είτε για λόγους αναπαραγωγής είτε αγωνιστικούς,

καθώς και κατά το συγχρωτισμό των ζώων.

Παρά την ευρεία εφαρμογή εμβολιασμών στους ίππους τον 21ο αιώνα, οι επιζωοτίες

συνέχισαν. Το 2003 αναφέρεται μεγάλη εστία επιζωοτίας σε εμβολιασμένους ίππους
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στην Αγγλία, στην περιοχή Newmarket (Newton et al., 2006, Barquero et al., 2007). Η

ορολογική και ιολογική ανάλυση των στελεχών αυτών επιβεβαίωσε την πολυπλοκότητα

των παραγόντων που επηρεάζουν την ανοσία έναντι του ιού στους πληθυσμούς των

ιπποειδών (Barquero et al., 2007). Από το 2003 και μετά, εξάρσεις της νόσου έχουν

αναφερθεί τόσο στο Ηνωμένο Βασίλειο και την υπόλοιπη Ευρώπη, όσο και στις ΗΠΑ

(Damiani et al., 2008, Barbic et al., 2009, Bryant et al., 2009), ενώ πολλές χώρες που δεν

είχαν στο παρελθόν αναφέρει τη  νόσο επηρεάστηκαν. Από το Δεκέμβριο του 2003 έως

και τον Ιανουάριο του 2004 η Νότια Αφρική αναφέρει τη δεύτερη μεγάλη επιζωοτία

γρίπης ιπποειδών στην ιστορία της (Guthrie, 2006). Το 2008, η Ινδία επίσης αναφέρει

επιζωοτία γρίπης ιπποειδών μετά από 20 χρόνια  (Virmani et al., 2010, Virmani et al.,

2008). Το 2007 αναφέρεται για πρώτη φορά η νόσος σε ιπποειδή στην Αυστραλία.

Επιδημιολογική έρευνα που ακολούθησε κατέδειξε ως υπεύθυνη της εισόδου του ιού

στην Αυστραλία, τη μη τήρηση μέτρων καραντίνας σε νεοεισερχόμενους ίππους από την

Ιαπωνία (Anon, 2008, Callinan, 2008), παρά το γεγονός ότι στην Ιαπωνία δεν είχε

παρατηρηθεί η νόσος τα τελευταία 35 χρόνια πριν το 2007 (Bryant et al., 2009,

Yamanaka et al., 2008). Στην περίπτωση της Αυστραλίας αποφασίστηκε ο υποχρεωτικός

εμβολιασμός των ιπποειδών με το εμβόλιο ProteqFlu της Merial. Δεδομένου ότι το εν

λόγω εμβόλιο προκαλεί την παραγωγή αντισωμάτων μόνο κατά της ιικής

γλυκοπρωτεΐνης ΗΑ, μπορεί εύκολα να γίνει διαχωρισμός των εμβολιασμένων από τα

φυσικά μολυσμένα ιπποειδή, με τη χρήση διαγνωστικής ΕLISA που ανιχνεύει

αντισώματα κατά της νουκλεοπρωτεΐνης ΝΡ (Sergeant et al., 2009).

2.5 Εξέλιξη των στελεχών του ιού της γρίπης των ιπποειδών

Μετά από φυλογενετική ανάλυση της αλληλουχίας του γονιδίου ΗΑ διαπιστώθηκε ότι,

ενώ ο υπότυπος 1 (Η7Ν7) δεν παρουσίασε αξιοσημείωτη εξέλιξη, ο υπότυπος 2 (Η3Ν8)

παρουσίαζε γραμμική εξέλιξη για περίπου δύο δεκαετίες (Kawaoka et al., 1989) και στα

μέσα της δεκαετίας του 1980 διαχωρίστηκε σε δύο κλάδους, οι οποίοι εξελίσσονταν

παράλληλα (Daly et al., 1996). Αρχικά, τα στελέχη του ενός κλάδου ήταν κυρίαρχα στην

Αμερική (Αμερικανικά στελέχη), ενώ εκείνα του άλλου κλάδου είχαν απομονωθεί μόνο

στην Ευρώπη και στην Ασία (Ευρωασιατικά). Το φυλογενετικό δέντρο που έχει

διαμορφωθεί σήμερα, μετά τη φυλογενετική ανάλυση των στελεχών Η3Ν8 του ιού, είναι
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πολύ πιο περίπλοκο (Εικόνα 9). Ο κλάδος των Ευρωασιατικών στελεχών (πράσινο

χρώμα στην Εικόνα. 9) αντιπροσωπεύεται από το στέλεχος Newmarket/2/93 και παρόλο

που τα στελέχη του συνεχίζουν να αποτελούν μία αυτοτελή ομάδα, σπάνια

απομονώνονται τα τελευταία χρόνια  (Bryant et al., 2009). Τα Αμερικανικά στελέχη

φαίνεται ότι τα τελευταία χρόνια κυριαρχούν και προκαλούν ενζωοτίες σε πληθυσμούς

ιπποειδών όχι μόνο στην Αμερικανική ήπειρο, αλλά παγκοσμίως. Αντιπροσωπευτικά

στελέχη αυτού του κλάδου είναι τα Newmarket/1/93 και Kentucky/1994 (κόκκινο χρώμα

στην Εικόνα 9). Σε αυτόν τον κλάδο ανήκουν και τα στελέχη που απομονώθηκαν από

ενζωοτίες στο Ηνωμένο Βασίλειο (Bryant et al., 2009) και στη Χιλή (Muller et al., 2009)

το 2006. Ο Αμερικανικός κλάδος περικλείει τρείς μικρότερους κλάδους, δηλαδή τις

υποομάδες α) Kentucky-like, που περιλαμβάνει στελέχη που προσομοιάζουν σε εκείνα

που απομονώθηκαν στο Kentucky, β) Argentina-like, που περιλαμβάνει στελέχη που

προσομοιάζουν σε εκείνα που απομονώθηκαν στην Αργεντινή, και γ) Florida-like που

περιλαμβάνει στελέχη που προσομοιάζουν σε εκείνα που απομονώθηκαν στη Florida.

Τα στελέχη που προκάλεσαν την ενζωοτία του 2003 στην περιοχή Newmarket του

Ηνωμένου Βασιλείου, καθώς και η πλειονότητα των στελεχών που απομονώθηκαν στην

Ευρώπη την ίδια χρονική περίοδο, ανήκουν στην υποομάδα Florida-like (Damiani et al.,

2008, Bryant et al., 2009, Rozek et al., 2009). Σε αυτή την υποομάδα ταξινομούνται

στελέχη που έχουν διαχωριστεί σε δύο κλάδους. Ο κλάδος Ι (Florida Clade Ι)

περιλαμβάνει στελέχη που απομονώθηκαν στη Β. Αμερική μέχρι το 2003, όπως για

παράδειγμα το στέλεχος Ohio/2003, και διαφέρουν από εκείνα του κλάδου ΙΙ (Florida

clade ΙΙ) που προκάλεσαν ενζωοτίες στην Ευρώπη, όπως για παράδειγμα το στέλεχος

Newmarket/5/03. Τα στελέχη του κλάδου Ι ήταν υπεύθυνα για τις εξάρσεις της νόσου

τόσο στη Νότια Αφρική το 2003 όσο και για αυτές στην Ιαπωνία και στην Αυστραλία το

2007 (Bryant et al., 2009). Αντιθέτως οι εξάρσεις της νόσου από το 2007 έως και το 2009

σε Μογγολία, Ινδία και Κίνα οφείλονταν σε στελέχη του κλάδου ΙΙ (Qi et al., 2010,

Virmani et al., 2010). Τα αποτελέσματα των φυλογενετικών αναλύσεων έδειξαν ότι την

περίοδο 1993-2003 έγινε «εισαγωγή» στελεχών του ιού από την Β. Αμερική στην

Ευρώπη και οι δύο κλάδοι προέκυψαν με τη βοήθεια των μηχανισμών εξέλιξης και

ανασυνδυασμού. Αξιοσημείωτο για τον ιό της γρίπης των ιπποειδών είναι το γεγονός ότι

τα νέα στελέχη που απομονώνονται κατά περιόδους δεν αντικαθιστούν τα παλαιότερα,
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αλλά συνεχίζουν να κυκλοφορούν παλιά και νέα στελέχη στους πληθυσμούς των

ιπποειδών (Oxburgh et al., 1999, Lai et al., 2004).

Εικόνα 9: Φυλογενετική ανάλυση των νουκλεοτιδίων του γονιδίου ΗΑ 40 στελεχών Η3Ν8 που
απομονώθηκαν από ενζωοτίες του 21ου αιώνα, καθώς και πρότυπων στελεχών αντιπροσωπευτικών

των διαφορετικών εξελικτικών κλάδων.
Με μαύρο χρώμα έχουν σημανθεί τα προ-διαφοροποίησης στελέχη. Τα Ευρωασιατικά στελέχη

παρουσιάζονται με πράσινο, ενώ με κόκκινο χρώμα φαίνονται τα Αμερικανικά. Τα στελέχη του κλάδου

Florida I είναι με μπλε και του κλάδου Florida II με μωβ χρώμα. Σε κάθε στέλεχος έχει σημειωθεί εντός

παρένθεσης η χώρα προέλευσής του (Daly et al., 2010).



Γρίπη Ιπποειδών

49

2.6 Μετάδοση του ιού της γρίπης των ιπποειδών σε άλλα είδη ξενιστών

Παρόλο που υπάρχουν ιστορικές αναφορές ότι η γρίπη των ιπποειδών μπορεί να

μεταδοθεί σε σκύλους και ανθρώπους (Law, 1874), δεν έχουν στηριχθεί επιστημονικά

δεδομένου ότι ήταν πριν την αναγνώριση του αιτιολογικού παράγοντα της νόσου. Μέχρι

πρόσφατα, τα ιπποειδή χαρακτηρίζονταν ως τελικός ξενιστής των ιών της γρίπης Α,

καθώς πιστεύεται ότι ο ιός Η3Ν8 προήλθε από τα πτηνά, αλλά δεν υπήρχε καμία

αναφορά μετάδοσής του σε άλλα είδη ζώων (Webster et al., 1992). Αρχικά υπήρξαν

φόβοι ότι ο υπότυπος Η3 των ιπποειδών μπορεί να είχε αντιγονική σχέση με τον υπότυπο

Η3 της γρίπης του ανθρώπου, καθώς έχουν κοινό πρόγονο. Αυτοί οι φόβοι ενισχύθηκαν

από τα αποτελέσματα μελέτης που έδειξε ότι, μετά από πειραματική μόλυνση, o

άνθρωπος δυνητικά μπορεί να νοσήσει από τον ιό της γρίπης των ιπποειδών Η3Ν8

(Kasel et al., 1965, Kasel and Couch, 1969). Όμως η αλληλούχιση και η φυλογενετική

ανάλυση, έδειξαν ότι πρόκειται για διαφορετικούς υποτύπους Η3 του γονιδίου ΗΑ.

Στις αρχές του 2004 αναφέρονται στη Φλόριντα μαζικά κρούσματα γρίπης σε σκύλους

κυνοδρομιών, ράτσας greyhound, τα οποία κατέληξαν σε θανάτους από αιμορραγική

πνευμονία. Υπεύθυνος παράγοντας αναγνωρίστηκε ο ιός της γρίπης των ιπποειδών

Η3Ν8, και συγκεκριμένα το στέλεχος A/eq/Florida/242/03, μετά την απομόνωσή του από

ένα περιστατικό και την ανίχνευση ειδικών αντισωμάτων στις άλλες περιπτώσεις

(Crawford et al., 2005). Την ίδια χρονική περίοδο υπήρξαν αναφορές για μετάδοση του

ιού της γρίπης των ιπποειδών στους σκύλους, σε 6 πολιτείες το 2004 και σε 11 το 2005

στις Η.Π.Α. (Crawford et al., 2005, Υoon et al., 2005). Από τις δύο επιζωοτίες

απομονώθηκαν δύο στελέχη, το A/ca/Florida/43/2004 και το A/ca/Iowa/13628/2005,

αντίστοιχα. Η ορολογική διερεύνηση των επιζωοτιών έδειξε ότι ο ιός κυκλοφορούσε και

πριν το 2004, αλλά όχι νωρίτερα από το 1998 (Crawford et al., 2005). Η μοριακή και η

αντιγονική ανάλυση των δύο προαναφερθέντων στελεχών που απομονώθηκαν από τους

σκύλους έδειξαν ότι τα στελέχη αυτά παρουσίαζαν μεγάλη ομοιότητα με εκείνα της

γρίπης των ίππων. Πιο συγκεκριμένα, τα γονίδια ΗΑ και ΝΑ των στελεχών από τους

σκύλους παρουσίαζαν 96-98% ομοιότητα σε επίπεδο νουκλεοτιδίων με τα γονίδια ΗΑ

και ΝΑ στελεχών Η3Ν8 των ιπποειδών. Αλληλούχιση και των 8 γονιδίων των ιών που

απομονώθηκαν από τους σκύλους έδειξε ότι όλα τα γονίδια προσομοίαζαν με τα

αντίστοιχα στελεχών Η3Ν8 που έχουν απομονωθεί από τις τελευταίες επιζωοτίες σε
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ιπποειδή, οδηγώντας έτσι στο συμπέρασμα ότι υπήρξε μετάδοση του ιού από τα ιπποειδή

στο σκύλο. Η φυλογενετική ανάλυση όλων των γονιδίων τα κατέταξε σε ένα

φυλογενετικό κλάδο, συμπεραίνοντας έτσι ότι ο ιός προσαρμόστηκε μετά από σημειακές

μεταλλάξεις του γενώματός του στο νέο είδος ξενιστή και δεν υπήρξε ανταλλαγή

γενετικού υλικού μεταξύ διαφορετικών στελεχών (Crawford et al., 2005).

Ακολούθησαν και άλλες μελέτες που συμφωνούν ότι ο ιός Η3Ν8 των ιπποειδών έχει

μεταδοθεί στο σκύλο (Daly et al., 2008, Newton et al., 2007, Kirkland et al., 2010). Πιο

αναλυτικά, ο ιός της γρίπης των ιπποειδών θεωρήθηκε ως ο αιτιολογικός παράγοντας

των έντονων αναπνευστικών συμπτωμάτων μιας ομάδας σκύλων Foxhound στο

Ηνωμένο Βασίλειο, το 2002. Ορολογικά διαπιστώθηκε ότι και μία άλλη ομάδα σκύλων

της ίδια ράτσας είχε προσβληθεί από το ίδιο στέλεχος (Daly et al., 2008, Newton et al.,

2007). Μετά την πρόσφατη ενζωοτία γρίπης ιπποειδών στην Αυστραλία, το 2007,

αναφέρεται επίσης ότι υπήρξε μετάδοση του ιού και στους σκύλους (Kirkland et al.,

2010).

Ο ιός Η3Ν8 της γρίπης των ιπποειδών ανιχνεύτηκε για πρώτη φορά σε χοίρους με

αναπνευστικά συμπτώματα, κατά τη διάρκεια εφαρμογής προγράμματος επιτήρησης της

γρίπης των χοίρων, το διάστημα 2004-2006 στην Κίνα. Απομονώθηκαν δύο στελέχη, τα

A/swine/Chibi/01/2005 (H3N8) και A/swine/Anhui/01/2006 (H3N8), που

προσομοιάζουν με εκείνα των ιπποειδών. Η φυλογενετική ανάλυση και των οκτώ

γονιδίων κάθε στελέχους έδειξε ότι πρόκειται για ιό της γρίπης των ιπποειδών Η3Ν8, ο

οποίος μετά από σημειακές μεταλλάξεις προσαρμόστηκε στους χοίρους (Tu et al., 2009).

Σε αντίθεση όμως με το στέλεχος Η3Ν8 που απομονώθηκε από τους σκύλους, αυτά τα

στελέχη δεν φαίνεται να προκάλεσαν άλλες επιζωοτίες και κατατάσσονται φυλογενετικά

στον Ευρωπαϊκό κλάδο, ο οποίος περιλαμβάνει στελέχη που απομονώθηκαν τη δεκαετία

του 1990 (Tu et al., 2009). Δεδομένου ότι το Μάιο του 1993 είχε απομονωθεί το

στέλεχος Α/Eq/Gansu/2/94 από επιζωοτία γρίπης σε ίππους στην Κίνα, το οποίο

φυλογενετικά προσομοίαζε στα στελέχη του Ευρωπαϊκού κλάδου (Guo et al., 1995),

ενισχύεται η υπόθεση ότι ο ιός που απομονώθηκε στους χοίρους προήλθε από τα

ιπποειδή.
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2.7 Διάγνωση

2.7.1 Κλινική Διάγνωση

Η κλινική διάγνωση του νοσήματος βασίζεται κατά κύριο λόγο στη διαπίστωση

συμπτωμάτων από το αναπνευστικό. Το ζώο είναι δυνατόν να εμφανίζει πυρετό, πταρμό,

ρινικό έκκριμα, βήχα, ανορεξία, κατάπτωση και αφυδάτωση, χωρίς ωστόσο τα

συμπτώματα να είναι τόσο χαρακτηριστικά της νόσου. Η κλινική εκδήλωση της νόσου

μπορεί να συγχέεται με άλλα νοσήματα του αναπνευστικού ποικίλης αιτιολογίας, όπως

είναι η ρινοπνευμονίτιδα (λοίμωξη από ερπητοϊούς), η ιογενής αρτηρίτιδα (λοίμωξη από

αδενοϊούς) ή ακόμα και βακτηριακής προέλευσης πνευμονίες. Για το λόγο αυτό είναι

απαραίτητη η εργαστηριακή διάγνωση για την επιβεβαίωση της νόσου.

2.7.2 Εργαστηριακή Διάγνωση

Η εργαστηριακή διάγνωση βασίζεται είτε στην απομόνωση του ιού και την ανίχνευση

του γενετικού υλικού ή των ιικών πρωτεϊνών, είτε στην ανίχνευση ειδικών αντισωμάτων

κατά του ιού. Οι διαπιστευμένες μέθοδοι που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την

εργαστηριακή διάγνωση της γρίπης των ιπποειδών περιγράφονται αναλυτικά στο σχετικό

εγχειρίδιο του παγκόσμιου οργανισμού υγείας (OIE, 2010).

2.7.2.1 Ανίχνευση αντισωμάτων

Για πολλά χρόνια η εργαστηριακή διάγνωση στηριζόταν στην ανίχνευση αντισωμάτων

κατά της γλυκοπρωτεΐνης ΗΑ του ιού, σε ζεύγη ορών. Το πρώτο δείγμα λαμβάνεται κατά

την οξεία φάση της νόσου και το δεύτερο κατά την αποδρομή της (14-21 ημέρες

αργότερα), με σκοπό τον προσδιορισμό της μεταβολής (ανόδου) του τίτλου των

αντισωμάτων. Με αυτή τη διαγνωστική προσέγγιση το δεύτερο δείγμα απαιτείται

προκειμένου να διακριθεί αν ο τίτλος αντισωμάτων κατά της ΗΑ προέρχεται από

στέλεχος εμβολιακό ή φυσικής λοίμωξης. Η μέθοδος που χρησιμοποιείται ευρέως για την

ανίχνευση αντι-ΗΑ αντισωμάτων είναι η δοκιμασία της αναστολής της

αιμοσυγκόλλησης. Ένα από τα μειονεκτήματα της μεθόδου αυτής είναι η αδυναμία

διάκρισης των εμβολιακών αντισωμάτων από εκείνα που παράγονται κατά τη φυσική

λοίμωξη, εκτός αν χρησιμοποιηθεί ζεύγος ορών.

Προκειμένου να ξεπεραστεί το εμπόδιο του διαχωρισμού των εμβολιακών από τα

φυσικά αντισώματα σε ένα δείγμα ορού αναπτύχθηκε ΕLISA που ανιχνεύει αντισώματα
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κατά της πρωτεΐνης ΝS1 (Ozaki et al., 2001, Birch-Machin et al., 1997) ή και του

αντιγόνου ΝΡ του ιού (Cook et al., 1988). Τέτοια αντισώματα παράγονται μόνο κατά τη

φυσική λοίμωξη, αφού το αντιγόνο ΝΡ δεν έχει ενσωματωθεί στα αδρανοποιημένα ή τα

ανασυνδυασμένα εμβόλια. Τα ανασυνδυασμένα εμβόλια προκαλούν την παραγωγή

αντισωμάτων μόνο κατά της ΗΑ πρωτεΐνης και επομένως επιτρέπεται η διαφοροποίηση

των αντισωμάτων που προέρχονται από φυσική λοίμωξη ή από εμβολιασμό. Βέβαια, η

χρησιμότητα αυτής της ELISA εξαλείφεται όταν χρησιμοποιούνται ζωντανά εμβόλια,

που περιέχουν όλες τις πρωτεΐνες του ιού, καθώς κινητοποιείται η παραγωγή

αντισωμάτων για όλες τις πρωτεΐνες. Με την ευρεία χρήση των νέων, γενετικά

ανασυνδυασμένων εμβολίων μπορεί να γίνει καθορισμός της προέλευσης των

αντισωμάτων βασιζόμενοι σε αυτή τη μέθοδο.

2.7.2.2 Απομόνωση του ιού

Ο ιός μπορεί να απομονωθεί από το ρινικό ή/και το ρινοφαρυγγικό έκκριμα, τα οποία

λαμβάνονται με τη βοήθεια βαμβακοφόρου στυλεού που εισάγεται από τους ρώθωνες ή

με φαρυγγικές εκπλύσεις. Ο στυλεός εμβαπτίζεται άμεσα σε αποστειρωμένο σωλήνα που

περιέχει υπόστρωμα κατάλληλο για μεταφορά ιών (διάλυμα 40% γλυκερόλης σε PBS),

αντιβιοτικά [2% διάλυμα πενικιλλίνης (10.000 units) και στρεπτομυκίνης (100 μg/ml)]

και αντιμυκητιακά [2% fungizone (250 mg/ml stock)] (OIE, 2010). Αν πρόκειται να

εξεταστεί τις επόμενες 48 ώρες διατηρείται στους + 4 οC, ειδάλλως στους -80 οC (OIE,

2010). Ομογενοποιημένα τμήματα ιστών από την τραχεία ή και τους πνεύμονες μπορούν

επίσης να χρησιμεύσουν για την απομόνωση του ιού, αν και λόγω χαμηλού ποσοστού

θνησιμότητας που παρουσιάζει η νόσος, είναι σπάνιο να υπάρξουν. Η απομόνωση

γίνεται με ενδοαλλαντοϊκό ενοφθαλμισμό εμβρυοφόρων αυγών όρνιθας ηλικίας 10-11

ημερών ή σε κυτταροκαλλιέργειες. Ως καταλληλότερη κυτταρική σειρά για την

καλλιέργεια του ιού της γρίπης των ιπποειδών έχει χαρακτηριστεί η συνεχής σειρά

ΜDCK (Υouli et al, 2004). Η απομόνωση του ιού πρέπει να επιβεβαιωθεί με μία ακόμα

μέθοδο, καθώς οι κυτταροπαθολογικές αλλοιώσεις δεν είναι ιδιαίτερα εμφανείς. Για το

σκοπό αυτό χρησιμοποιείται παραδοσιακά η μέθοδος της αιμοσυγκόλλησης, η οποία

όμως για να δώσει θετικά αποτελέσματα απαιτείται μεγάλη συγκέντρωση ιού (van

Maanen et al., 2002). Για την υποτυποποίηση της ΗΑ και ΝΑ του στελέχους

εφαρμόζεται η αναστολή της αιμοσυγκόλλησης και η αναστολή της νευραμινιδάσης,
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αντίστοιχα. Για την απομόνωση του ιού από τις εκκρίσεις του ζώου απαιτούνται

τουλάχιστον 2-3 ημέρες, ενώ αν χρειαστούν και περαιτέρω τυφλές δίοδοι του ιού, τότε η

διάγνωση αργεί περισσότερο. Για το λόγο αυτό και δεδομένου ότι η καλλιέργεια του ιού

κυρίως σε κυτταροκαλλιέργειες είναι δύσκολη και χρονοβόρα, κρίθηκε αναγκαία η

ανάπτυξη και άλλων μεθόδων ταχείας διάγνωσής του.

2.7.2.3 Ταχείες μέθοδοι

Στο εμπόριο διατίθενται πολλές δοκιμασίες (Kit) ταχείας διάγνωσης της γρίπης του

ανθρώπου, που βασίζονται στην ανοσο-ϊστοχημική ανίχνευση της πρωτεΐνης ΝΡ του ιού.

Δεδομένου ότι η εν λόγω πρωτεΐνη είναι συντηρημένη σε όλους του υποτύπους της

γρίπης Α, αποδείχτηκε ότι το kit Directigen Flu-A, βρίσκει εφαρμογή και στη γρίπη των

ιπποειδών, με ευαισθησία που κυμαίνεται από 40-100% (Chambers et al., 1994,

Quinlivan et al., 2004, Gavine et al., 2003). Με τη δοκιμασία αυτή μπορεί κανείς να

κάνει διάγνωση της νόσου σε 20 min χρησιμοποιώντας ως παθολογικό υλικό το ρινικό

έκκριμα. Λόγω του άμεσου αποτελέσματος που παρέχεται, το Directigen Flu-A

χρησιμοποιείται ως μέσο ελέγχου και επιτήρησης της γρίπης των ιπποειδών (Daly et al.,

2004), αλλά και ως επικουρικό εργαλείο στην απομόνωση του ιού από δείγματα που

είναι επιβεβαιωμένα θετικά. Η παράλληλη χρήση του με την απομόνωση του ιού, στην

επιζωοτία της γρίπης ιπποειδών το 1989 στην Αγγλία, βελτίωσε κατά 44% την επιτυχή

απομόνωση του ιού (Livesay et al., 1993).

2.7.2.4 Μοριακές τεχνικές

Τα τελευταία χρόνια, η καθιέρωση μοριακών διαγνωστικών τεχνικών έχει συνεισφέρει

σημαντικά στη διάγνωση. Οι μέθοδοι ανάστροφης τρανσκριπτάσης - αλυσιδωτής

αντίδρασης της πολυμεράσης (reverse transcriptase – polymerase chain reaction, RT –

PCR) θεωρείται ότι διαθέτουν υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα, παρέχοντας έτσι πιο

ακριβή αποτελέσματα, ενώ παράλληλα επιτρέπουν την εξέταση πολλών δειγμάτων

ταυτόχρονα. Μέχρι σήμερα, έχουν περιγραφεί διάφορες τέτοιες μέθοδοι για τη διάγνωση

της νόσου (Oxburgh and Hagstrom, 1999, Fouchier et al., 2000, Donofrio et al., 1994)

και για την υποτυποποίηση της ΗΑ και ΝΑ κάθε στελέχους (Hoffman et al., 2001,

Newton et al., 2006, Ito et al., 2008).

Πέρα από τις προαναφερθείσες μοριακές δοκιμές, πρόσφατα αναπτύχθηκαν και

δοκιμασίες RT-PCR πραγματικού χρόνου (real-time RT-PCR) για την ανίχνευση του ιού.
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Η ανάπτυξη μιας τέτοιας δοκιμασίας, με χρήση ειδικού ανιχνευτή υβριδισμού

τεχνολογίας TaqMan, προσφέρει διάγνωση σε συντομότερο χρόνο, με απλούστερο τρόπο

και με μεγαλύτερη ευαισθησία, σε σύγκριση με τις PCR που αναφέρθηκαν παραπάνω,

ενώ παράλληλα είναι δυνατός ο ποσοτικός προσδιορισμός του RNA του ιού στο δείγμα

(Quinlivan et al., 2005). Σήμερα, υπάρχουν ακόμη και μέθοδοι real-time RT-PCR ειδικές

του γονοτύπου, επιτρέποντας έτσι την ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισμό

συγκεκριμένων γονιδίων (Lu et al., 2009). Σε όλες τις περιπτώσεις η απομόνωση του ιού

παραμένει σημαντική διότι επιτρέπει τον περεταίρω χαρακτηρισμό του στελέχους και

κυρίως για την παρασκευή των εμβολίων.

2.8 Θεραπεία

Αιτιολογική θεραπεία για τη νόσο δεν υπάρχει. Για την αντιμετώπισή της

ακολουθείται συμπτωματική αγωγή για την ανακούφιση του ζώου. Ζώα που έχουν

προσβληθεί από τον ιό πρέπει να μεταφέρονται σε ήσυχο και ήρεμο περιβάλλον, να

εξασφαλίζονται υγιεινές συνθήκες διαβίωσης, καλή διατροφή και ξεκούραση για να

αναρρώσουν ταχύτερα και να μην υπάρχει κίνδυνος μετάδοσης του ιού σε υγιή ζώα. Η

χορήγηση αντιβιοτικών, για πρόληψη ενδεχόμενων βακτηριακών επιπλοκών, πρέπει να

αποφεύγεται ή να γίνεται με φειδώ. Γι’ αυτό η πρόληψη είναι το καλύτερο μέσο  για την

αποφυγή της νόσου (Timoney, 1996, Μyers and Wilson, 2006).

2.9 Πρόληψη και Έλεγχος

Ο καλύτερος τρόπος πρόληψης είναι η αποφυγή επαφής των υγιών με μολυσμένα ζώα.

Η διαχείριση των ζώων (management), καθώς και η τήρηση του χρόνου απομόνωσης των

νεοεισερχόμενων ζώων, παίζει σπουδαίο ρόλο στην αποφυγή της μετάδοση της νόσου.

Η συνδυασμένη εφαρμογή των μέτρων αυτών και των εμβολιασμών αποτελεί

αναγκαία προϋπόθεση για να γίνει η πρόληψη της γρίπης πιο αποτελεσματική, αλλά και

για τον έλεγχο της νόσου.

2.9.1 Αποτελεσματικότητα εμβολιασμών

Τόσο η γενετική ποικιλομορφία των στελεχών του ιού της γρίπης των ιπποειδών, όσο

και η ύπαρξη των μητρικών αντισωμάτων στα νεαρά ζώα ή/και ο εμβολιασμός με
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στελέχη ετερόλογα από εκείνα της εκάστοτε λοίμωξης, αποτελούν τους κύριους

παράγοντες της αποτυχίας του προστατευτικού εμβολιασμού των πληθυσμών. Η μη

έγκαιρη επικαιροποίηση των εμβολίων οφείλεται στο γεγονός ότι δεν υπάρχει

οργανωμένο παγκόσμιο σύστημα παρακολούθησης της νόσου και στο ότι κυκλοφορούν

πολλά στελέχη ταυτόχρονα στους πληθυσμούς των ιπποειδών. Όλα τα παραπάνω έχουν

ως αποτέλεσμα να ποικίλουν τα αποτελέσματα των εμβολιασμών και έτσι αυτά να μην

παρέχουν πάντα προστασία.

Επιπλέον, το γεγονός ότι ακόμα και εμβολιασμένα ζώα μπορεί να συμβάλλουν στη

μετάδοση της νόσου, χωρίς τα ίδια να παρουσιάζουν έντονα συμπτώματα, αποτελεί

κρίσιμο σημείο στην προσπάθεια ελέγχου της νόσου (Daly et al., 2004).

Στην αγορά υπάρχουν ποικίλης τεχνολογίας εμβόλια που μπορεί να είναι νεκρά ή

ζωντανά και να περιέχουν «ολόκληρα» ιικά σωματίδια ή τμήματα του ιού, από

αντιπροσωπευτικά στελέχη των δύο μεγάλων κλάδων (Ευρωπαϊκού & Αμερικανικού)

του ιού της γρίπης των ιπποειδών. Η επιλογή των κατάλληλων εμβολιακών στελεχών

είναι μια συνεχής αναζήτηση που βασίζεται στο πρόγραμμα παρακολούθησης και

ελέγχου της νόσου από τον ΟΙΕ.

Τα εμβόλια προκαλούν την παραγωγή αντισωμάτων IgG στον ορό και στους

πνεύμονες, τα οποία μειώνουν την εμφάνιση και τη σοβαρότητα των συμπτωμάτων,

καθώς και τον πολλαπλασιασμό και την απέκκριση του ιού, αλλά δεν παρέχουν πλήρη

προστασία.

2.9.2 Βελτιστοποίηση εμβολιακών σχημάτων

Επιζωοτιολογικές μελέτες, τόσο μετά από πειραματική μόλυνση όσο και μετά από

φυσική μόλυνση (επιζωοτίες), έχουν δείξει ότι ο εμβολιασμός μειώνει την έκταση της

επιζωοτίας (Glass et al., 2002). Για το λόγο αυτό ιπποειδή αγώνων εμβολιάζονται

υποχρεωτικά προκειμένου να συμμετέχουν σε διοργανώσεις, ώστε να μην υπάρχουν

φόβοι επιζωοτίας της νόσου και ακύρωσης των αγώνων. Οι απαιτούμενες προϋποθέσεις,

που τίθενται για τα ζώα αγώνων είναι να έχουν εμβολιαστεί αρχικά με δύο δόσεις, σε

διάστημα 4-6 εβδομάδων, και στη συνέχεια να γίνεται αναμνηστικός εμβολιασμός κάθε

6 μήνες. Παρόλα αυτά θεωρείται ότι τα αδρανοποιημένα εμβόλια παρέχουν μικρής

διάρκειας ανοσία, αφήνοντας «απροστάτευτα» ανοσολογικά τα ζώα για αρκετούς μήνες

μέχρι τον επόμενο εμβολιασμό (Cullinane et al., 2001, Newton et al., 2000). Ο Newton
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και οι συνεργάτες του αναφέρουν ότι το επίπεδο ανοσίας εξαρτάται άμεσα από το χρόνο

του τελευταίου εμβολιασμού, αλλά και από το συνολικό αριθμό των αναμνηστικών

δόσεων που έχουν χορηγηθεί (Newton et al., 2000). Ο Park και οι συνεργάτες του

προτείνουν την αύξηση της συχνότητας των εμβολιασμών σε ίππους ηλικίας 2 ετών και

άνω, διότι ο τρόπος αυτός θα προσφέρει αύξηση της προστασίας έναντι της νόσου (Park

et al., 2003). Όμως, δεν είναι γνωστό τι επιπτώσεις μπορεί να προκαλέσουν στο

ανοσοποιητικό σύστημα των ιπποειδών οι πολύ συχνοί εμβολιασμοί, διότι υπάρχει φόβος

«ανοσολογικής παράλυσης» (Daly et al., 2004). Δεδομένου ότι τα μητρικά αντισώματα

παρεμποδίζουν την παραγωγή αντισωμάτων κατά τον εμβολιασμό στα πολύ νεαρά ζώα,

θεωρείται ότι το καλύτερο εμβολιακό σχήμα σε αυτή την περίπτωση είναι o εμβολιασμός

των εγκύων φοράδων, 6-4 εβδομάδες πριν τον τοκετό, και στη συνέχεια τα πουλάρια να

εμβολιάζονται μετά την ηλικία των 6 μηνών, οπότε η μητρική ανοσία έχει εξασθενίσει

(Cullinane et al., 2001).

2.10 Η Νόσος στην Ελλάδα

Η παρουσία της γρίπης των ιπποειδών στη χώρα μας διαπιστώθηκε πρώτη φορά το

1969 στην περιοχή της Ροδόπης, μετά από ανίχνευση αντισωμάτων έναντι του εν λόγω

ιού, σε μη εμβολιασμένα ζώα (Πασχαλέρη και συν., 1970). Το 1970 αναφέρεται η

παρουσία του ιού και σε εμβολιασμένους ίππους του ιπποδρόμου της Αθήνας (Mενασέ

και συν., 1970). Ο  υπότυπος 2 (Η3Ν8) ήταν ο υπεύθυνος παράγοντας και των δύο αυτών

επιζωοτιών. Στο τέλος της δεκαετίας του 1990, έγινε προσδιορισμός αντισωμάτων με

αναστολή της αιμοσυγκόλλησης σε ορούς ιπποειδών, από διάφορες περιοχές της χώρας.

Στα ανεμβολίαστα ζώα, βρέθηκαν αντισώματα έναντι του στελέχους Prague σε ποσοστό

14% και έναντι του στελέχους Miami σε ποσοστό 10,4%, γεγονός που υποδηλώνει ότι οι

ιοί της γρίπης κυκλοφορούσαν στον πληθυσμό των ιπποειδών, των υπό εξέταση

περιοχών (Σπύρου και συν., 1999). Κατά τα έτη 2003-2004 και 2007 υπήρξε επιζωοτία

σε άλογα των ιπποφορβείων στην περιοχή της Κεντρικής και Νότιας Ελλάδας. Η

διάγνωση βασίστηκε στον προσδιορισμό του αντιγόνου σε ρινικές εκκρίσεις με την

ταχεία μέθοδο Directigen (Ε. Ξυλούρη, αδημοσίευτα δεδομένα).

Στην Ελλάδα, χρησιμοποιείται το ανασυνδυασμένο εμβόλιο PROTEQ Flu Te, το

οποίο φέρει μόνο το γονίδιο ΗΑ του ιού της γρίπης Α και περιλαμβάνει τα στελέχη
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A/Equi-2/Οhio/2003 (αντιπροσωπευτικό του Αμερικανικού κλάδου) και A/Equi-

2/Newmarket/2/93 (αντιπροσωπευτικό του Ευρωπαϊκού κλάδου), καθώς και την

ανατοξίνη του τετάνου.
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Δ. ΜΕΡΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ
ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
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ΣΚΟΠΟΣ
Ο σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η διερεύνηση της παρουσίας του ιού της γρίπης

των ιπποειδών στην Ελλάδα, σε ζώα που εκδήλωσαν αναπνευστικά συμπτώματα κατά

τον Ιούνιο του 2003 και το Μάιο του 2007.

Παρόλο που στην Ελλάδα είχε διαπιστωθεί η ύπαρξη αντισωμάτων έναντι του

οροτύπου Α/equi 2 σε εμβολιασμένα και ανεμβολίαστα ιπποειδή, χωρίς ωστόσο να γίνει

διαχωρισμός των εμβολιακών ή μη αντισωμάτων (Σπύρου και συν., 1999), δεν υπάρχει

καμία αναφορά μοριακού χαρακτηρισμού του ιού στη χώρα μας. Έτσι, πρωταρχικός

στόχος της μελέτης ήταν η απομόνωση του ιού σε κύτταρα με σκοπό την περεταίρω

μελέτη του. Δεδομένου ότι υπάρχουν αναφορές που υποστηρίζουν ότι η απομόνωση σε

εμβρυοφόρα αυγά ενδέχεται να καταλήγει σε σημειακές μεταλλάξεις του γονιδιώματος

του ιού, και πιο συγκεκριμένα του γονιδίου της αιμοσυγκολλητίνης (Ιlobi et al., 1994),

αποφασίστηκε η καλλιέργεια και απομόνωση του ιού σε κυτταροκαλλιέργειες.

Στη συνέχεια, αφού ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο του Παγκόσμιου Οργανισμού

Υγείας των Ζώων, για την τυποποίηση και υποτυποποίηση του ιού, προχωρήσαμε στην

ανάλυση τμημάτων όλων των γονιδίων του. Τέλος, πραγματοποιήθηκε φυλογενετική

ανάλυση  των ιικών πρωτεϊνών προκειμένου να εξαγάγουμε πληροφορίες για την

επιζωοτιολογία των απομονωθέντων στελεχών του ιού.
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1. ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟΔΟΙ
1.1 Ζώα & Δειγματοληψία
Κατά τη συγκεκριμένη ερευνητική μελέτη χρησιμοποιήθηκε παθολογικό υλικό

από 30 ίππους, που σταβλίζονταν ομαδικά στην περιοχή του Νομού Αττικής. Η

δειγματοληψία έλαβε χώρα τον Ιούνιο του 2003 και τον Μάιο του 2007 και αφορούσε

διαφορετικά ζώα κατά τις δύο αυτές χρονικές περιόδους. Οι ίπποι, ηλικίας από 6

μηνών έως 2 ετών, εμφάνιζαν αναπνευστική λοίμωξη και η εξέταση των

παθολογικών υλικών με το τεστ BD DirectigenTM Flu A έδωσε θετικό αποτέλεσμα.

Σύμφωνα με το ιστορικό, τα ζώα δεν είχαν εμβολιαστεί για τον ιό της γρίπης, ούτε

είχαν εκδηλώσει οποιαδήποτε νόσο πριν την εν λόγω επιζωοτία.

Από τα ζώα που εμφάνιζαν συμπτώματα γρίπης συλλέγονταν ρινικό έκκριμα, με τη

βοήθεια βαμβακοφόρων στυλεών, μιας χρήσεως, που είχαν προετοιμαστεί στο

εργαστήριό μας. Οι εν λόγω στυλεοί αποτελούνταν από συρμάτινο στέλεχος, μήκους

περίπου 25-30 cm, για να μπορούν να εισέρχονται στους ρώθωνες των ιπποειδών για

τη συλλογή του ρινικού εκκρίματος, και περιτύλιγμα από γάζα. Πριν τη χρήση τους

αποστειρώνονταν στους 121 °C για 30 min. Αμέσως μετά τη δειγματοληψία οι

στυλεοί εμβαπτίζονταν σε υλικό μεταφοράς και μεταφέρονταν στο εργαστήριό μας

εντός μίας ώρας από τη στιγμή της δειγματοληψίας. Τα δείγματα αποθηκεύονταν

στου -80 °C μέχρι την εξέτασή τους, αλλά και μετά το πέρας αυτής.

1.2 Απομόνωση Ελληνικών στελεχών ιού γρίπης των ιπποειδών σε
κυτταροκαλλιέργειες

Για την απομόνωση των Ελληνικών στελεχών του ιού της γρίπης των ιπποειδών

χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά MDCK, η οποία προέρχεται από επιθηλιακά

κύτταρα νεφρού σκύλου. Τα κύτταρα πολλαπλασιάζονταν σε στείρες πλαστικές

φιάλες των 25cm² και των 75cm² (Greiner bio one, Germany), σε θερμοκρασία 37 °C

και σε ατμόσφαιρα 5% CO2 (Jouan Ltd., Derbyshire, UK). Για την ανάπτυξη των

κυττάρων χρησιμοποιήθηκε το θρεπτικό υπόστρωμα Dulbecco’s Modified Eagle

Medium (D-MEM), στο οποίο προσθέτονταν, σε αναλογία 1%, 1.000 IU/ml

πενικιλίνης G, 100 μg/ml στρεπτομυκίνης, 0,25 mg/ml αμφοτερικίνης Β και L-

γλουταμίνη, καθώς και 10% (v/v) ορός εμβρύου μόσχου (Fetal Calf Serum). Όλα τα

συστατικά του μέσου καλλιέργειας ήταν της εταιρίας Lonza (Belgium), εκτός από την

αμφοτερικίνη Β που ήταν της εταιρείας Serva electrophoresis GmbH (Germany).
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Όταν τα πλήρως ανεπτυγμένα κύτταρα επρόκειτο να χρησιμοποιηθούν για

απομόνωση του ιού, το θρεπτικό υπόστρωμα (υπόστρωμα μόλυνσης, infectious

medium) περιείχε, τα συστατικά του θρεπτικού υποστρώματος ανάπτυξης πλην του

ορού εμβρύου μόσχου (FBS) και επιπλέον 2μg/ml ΤPCK-trypsin (Sigma Chemical

Co., Pool, UK). Για τις διόδους των κυττάρων χρησιμοποιούταν διάλυμα θρυψίνης

(Trypsin/EDTA, Invitrogen UK).

Κατά τη διάρκεια των πειραμάτων τα κύτταρα διατηρούνταν σε εκθετική φάση

ανάπτυξης. Για να επιτευχθεί αυτό γίνονταν δίοδοι των καλλιεργειών κάθε 3-4

ημέρες. Τα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν είχαν υποστεί 15-40 διόδους, διότι μετά

την 40η διόδο παρατηρήθηκε ότι αναπτύσσονταν με βραδύ ρυθμό. Επιπλέον, αν

χρησιμοποιούνταν κύτταρα διόδου μικρότερης της 10ης τότε απαιτούταν σημαντικός

χρόνος προσαρμογής τους στις συνθήκες ανάπτυξης, μετά τη φύλαξη σε υγρό άζωτο

και την απόψυξή τους.

Η συγκέντρωση των κυττάρων που διανεμόταν στις φιάλες των 25 cm2 για την

απομόνωση του ιού και των 75 cm2 για την δημιουργία «stock» ιού («αποθέματος»

ιού) ήταν 5x104 κύτταρα/ml. Ο αριθμός των κυττάρων προσδιοριζόταν με τη βοήθεια

αιματοκυτταρόμετρου (Neubauer haemocytometer).

Όπως έχει ήδη αναφερθεί (κεφ. 1.1), ως παθολογικό υλικό για την απομόνωση

χρησιμοποιήθηκε το ρινικό έκκριμα. Το υλικό αυτό, αρχικά αραιωνόταν με D-MEM,

σε αναλογία 1/10, φυγοκεντρούταν στα 3000 rpm (EBA 20S, Hettich Lab

Technology GmbH & Co. KG, Germany) για 10 min. Εν συνεχεία σε θάλαμο

κάθετης νηματικής ροής, λαμβανόταν το υπερκείμενο υγρό και, αφού διηθούταν

(αποστειρωμένα φίλτρα των 0,45μm), τοποθετούταν σε αποστειρωμένο πλαστικό

φιαλίδιο universal (Greiner Bio-One, Germany).

Ο ενοφθαλμισμός γινόταν σε κυτταροκαλλιέργειες με πλήρες ταπήτιο. Αρχικά,

απομακρυνόταν το θρεπτικό υπόστρωμα και ακολουθούσαν τρεις πλύσεις με PBS,

ώστε να απομακρυνθεί ο ορός εμβρύου μόσχου που εμποδίζει την προσρόφηση του

ιού στα κύτταρα. Η ποσότητα του ενοφθαλμίσματος ήταν 100 μl. Μισή ώρα μετά την

επώαση των ενοφθαλμισμένων κυτταροκαλλιεργειών στους 37 °C, προσθέτονταν

θρεπτικό υπόστρωμα μόλυνσης. Για τις επόμενες 3-4 ημέρες οι ενοφθαλμισμένες

κυτταροκαλλιέργειες ελέγχονταν καθημερινά με ανεστραμμένο μικροσκόπιο για την

ανίχνευση κυτταρικής απόπτωσης ως αποτέλεσμα της κυτταροπαθογόνου επίδρασης

του ιού (cytopathic effect, CPE).
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Όλες οι ενοφθαλμισμένες κυτταροκαλλιέργειες είτε παρουσίαζαν CPE είτε όχι

στην 1η δίοδο υπόκεινταν σε τυφλές διόδους μέχρι και την 3η δίοδο. Οι

κυτταροκαλλιέργειες που παρουσίζαν CPE κατά την 3η δίοδο υπόκεινταν σε επιπλέον

διόδους (έως 6 δίοδοι), ώστε να αυξηθεί ο τίτλος του ιού με σκοπό την αύξηση του

πληθυσμού του. Μετά από κάθε δίοδο το υπερκείμενο των κυτταροκαλλιεργειών που

παρουσίαζαν 100% απόπτωση των κυττάρων, μεταφερόταν σε φιαλίδια τύπου

universal (Greiner Bio-One, Germany) και φυγοκεντρούταν στα 1.000 rpm για 7 min.

Στη συνέχεια, το υπερκείμενο μεταφερόταν σε νέα φιαλίδια (Greiner Bio-One,

Germany) και φυλασσόταν στους -80 °C, για περεταίρω ταυτοποίηση και

νουκλεοτιδική αλληλούχιση του απομονωθέντος στελέχους. Ένα δείγμα παθολογικού

υλικού χαρακτηριζόταν ως αρνητικό όταν δεν παρατηρούταν CPE ύστερα από τρεις

διαδοχικές διόδους.

Για αποφυγή επιμολύνσεων, κάθε δείγμα ενοφθαλμιζόταν σε διαφορετική χρονική

περίοδο και μετά από απολύμανση του επωαστήρα, ώστε κάθε φορά να υφίσταται

χειρισμούς ένα μόνο δείγμα. Κάθε δείγμα ενοφθαλμιζόταν εις τριπλούν, ενώ

παράλληλα ως μάρτυρας χρησιμοποιούταν μη-ενοφθαλμισμένη κυτταροκαλλιέργεια.

Όσον αφορά στο θετικό μάρτυρα του ιού, χρησιμοποιήθηκε το πρότυπο στέλεχος

Α/equine/Newmarket/1/93 H3N8  (ευγενική χορηγία της Dr. Janet Daly, New Market,

UK), το οποίο καλλιεργήθηκε μετά το πέρας της διαδικασίας απομόνωσης του ιού

από τα παθολογικά δείγματα, αφού προηγουμένως είχε διατηρηθεί «υγειονομικό

κενό».

1.3 Έλεγχος ζωτικότητας κυττάρων με τη χρήση της χρωστικής Trypan blue
Για να εκτιμηθεί το ποσοστό ζωτικότητας, τόσο στις ενοφθαλμισμένες όσο και στις

μη ενοφθαλμισμένες με παθολογικό υλικό κυτταροκαλλιέργειες, έγινε χρήση της

χρωστικής Trypan blue (Lonza, Belgium). Η εν λόγω χρωστική έχει την ιδιότητα να

διαπερνά την κυτταρική μεμβράνη μόνο των νεκρών κυττάρων, διαφοροποιώντας τα

από τα ζώντα κύτταρα.

Η διαδικασία της χρώσης είχε ως εξής: σε 50 µl Trypan blue προσθέτονταν 50 μl

εναιωρήματος κυττάρων. Από το μίγμα αυτό λαμβάνονταν 10 μl και τοποθετούνταν

στο αιμοκυτταρόμετρο Neubauer. Στη συνέχεια, γινόταν καταμέτρηση ζωντανών και

νεκρών κυττάρων σε τέσσερις περιοχές. Η ζωτικότητα των κυττάρων των

κυτταροκαλλιεργειών εκφραζόταν σε ποσοστό ζωντανών επί του συνόλου προς την
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κυτταροκαλλιέργεια μάρτυρα που συντηρούταν ανά δείγμα (% ζωντανών κυττάρων

στη μολυσμένη κυτταροκαλλιέργεια / % ζωντανών κυττάρων στην

κυτταροκαλλιέργεια μάρτυρα).

1.4 Τιτλοποίηση απομονωθέντων στελεχών του ιού
Για την τιτλοποίηση των στελεχών χρησιμοποιήθηκε η συνεχής κυτταρική σειρά

και τα αντιδραστήρια που αναφέρονται και στην απομόνωση των στελεχών (κεφ.

1.2). Παράλληλα, έγινε χρήση πλακών 96 βοθρίων, με επίπεδο πυθμένα, κατάλληλων

για την καλλιέργεια κυττάρων (Greiner bio one, Germany). Στο περιεχόμενο της

φιάλης που αφορούσε στην τρίτη δίοδο του ιού, λάμβαναν χώρα διαδοχικές

υποδεκαπλάσιες (10-0 έως 10-6) αραιώσεις, σε μία σειρά περιεκτών, χρησιμοποιώντας

ως αραιωτικό το θρεπτικό υπόστρωμα Dulbecco’s MEM.

Στη συνέχεια, από κάθε αραίωση ενοφθαλμίζονταν 4 βοθρία (50 μl/βοθρίο) και

ακολουθούσε επώαση σε συνθήκες ανάλογες με εκείνες που χρησιμοποιήθηκαν στην

απομόνωση των στελεχών. Μετά το πέρας του χρονικού αυτού διαστήματος, σε όλα

τα βοθρία προσθέτονταν 150 μl Dulbecco’s MEM και η πλάκα με τα κύτταρα

τοποθετούταν ξανά στον επωαστήρα. Στο σύστημα περιλαμβάνονταν, επίσης, δύο

ειδών αρνητικοί μάρτυρες από 4 βοθρία έκαστος- ο ένας ήταν αρνητικός μάρτυρας

της μεθόδου και ο άλλος ως δείκτης ανάπτυξης των κυττάρων, καθένα από τα οποία

ενοφθαλμιζόταν με 50μl Dulbecco’s-MEM χωρίς ιό. Τα κύτταρα ελέγχονταν

καθημερινά για την ύπαρξη κυτταροπαθογόνου δράσης του ιού και ο προσδιορισμός

του τίτλου του ιού γινόταν την 3η ημέρα μετά τον ενοφθαλμισμό, χρησιμοποιώντας

τον τύπο του Karber. Ο τίτλος εκφράστηκε ως η μέση λοιμογόνος δόση του ιού για

την κυτταροκαλλιέργεια ανά ml ενοφθαλμίσματος (Tissue Culture Infectious Dose

50%, TCID50/ml).

1.5 Ταυτοποίηση των απομονωθέντων στελεχών του ιού
Για την ταυτοποίηση των απομονωθέντων στελεχών αρχικά χρησιμοποιήθηκε το

εμπορικό kit BD DirectigenTM Flu A προκειμένου να επιβεβαιωθεί ότι τα

απομονωθέντα στελέχη ανήκαν στον τύπο Α της γρίπης. Πρόκειται για ένα εμπορικό

kit in vitro ανοσοπροσδιορισμού σε μεμβράνη για την άμεση, ταχεία και ποιοτική

ανίχνευση του αντιγόνου του ιού της γρίπης Α, με τo οποίο εξετάστηκε το

υπερκείμενο υγρό των κυτταροκαλλιεργειών, σύμφωνα με τις οδηγίες του
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κατασκευαστή (Becton Dickinson and Co., Maryland, USA). Πιο συγκεκριμένα, μετά

την τοποθέτηση μίας σταγόνας υπερκείμενου υγρού ενοφθαλμισμένων

κυτταροκαλλιεργειών, στην ειδική συσκευή του kit, γινόταν προσρόφηση ενός

ειδικού κατά της νουκλεοπρωτεΐνης του ιού της γρίπης Α μονοκλωνικού

αντισώματος. Σε κάθε συσκευή εξετάζεται ένα μόνο δείγμα. Για την επιβεβαίωση της

ορθότητας του τεστ κάθε συσκευή περιέχει ένα αντιγόνο του ιού Η1Ν1 στο κέντρο

της μεμβράνης, το οποίο κατά την ανάγνωση των αποτελεσμάτων αναπτύσσει μία

μωβ κηλίδα. Το θετικό αποτέλεσμα αξιολογείται με την παρουσία ενός τριγώνου,

μωβ χρώματος, περιμετρικά της προαναφερθείσας κηλίδας, ενώ η ένταση του

χρώματος αποτυπώνει την θετικότητα του δείγματος.

1.5.1 Δοκιμασία αιμοσυγκόλλησης και δοκιμασία αναστολής της

αιμοσυγκόλλησης

Για την τυποποίηση του ορότυπου στον οποίο ανήκαν τα απομονωθέντα στελέχη,

πραγματοποιήθηκε η δοκιμασία της αναστολής της αιμοσυγκόλλησης, αφού

προηγήθηκε η ανεύρεση του τίτλου του ιού με την δοκιμασία της αιμοσυγκόλλησης.

Οι τεχνικές αυτές εφαρμόστηκαν όπως περιγράφονται στο εγχειρίδιο του ΟΙΕ (OIE,

2010). Για την αναστολή της αιμοσυγκόλλησης οι πρότυποι αντιοροί που

χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι Α/equine/Newmarket/77 (H7N7),

Α/equine/Newmarket/2/93 (H3N8) και Α/equine/Newmarket/1/93 (H3N8), ενώ και

για τις δύο τεχνικές χρησιμοποιήθηκε εναιώρημα ερυθρών αιμοσφαιρίων (RBC)

ινδόρνιθας 0,5%, σε PBS (pΗ 7,2), και πλάκες των 96-βοθρίων με πυθμένα σχήματος

«V». Η λήψη των ερυθρών αιμοσφαιρίων έγινε σε διάλυμα Alsever (Ιnvitrogen) σε

αναλογία 1:1.

1.5.1.1 Δοκιμασία αιμοσυγκόλλησης

Η αρχή της μεθόδου βασίζεται στην ειδική πρόσδεση των μορίων της

αιμοσυγκολλητίνης του ιού με τα σιαλικά οξέα των υποδοχέων των ερυθρών

αιμοσφαιρίων (RBCs), διαφόρων ειδών ζώων.

Η διαδικασία εξέτασης είχε ως εξής: σε κάθε βοθρίο, όλων  των οριζοντίων (1-12)

και κάθετων (Α-Η) σειρών της πλάκας, τοποθετούνταν αρχικά 25 μl PBS. Στη

συνέχεια, μόνο στο πρώτο βοθρίο (Νο 1) κάθε κάθετης σειράς (Α-Η) προσθέτονταν

25 μl αντιγόνου (υπερκείμενο υγρό ενοφθαλμισμένων κυτταροκαλλιεργειών) (A-H)
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και ακολουθούσε η διεξαγωγή διαδοχικών υποδιπλάσιων αραιώσεων (1:2 έως

1:1024). Μετά, σε όλα τα βοθρία προσθέτονταν επιπλέον 25 μl PBS (τελικός όγκος

σε κάθε βοθρίο 50 μl) και εν συνεχεία 50 μl RBC. Η πλάκα επωαζόταν σε

θερμοκρασία δωματίου (21 °C ± 1 °C) για 30 min, σε σκοτεινό χώρο. Σε κάθε πλάκα

ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε μία σειρά βοθρίων με υπερκείμενο υγρό μη

ενοφθαλμισμένης κυτταροκαλλιέργειας (11Α-11Η) και μία σειρά με PBS αντί του

αντιγόνου (12Α-12Η).

Παρουσία του ιού τα ερυθρά αιμοσφαίρια συγκολλούνται με τα αντιγόνα ΗΑ

αυτού και στο βοθρίο σχηματίζεται ένα διάχυτο ερυθρό ίζημα, ενώ απουσία του ιού

τα ερυθρά αιμοσφαίρια καθιζάνουν και στον πυθμένα του βοθρίου σχηματίζεται ένα

συμπαγές ερυθρό ίζημα, το οποίο χαρακτηρίζεται ως «κουμπί». Για να προσδιοριστεί

ο τίτλος του ιού ανευρίσκεται η υψηλότερη αραίωση (μικρότερη συγκέντρωση ιού)

στην οποία παρατηρείται συγκόλληση του 50% των αιμοσφαιρίων που προστέθηκαν.

Θεωρείται ότι στη συγκεκριμένη αραίωση ανά μονάδα χρησιμοποιηθέντος όγκου

εναιωρήματος ιού, υπάρχει ένα ιικό σωματίδιο ικανό να συγκολλά ερυθρά

αιμοσφαίρια. Το σωματίδιο αυτό ονομάζεται αιμοσυγκολλητική μονάδα

(Haemαgglutination Unit, HAU) και ο τίτλος αιμοσυγκόλλησης εκφράζεται σε

μονάδες αιμοσυγκόλλησης.

1.5.1.2 Δοκιμασία αναστολής της αιμοσυγκόλλησης

Μετά την ανεύρεση του τίτλου αιμοσυγκόλλησης, το αρχικό εναιώρημα, στο οποίο

υπήρχε ο ιός, αραιωνόταν κατάλληλα με PBS (διαίρεση τίτλου με το 4), ώστε να

περιέχει 4 μονάδες αιμοσυγκόλλησης (HAU) ανά μονάδα όγκου εναιωρήματος (4

HAU/ 25 μl).

Για την πιστοποίηση της ορθής αραίωσης του αντιγόνου (4 HAU/25μl)

ακολουθούταν η εξής διαδικασία: στα βοθρία 2-6, εκ των οριζοντίων σειρών,

τοποθετούνταν 25 l PBS. Στη συνέχεια, στο πρώτο βοθρίο κάθε σειράς

προσθέτονταν 50 l «τιτλοποιημένου» αντιγόνου και με τη λήψη 25 μl από αυτό το

βοθρίο ακολουθούσε η διεξαγωγή διαδοχικών υποδιπλάσιων αραιώσεων. Μετά, σε

κάθε βοθρίο συμπληρώνονταν άλλα 25 l PBS, ώστε ο τελικός όγκος να είναι 50 μl,

και ακολουθούσε η προσθήκη 50 l RBC. Η επώαση γινόταν στις ίδιες συνθήκες

που αναφέρθηκαν στο κεφάλαιο 1.5.1.
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Αν το αντιγόνο είχε αραιωθεί ορθά ώστε να περιλαμβάνει 4 HAU, τότε τα τρία

πρώτα βοθρία παρουσίαζαν πλήρη αιμοσυγκόλληση (1ο βοθρίο περιέχει 4 HAU, 2ο

βοθρίο 2 HAU, 3ο βοθρίο 1 HAU) κατά την ανάγνωση των αποτελεσμάτων. Σε

αντίθετη περίπτωση γινόταν εξ’ αρχής η αραίωση του αντιγόνου.

Πριν την εκτέλεση της δοκιμασίας της αναστολής της αιμοσυγκόλλησης, ήταν

απαραίτητη η κατεργασία των αντιορών (κεφ.1.5.1) που χρησιμοποιήθηκαν,

δεδομένου ότι οι αντιοροί ενδέχεται να περιέχουν μη ειδικές ουσίες οι οποίες

αναστέλλουν ή προκαλούν την αιμοσυγκόλληση. Για το σκοπό αυτό παρασκευαζόταν

διάλυμα 1:4 v/v αντιορού και ενζύμου RDE (receptor destroying enzyme) (ευγενική

χορηγία της Dr. Daly). Το διάλυμα αυτό, αφού επωαζόταν σε υδατόλουτρο στους 37

°C όλο το βράδυ, θερμαινόταν στους 56 oC για 30 min προκειμένου να

αδρανοποιηθούν τα υπολείμματα του RDE. Τέλος, όταν η θερμοκρασία του έφτανε

στα ίδια επίπεδα με τη θερμοκρασία δωματίου, προσθέτονταν φυσιολογικός ορός

(1.800 μl, 85% NaCl), ώστε η τελική αραίωση του αντιορού να είναι 1:10.

Κατόπιν, ακολουθούσε η δοκιμασία της αναστολής της αιμοσυγκόλλησης για κάθε

δείγμα με τους τρεις γνωστούς αντιορούς, που αναφέρθηκαν στο κεφάλαιο 1.5.1. Η

διαδικασία εφαρμογής της δοκιμασίας είχε ως εξής: στα οριζόντια βοθρία 2-12 κάθε

σειράς της πλάκας των 96-βοθρίων τοποθετούνταν 25 l PBS, ενώ στο 1ο βοθρίο

τοποθετούνταν 50 l αντιορού. Ακολουθούσαν διαδοχικές υποδιπλάσιες αραιώσεις

του αντιορού. Μετά, προσθέτονταν σε κάθε βοθρίο 25 l ιού που περιείχε 4 HAU. Το

μίγμα αντιορού-ιού επωαζόταν για 30 min σε θερμοκρασία δωματίου. Στο διάστημα

αυτό τα αντισώματα, εφόσον ήταν ομόλογα του απομονωθέντος στελέχους του ιού,

ενώνονταν με τις αιμοσυγκολλητίνες του. Στην συνέχεια, προσθέτονταν σε όλα τα

βοθρία 50 l εναιωρήματος 0,5% ερυθρών αιμοσφαιρίων. Ακολουθούσε επώαση σε

θερμοκρασία δωματίου για 30 min και μετά γινόταν η ανάγνωση  των

αποτελεσμάτων.

Σε κάθε δοκιμασία υπήρχαν τρία είδη αρνητικών μαρτύρων: αρνητικός μάρτυρας

των ερυθρών αιμοσφαιρίων (50 l PBS και 50 l RBC), αρνητικός μάρτυρας των

αντιορών [25 l κάθε αντιορού, 25 l PBS (αντί αντιγόνου) και 50 l RBC] και

αρνητικός μάρτυρας ιού (50l υπερκείμενου υγρού μη ενοφθαλμισμένης

κυτταροκαλλιέργειας, 50μl RBC).

Λόγω των διαδοχικών αραιώσεων του αντιορού η συγκέντρωση των αντισωμάτων

συνεχώς υποδιπλασιάζεται και από κάποια αραίωση και μετά ο ιός δεν δεσμεύεται
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από τα αντισώματα, παραμένει ελεύθερος, και επομένως συγκολλά τα ερυθρά

αιμοσφαίρια. Έτσι, στις αρχικές αραιώσεις αν υπάρχουν ομόλογα αντισώματα

εμποδίζουν τον ιό να δράσει και τα ερυθρά αιμοσφαίρια καθιζάνουν σχηματίζοντας

το «κουμπί», ενώ στις υψηλότερες αραιώσεις του αντιορού δημιουργείται διάχυτο

ερυθρό ίζημα, λόγω συγκόλλησης ερυθρών αιμοσφαιρίων και ιού. Το ίδιο συμβαίνει

και στην περίπτωση που ο αντιορός περιέχει μη ειδικά αντισώματα. Επομένως η

μεγαλύτερη αραίωση του κάθε αντιορού που εμποδίζει την εμφάνιση της

αιμοσυγκόλλησης είτε πλήρως είτε τουλάχιστον κατά 50% αποτελεί τον τίτλο

αναστολής της αιμοσυγκόλλησης.

1.6 Υλικά για την εκχύλιση του ιικού RNA
Η εκχύλιση του ιικού RNA, τόσο από το υπερκείμενο των κυτταροκαλλιεργειών

όσο και από τα πρωτογενή δείγματα (βαμβακοφόροι στυλεοί), έγινε με τη χρήση του

QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, UK) στο οποίο περιλαμβάνονται τρία

ρυθμιστικά διαλύματα, τα AVL, AW1 και AW2. Σύμφωνα με τις οδηγίες του

παρασκευαστή ετοιμαζόταν μίγμα που αποτελούνταν από 140 μl υπερκείμενου των

ρινικών εκκρίσεων (από το βαμβακοφόρο στυλεό) ή των ενοφθαλμισμένων με

παθολογικό υλικό κυτταροκαλλιεργειών, 560 μl ρυθμιστικού διαλύματος AVL και

5,6 μl RNA carrier. Στη συνέχεια, το μίγμα επωαζόταν σε θερμοκρασία δωματίου για

10 min. Μετά την επώαση, προσθέτονταν στο μίγμα 560 μl αιθανόλης και αυτό

τοποθετούταν σε στήλη περιστροφής (spin column), η οποία υποβαλλόταν σε

φυγοκέντρηση στα 6.000 rpm για 1 min. Κατόπιν, η στήλη υποβαλλόταν σε δύο

διαδοχικά ξεπλύματα προκειμένου να απομακρυνθούν αναστολείς της PCR. Το

πρώτο ξέπλυμα γινόταν με 500 μl διαλύματος ΑW1 και φυγοκέντρηση στα 6.000 rpm

για 1 min και το δεύτερο με 500 μl διαλύματος AW2 και φυγοκέντρηση στα 12.000

rpm για 3 min. Η έκλουση του τελικού RNA γινόταν σε 60 μl διαλύματος AVE.

1.7 Εκκινητές

Τα ζεύγη των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη για τα

γονίδια Μ (Μ1 και Μ2 πρωτεΐνες), ΗA και NA σχεδιάστηκαν με βάση τα δεδομένα

από προηγούμενες δημοσιευμένες εργασίες (Πίνακας 1).
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Πίνακας 1. Ζεύγη εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για τον μοριακό χαρακτηρισμό του ιού Η3Ν8 της γρίπης των
ιπποειδών

Γονίδιο
(μήκος)

Ανοδικός εκκινητής 5’-3’
(Θέση)

Καθοδικός εκκινητής 5’-3’
(Θέση)

Μέγεθος προϊόντος PCR
(bp)

ΗΑ1/RT HA1/3
HA AGCAAAAGCAGGGGATATTTCTG GCTATTGCTCCAAAGATTC 1.080

1.765 1-23 1063-1081

HA1/2 HA1/4

TGAGGTGACAAATGCTACTG TGATTTGCTTTTCTGGTACA 880

176-195 1040-1059 (Newton et al., 2006)
NA NAF NAR

1.460 AGCAAAAGCAGGAGT TTA AGTCTCCTTTAATGCAGGTGCGTG 678

25-43 679-703 (Ito et al., 2008)
M M52C M253R

1.002 CTTCTAACCGAGGTCGAAACG AGGGCATTTTGGACAAAG/TCGT CTA 244

7-28 227-251 (Fouchier et al., 2000)

Για το μοριακό χαρακτηρισμό των υπόλοιπων πέντε γονιδίων (NS, NP, PA, PB1

και ΡΒ2) του ιού της γρίπης, σχεδιάστηκαν πέντε ζεύγη εκκινητών με βάση τις

γενετικά συντηρημένες περιοχές στην αλληλουχία των νουκλεοτιδίων δημοσιευμένων

αλληλουχιών των προαναφερθέντων γονιδίων (Πίνακας 2). Για το σκοπό αυτό,

εντοπίστηκαν και στοιχίστηκαν 15 δημοσιευμένες νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των

εν λόγω γονιδίων του ιού της γρίπης Η3Ν8 του ίππου, χρησιμοποιώντας το λογισμικό

Gene Runner Έκδοση 3.01 (Hastings Software, Inc). Παράλληλα έγινε έλεγχος

ειδικότητας, με τη χρήση του λογισμικού BLAST στο NCBI

(www.ncbi.nih.Gov/GenBank), για τυχόν παρουσία τους και σε γένωμα άλλων

οργανισμών μη-στόχων. Η σύνθεση των εκκινητών έλαβε χώρα στη Eurofins MWG,

Germany. Ο σχεδιασμός των εκκινητών έγινε με στόχο την ενίσχυση του

μεγαλύτερου τμήματος έκαστου γονιδίου.
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Πίνακας 2. Ζεύγη εκκινητών που σχεδιάστηκαν για τον μοριακό χαρακτηρισμό του ιού Η3Ν8 της γρίπης των
ιπποειδών

Γονίδιο
(μήκος bp)

Ανοδικός εκκινητής 5’-3’
(Θέση)

Καθοδικός εκκινητής 5’-3’
(Θέση)

Μέγεθος
προϊόντος PCR

(bp)

ΝS NSF NSR

713
864 ACTGTGTCAAGCTTTCAGGT TGTCGCACTTCTTCAATCAA

13-32 707-726

NP NPF NPR

1.396
1.520 GGGAACGCCAGAATGCAACT CATGTCAAAGGAAGGCACGA

72-91 1449-1468

PA PAF PAR

1.178
2.151 AGAGATCGAACAATGGCATG ACAGGATGCATTGAGTAGAG

244-263 1403-1422

PB1 PB1F PB1R
1.5152.341 CAGATTGTGTATTGGAAGCA AGTAGACCAGTCTTTGATCG

254-273 1750-1769

PB2 PB2F PB2R
1.0652.341 AAAACGAACGATGCTGGC AGAGTTGATGCATGGGGTTC

238-255 1284-1303

Ο έλεγχος της ειδικότητας των εκκινητών που σχεδιάστηκαν  και των δοκιμών RT-

PCR που αναπτύχθηκαν με τους εν λόγω εκκινητές, γινόταν βάσει της αξιολόγησης

των αποτελεσμάτων της θετικής αντίδρασης των θετικών μαρτύρων και του

προσδιορισμού της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας όλων των προϊόντων ενίσχυσης που

είχαν ήδη αξιολογηθεί ως θετικά με την δοκιμασία RT-PCR για το γονίδιο Μ. Ο

έλεγχος της ειδικότητας αξιολογήθηκε και με το αρνητικό αποτέλεσμα που προέκυψε

από την εξέταση μη ενοφθαλμισμένων κυτταροκαλλιεργειών και από πιστοποιημένα

αρνητικό ίππο (Ευγενική χορηγία της Dr. Janet Dally, Newmarket, UK). Δεδομένου

ότι τα εν λόγω γονίδια θεωρούνται συντηρημένα, οι εκκινητές δεν ήταν ειδικοί μόνο

για τον ιό της γρίπης του ίππου, αλλά και για τα αντίστοιχα γονίδια  άλλων ιών γρίπης

τύπου Α.
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1.8 Αντίστροφη μεταγραφή - Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)

Για όλες τις PCR που πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας

το πρότυπο στέλεχος A/equine/Newmarket/1/1993 H3N8, ενώ ως αρνητικοί μάρτυρες

χρησιμοποιήθηκαν υπερκείμενο υγρό μη ενοφθαλμισμένης κυτταροκαλλιέργειας και

νερό απαλλαγμένο από RNAάση και DNAάση. Βελτιστοποίηση των αντιδράσεων

έγινε ως προς τη συγκέντρωση του MgCl2 και των εκκινητών, ενώ το βέλτιστο

θερμο-πρωτόκολλο για κάθε ζεύγος εκκινητών προσαρμόσθηκε πειραματικά. Όλες οι

μοριακές τεχνικές αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης της παρούσας μελέτης

διενεργήθηκαν τρεις φορές, προς επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων. Επιπλέον, όλα τα

μίγματα για τις PCR πραγματοποιήθηκαν σε θάλαμο κάθετης νηματικής ροής, με

διαφορετικές πιπέτες και διαφορετικά ρύγχοι πιπετών με φίλτρο και κάτω από

συνθήκες που ελαχιστοποιούσαν τον κίνδυνο επιμόλυνσης με εξωγενές RNA.

1.8.1 Ενίσχυση τμήματος του γονιδίου (M) των πρωτεΐνών της βασικής

μεμβράνης (Μ1 και Μ2)

Η ενίσχυση του γονιδίου Μ, στα πρωτογενή δείγματα και στο υπερκείμενο υγρό

των κυτταροκαλλιεργειών, αφορούσε 244 νουκλεοτίδια. Οι εκκινητές που

χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι M52C και M253R (Πίνακας 1). Η μετουσίωση του

εκχυλισμένου RNA κάθε δείγματος έγινε με χρήση του εμπορικού kit SuperScript

One-Step RT-PCR with Platinum Taq (Invitrogen S.R.L.) από το οποίο

παρασκευαζόταν μίγμα τελικού όγκου 50 μl, που περιείχε 10 μl εκχυλισμένου RNA,

1x Reaction mix ρυθμιστικού μίγματος, 0,2 mM από κάθε δεοξυνουκλεοτίδιο (dATP,

dCTP, dGTP, dTTP), 1,2 mM MgSO4, 1 μl RT/Platinum Taq mix και τους δύο

εκκινητές (50 μΜ) σε τελική συγκέντρωση 0,2 μΜ. Η RT-PCR πραγματοποιήθηκε

στις ακόλουθες θερμοκρασιακές συνθήκες: αντίστροφη μεταγραφή στους 42 °C για

30 min και αδρανοποίηση της αντίστροφης μεταγραφάσης στους 94 °C για 2 min και

στη συνέχεια 40 κύκλοι των 94 °C για 15 sec, 45 °C για 30 sec, 72 °C για 1 min. Η

τελική επέκταση έγινε στους 72 °C για 10 min.
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1.8.2 Χαρακτηρισμός του τύπου του ιού βάσει της αιμοσυγκολλητίνης -

Ενίσχυση τμήματος του γονιδίου της αιμοσυγκολλητίνης (ΗΑ).

Για το χαρακτηρισμό του τύπου του ιού βάσει της αιμοσυγκολλητίνης, στα

δείγματα που ανιχνεύθηκε γρίπη τύπου Α, εφαρμόστηκε ένθετη RT-PCR (nested RT-

PCR). Xρησιμοποιήθηκαν δύο ζεύγη εκκινητών, το ζεύγος ΗΑ1/RT και ΗΑ1/2, που

ενίσχυε τμήμα μήκους 1.080 νουκλεοτιδίων, και το ζεύγος ΗΑ1/3 και ΗΑ1/4 που

ενίσχυε τμήμα μήκους 880 νουκλεοτιδίων (Πίνακας 1). Και τα δύο ζεύγη ενίσχυαν

τμήματα του 3΄-άκρου του γονιδίου ΗΑ.

Για την RT-PCR έγινε χρήση του εμπορικού kit SuperScript One-Step RT-PCR

with Platinum Taq (Invitrogen S.R.L.) με τελικό όγκο μίγματος 50 μl, όπως

περιγράφεται στο κεφάλαιο 1.8.1, και του ακόλουθου θερμο-πρωτοκόλλου:

αντίστροφη μεταγραφή στους 50 °C για 50 min και αδρανοποίηση της αντίστροφης

μεταγραφάσης στους 94 °C για 2 min και στη συνέχεια 40 κύκλοι των 94 °C για 30

sec, 50 °C για 30 sec, 72°C για 1 min και 30 sec. Η τελική επέκταση έγινε στους 70

°C για 10 min.

Στη συνέχεια, για την εφαρμογή της ένθετης PCR ακολουθήθηκε πρωτόκολλο που

περιγράφεται σε προηγούμενη δημοσιευμένη εργασία (Borchers et al., 2005), ενώ

έγινε και βελτιστοποίηση. Παράλληλα αναπτύξαμε μία άλλη ένθετη PCR κατά την

οποία χρησιμοποιήθηκε 1μl από το προϊόν της 1ης RT-PCR και το εμπορικό kit Taq

DNA Polymerase (Qiagen). Ο τελικός όγκος του μίγματος ήταν 50 μl και περιείχε 1Χ

ρυθμιστικό διάλυμα, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM κάθε δεοξυνουκλεοτιδίου (dATP,

dCTP, dGTP, dTTP),  0,3 μl Taq DNA Polymerase και τους εκκινητές ΗΑ1/3 και

ΗΑ1/4 (Πίνακας 1) σε τελική συγκέντρωση 0,5 μΜ. Oι συνθήκες που εφαρμόστηκαν

στον κυκλοποιητή ήταν οι εξής: 94 °C για 3 min και στη συνέχεια 40 κύκλοι των 94

°C για 40 sec, 50 °C για 30 sec, 72 °C για 1 min. Η τελική επέκταση έγινε στους 72

°C για 10 min.

1.8.3 Χαρακτηρισμός του τύπου του ιού βάσει της νευραμινιδάσης - Ενίσχυση

τμήματος του γονιδίου της νευραμινιδάσης (ΝΑ).

Εφόσον τα στελέχη που απομονώθηκαν χαρακτηρίστηκαν μοριακά ότι ανήκουν

στον τύπο ΙΙ του ιού της γρίπης του ίππου (Η3Ν8), χρησιμοποιήθηκε μία δεύτερη RT-

PCR (Πίνακας 1) που ενίσχυε το 5΄- άκρο του γονιδίου της ΝΑ του υπότυπου Ν8 του

τύπου ΙΙ. Η συγκεκριμένη RT-PCR χρησιμοποιήθηκε με σκοπό τόσο την
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επιβεβαίωση ότι τα απομονωθέντα στελέχη ανήκουν στον υπότυπο Η3Ν8 όσο και για

την περεταίρω φυλογενετική ανάλυση του γονιδίου της νευραμινιδάσης.

Για τη μέθοδο χρησιμοποιήθηκε το εμπορικό kit SuperScript One-Step RT-PCR

with Platinum Taq (Invitrogen SRL) από το οποίο παρασκευαζόταν μίγμα 50 μl

τελικού όγκου, που περιείχε 10 μl εκχυλισμένου RNA, 1x Reaction mix ρυθμιστικού

μίγματος, 0,2 mM από κάθε δεοξυνουκλεοτίδιο (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,2 mM

MgSO4, 1 μl RT/Platinum Taq mix και τους δύο εκκινητές (50 μΜ) σε τελική

συγκέντρωση 0,2 μΜ. Το θερμο-πρωτόκολλο που χρησιμοποιήθηκε ήταν το εξής:

αντίστροφη μεταγραφή στους 50 °C για 50 min και αδρανοποίηση της αντίστροφης

μεταγραφάσης στους 94 °C για 2 min και στη συνέχεια 40 κύκλοι των 94 °C για 1

min, 55 °C για 1 min, 72 °C για 1 min. Η τελική επέκταση έγινε στους 72 °C για 10

min. Το προϊόν είχε μήκος 678 ζεύγη βάσεων.

1.8.4 Ενίσχυση  των γονιδίων των πολυμερασών (PB1, PB2, PA)

Για την ενίσχυση των τριών γονιδίων των πολυμερασών (ΡΒ1, ΡΒ2, ΡΑ),

σχεδιάστηκε αντίστοιχος αριθμός ζευγών εκκινητών (Πίνακας 2), με στόχο τη

φυλογενετική ανάλυση των απομονωθέντων στελεχών. Κάθε γονίδιο ενισχύθηκε με

RT-PCR σε δύο βήματα.

To στάδιο της αντίστροφης μεταγραφής και των τριών RT-PCR έγινε με τον ίδιο

τρόπο, με χρήση του εμπορικού kit Superscript First strand synthesis system for RT-

PCR. Συγκεκριμένα, 8 μl RNA μεταγράφονταν αντίστροφα σε τελικό όγκο

αντίδρασης 20 μl που περιείχε 2 μl PCR buffer 1x (KCl 50 mM, Tris-HCl 10 mM, pH

8,3), 4 μl 25 mM MgCl2, 1μl dNTPs [(1 mM από κάθε δεοξυνουκλεοτίδιο dATP,

dCTP, dGTP, dTTP)], 2 μl DTT (0,1 M), 1 μl Rnase OUT Inhibitor, 1 μl SuperScript

II reverse transcriptase και 1 μl random hexamers. Η σύνθεση του συμπληρωματικού

DNA (cDNA) γινόταν στους 42 °C για 50 min και η αποδιάταξη στους 70 °C για 15

min.

Για τις PCR που ακολούθησαν χρησιμοποιήθηκε το ίδιο εμπορικό kit Taq DNA

Polymerase (Qiagen), αλλά διαφορετικό πρωτόκολλο για κάθε μία. Πιο αναλυτικά:

Για την ενίσχυση του γονιδίου ΡΑ χρησιμοποιήθηκε PCR που ενίσχυε τμήμα 1.178

ζεύγη νουκλεοτιδίων. Κάθε φιαλίδιο περιείχε 5 μl cDNA, 0,5 μl (50 pmol/μl) των

εκκινητών ΡΑF και PAR (Πίνακας 2), 5 μl ρυθμιστικού διαλύματος, 1,5 mM MgCl2,

0,2 mM κάθε δεοξυνουκλεοτιδίου (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,3 μl Taq DNA
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Polymerase και νερό απαλλαγμένο από RNAάση και DNAάση, ώστε ο τελικός όγκος

της αντίδρασης να ανέρχεται στα 50 μl. Το θερμο-πρωτόκολλο περιλάμβανε αρχική

μετουσίωση του cDNA με θέρμανση στους 95 °C για 3 min και στη συνέχεια 40

κύκλους των 94 °C για 40 sec, 55 °C για 30 sec, 72 °C για 2 min. Η τελική επέκταση

έγινε στους 72 °C για 10 min.

Για την ενίσχυση του γονιδίου ΡΒ1 χρησιμοποιήθηκε PCR που ενίσχυε τμήμα

1.515 ζεύγη νουκλεοτιδίων. Κάθε φιαλίδιο  περιείχε 5 μl cDNA, 0,5 μl (50 pmol / μl)

των εκκινητών ΡΒ1F και PΒ1R (Πίνακας 2), 5 μl ρυθμιστικού διαλύματος, 6 μl

MgCl2, ώστε το διάλυμα να έχει τελική συγκέντρωση 3 mM, 0,2 mM από κάθε

δεοξυνουκλεοτίδιο (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,3 μl Taq DNA Polymerase και

νερό απαλλαγμένο από RNAάση και DNAάση, ώστε ο τελικός όγκος της αντίδρασης

να ανέρχεται στα 50 μl. Το θερμο-πρωτόκολλο περιλάμβανε αρχική μετουσίωση του

cDNA με θέρμανση στους 95 °C για 5 min και στη συνέχεια 40 κύκλους των 94 °C

για 30 sec, 55 °C για 1 sec, 72 °C για 2 min. Η τελική επέκταση έγινε στους 72 °C για

10 min.

Για την ενίσχυση του γονιδίου ΡΒ2 χρησιμοποιήθηκε PCR που ενίσχυε τμήμα

1.065 νουκλεοτιδίων. Κάθε φιαλίδιο περιείχε 5 μl cDNA, 0,5 μl (50 pmol/μl) των

εκκινητών ΡΒ2F και PΒ2R (Πίνακας 2), 5 μl ρυθμιστικού διαλύματος, 2 μl MgCl2,

ώστε το διάλυμα να έχει τελική συγκέντρωση 2 mM, 0,2 mM από κάθε

δεοξυνουκλεοτίδιο (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,3 μl Taq DNA Polymerase και

νερό απαλλαγμένο από RNAάση και DNAάση, ώστε ο τελικός όγκος της αντίδρασης

να ανέρχεται στα 50 μl. Το θερμο-πρωτόκολλο περιλάμβανε αρχική μετουσίωση του

cDNA με θέρμανση στους 95 °C για 3 min και στη συνέχεια 40 κύκλοι των 94 °C για

40 sec, 55 °C για 30 sec, 72 °C για 2 min. Η τελική επέκταση έγινε στους 72 °C για

10 min.

1.8.5 Ενίσχυση  του γονιδίου  της νουκλεοπρωτεΐνης (NP)

Για την ενίσχυση του γονιδίου της πρωτεΐνης ΝΡ, η οποία είναι ειδική του τύπου

του ιού της γρίπης, χρησιμοποιήθηκε RT-PCR με εκκινητές τους NPF και NPR

(Πίνακας 2). Η συγκεκριμένη PCR ενίσχυε τμήμα 1.396 ζεύγη νουκλεοτιδίων.

Χρησιμοποιήθηκε το εμπορικό kit SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq

(Invitrogen S.R.L.) από το οποίο παρασκευαζόταν μίγμα 50 μl τελικού όγκου που

περιείχε 10 μl εκχυλισμένου RNA, 1x Reaction mix ρυθμιστικού μίγματος, 0,2 mM
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κάθε δεοξυνουκλεοτιδίου (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,2 mM MgSO4, 1 μl

RT/Platinum Taq mix, τους δύο εκκινητές (50 μΜ) σε τελική συγκέντρωση 0,2 μΜ

και νερό απαλλαγμένο από RNAάση και DNAάση. Στον κυκλοποιητή ακολουθήθηκε

το εξής πρωτόκολλο: αντίστροφη μεταγραφή στους 50 °C για 50 min,  94 °C για 2

min και στη συνέχεια 40 κύκλοι των 94 °C για 1 min, 55 °C για 1 min, 72 °C για 2

min. Η τελική επέκταση έγινε στους 72 °C για 10 min.

1.8.6 Ενίσχυση του γονιδίου ΝS που κωδικοποιεί τις μη δομικές πρωτεΐνες

NS1 και NS2.

Η ενίσχυση του γονιδίου ΝS αφορούσε ένα τμήμα μήκους 713 ζεύγη

νουκλεοτιδίων, από το οποίο κωδικοποιούνται οι  πρωτεΐνες NS1 και NS2. Για το

σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκε RT-PCR, με εκκινητές τους NSF και NSR (Πίνακας

2).  Χρησιμοποιήθηκε το εμπορικό kit SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum

Taq (Invitrogen SRL). Κάθε φιαλίδιο περιείχε 10 μl RNA,  1x Reaction mix

ρυθμιστικού μίγματος, 0,2 mM από κάθε δεοξυνουκλεοτίδιο (dATP, dCTP, dGTP,

dTTP), 1,2 mM MgSO4, 1 μl RT/Platinum Taq mix, τους δύο εκκινητές (50μΜ) σε

τελική συγκέντρωση 0,2 μΜ και νερό απαλλαγμένο από RNAάση και DNAάση. Ο

τελικός όγκος του διαλύματος ήταν 50 μl. Το μίγμα μεταγραφόταν αντίστροφα στους

50 °C για 30 min,  και στην συνέχεια ακολουθούσαν 1 κύκλος των 94 °C για 2 min

και 35 κύκλοι των 94 °C για 2 min, 54 °C για 1 min, 72 °C για 1 min. Η τελική

επέκταση έγινε στους 72 °C για 10 min.

1.9 Υλικά για την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης
Για την ανίχνευση των προϊόντων της PCR χρησιμοποιήθηκε η ηλεκτροφόρηση σε

πηκτή αγαρόζης υψηλής καθαρότητας (Applichem GmbH, Germany), διαλυμένης σε

διάλυμα 1xΤΑΕ (40 mM Tris, 20 mM Acetic acid και 1 mM EDTA, pH 8,3) σε

συγκέντρωση 1,5%. Για την απεικόνιση των προϊόντων της PCR, στις πηκτές

αγαρόζης ενσωματώθηκε διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου (Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Germany) σε τελική συγκέντρωση 0,5 mg/ml.

Ποσότητα 5 μl προϊόντος PCR αναμιγνυόταν με 1 μl διαλύματος φόρτωσης (6Χ

Loading Dye Solution, Fermentas, Spain) και τοποθετούταν στα βοθρία της πηκτής.

Η ηλεκτροφόρηση γινόταν σε τάση 90 Volt για 50 min, μέσα σε διάλυμα 1Χ ΤΑΕ και

θερμοκρασία δωματίου. Τα προϊόντα της PCR γίνονταν ορατά σε συσκευή
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υπεριώδους ακτινοβολίας (UV transilluminator). Το μέγεθος των προϊόντων

προσδιορίζονταν βάσει του δείκτη γνωστών μοριακών βαρών (GeneRuler 100bp

DNA Ladder, ready-to-use ή/και Mass Ruler DNA Ladder, Fermentas, Spain).

1.10 Απομόνωση των προϊόντων των RT-PCR
Για τον καθαρισμό των προϊόντων της RT-PCR, έλαβε χώρα εφαρμογή της

τυποποιημένης διαδικασίας QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH,

Germany) στα προϊόντα της RT-PCR, μετά το πέρας της μεθόδου.

Για την εκχύλιση του DNA από την πηκτή αγαρόζης, μετά το πέρας της

ηλεκτροφόρησης και κάτω από υπεριώδεις ακτίνες απομακρυνόταν το τεμάχιο της

πηκτής που έφερε το προϊόν της RT-PCR, με αποστειρωμένη λεπίδα νυστεριού μίας

χρήσης. Στη συνέχεια, εκχυλιζόταν το DNA από το τεμάχιο της αγαρόζης

χρησιμοποιώντας το εμπορικό σκεύασμα QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen

GmbH, Germany).

1.11 Αλληλούχιση των νουκλεοτιδίων των προϊόντων ενίσχυσης των RT-PCRs
Τα προϊόντα των RT-PCRs, μετά τον καθαρισμό ή την εκχύλισή τους από την

πηκτή αγαρόζης στάλθηκαν για αλληλούχιση νουκλεοτιδίων. Η αλληλούχιση έλαβε

χώρα με τεχνολογία DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing σε αλληλουχοποιητή

AB3710xl (Applied Biosystems, USA) (Beckman Coulter Genomics, United

Kingdom). Στη συνέχεια, ακολούθησε σύγκριση των αλληλουχιών με δημοσιευμένες

αλληλουχίες γονιδιωμάτων, μέσω της βάσης δεδομένων GenBank database

(www.ncbi.nih.Gov/GenBank).

1.12 Λογισμικά πολλαπλής στοίχισης και επεξεργασίας αλληλουχιών για
φυλογενετική ανάλυση και ανάλυση των πρωτεϊνών

Τα λογισμικά που χρησιμοποιήθηκαν για την πολλαπλή στοίχιση και την

επεξεργασία των αλληλουχιών των Ελληνικών στελεχών με στελέχη από τη διεθνή

βιβλιογραφία, οι αλληλουχίες των οποίων έχουν κατατεθεί στο GenBank του

National Center of Biotechnology Information (NCBI), ήταν το BioEdit (Hall, 1999)

και το MEGA έκδοση 4.0 (Tamura et al., 2007). Το τελευταίο χρησιμοποιήθηκε,

επίσης, και για την φυλογενετική ανάλυση. Όλα τα φυλογενετικά δέντρα

υπολογίστηκαν βάσει  των αλληλουχιών των εκάστοτε πρωτεϊνών με τη μέθοδο

«Ένωσης Γειτόνων» (Neighbour Joint). Όλα τα δενδρογράμματα παρουσιάζονται υπό
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κλίμακα, η οποία αντιπροσωπεύει τον αριθμό των αντικαταστάσεων των αμινοξέων.

Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε με 1.000 τιμές αυτοδυναμίας

«bootstraps», οι οποίες αναφέρονται σε ποσοστά επί τις %, ενώ αναγράφονται όσες

είναι πάνω από 80. Το στέλεχος A/equine/Miami/63 χρησιμοποιήθηκε ως

παραομάδα, για την κατασκευή των δέντρων και για την εκτίμηση της εξελικτικής

απόστασης των στελεχών που χρησιμοποιήθηκαν στα δέντρα. Η εξελικτική

απόσταση παρουσιάζεται σε γραφήματα για κάθε πρωτεΐνη χωριστά σε αναλογία με

τα έτη των επιζωοτιών.

1.13 Συντήρηση παθολογικών υλικών και αντιδραστηρίων
Τα παθολογικά υλικά ήταν αποθηκευμένα στους -80 °C και η επεξεργασία και

εξέτασή τους άρχισε στο εργαστήριό μας κατά την περίοδο 2007- 2008. Όλα τα

δείγματα κατά την επεξεργασία τους στην παρούσα μελέτη υποβλήθηκαν σε έναν έως

δύο κύκλους ψύξης-απόψυξης. Επίσης, όλα τα εκχυλίσματα ιικού RNA, καθώς και τα

υπερκείμενα των ενοφθαλμισμένων κυτταροκαλλιεργειών συντηρούνταν στους -80
οC.

Τα εμπορικά kit QIAamp Viral RNA mini kit και QIAquick PCR Purification Kit,

που αφορούσαν στην εκχύλιση του ιικού RNA και τον καθαρισμό των προϊόντων της

PCR συντηρούνταν σε θερμοκρασία δωματίου. Τα εμπορικά kit για τις RT-PCR

συντηρούνταν στους -20 oC.

2. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν, συνολικά 30 DFA (DirectigenTM Flu

A+B) θετικά δείγματα παθολογικού υλικού, που προέρχονταν από ρινικό έκκριμα

ισάριθμων ίππων, οι οποίοι εκδήλωσαν τυπικά συμπτώματα γρίπης, το 2003 και το

2007.

2.1 Απομόνωση Ελληνικών στελεχών του ιού σε κυτταροκαλλιέργειες, έλεγχος
απόπτωσης κυττάρων και τιτλοποίηση του ιού

Με τη χρήση της συνεχούς κυτταρικής σειράς ΜDCK επιτεύχθηκε η απομόνωση

του ιού στα 16 από τα 30 δείγματα ρινικού εκκρίματος και πιο συγκεκριμένα σε

έντεκα δείγματα από την επιζωοτία του 2003 και σε πέντε δείγματα από εκείνη του

2007. Παρόλο που τα κύτταρα δεν έδειξαν συγκεκριμένο κυτταροπαθογόνο
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αποτέλεσμα (Εικόνα 10), εμφάνισαν έντονη απόπτωση, σε σχέση με τους  μάρτυρες,

γεγονός που επιβεβαιώθηκε και με τη δοκιμασία Trypan blue, όπως φαίνεται στο

γράφημα 1. Tα περισσότερα δείγματα προκάλεσαν απόπτωση κυττάρων από τη

δεύτερη δίοδο και μετά τις πρώτες 48 ώρες από τον ενοφθαλμισμό.

Α) Β)

Γ) Δ)
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Εικόνα 10. Απομόνωση Ελληνικών στελεχών σε κύτταρα MDCΚ
Κυτταρική σειρά MDCK 24 (Β), 48 (Γ) και 72 (Δ) ώρες μετά τον ενοφθαλμισμό θετικών δειγμάτων

για τον ιό της γρίπης κατά την τρίτη δίοδο. (Α) Μη ενοφθαλμισμένη κυτταροκαλλιέργεια (μάρτυρας )

24 ώρες μετά την αφαίρεση του ορού εμβρύου μόσχου (Μεγέθυνση Χ10).

Γράφημα 1. Απεικόνιση της ζωτικότητας ενοφθαλμισμένων κυτταροκαλλιεργειών ανά δείγμα
και ανά δίοδο μετά από χρώση με Trypan blue.

Η ζωτικότητα κάθε ενοφθαλμισμένης κυτταροκαλλιέργειας εκφράζεται σε ποσοστό επί τοις % με

αναγωγή στην κυτταροκαλλιέργεια μάρτυρα ανά δείγμα. Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε 72 ώρες

μετά τον ενοφθαλμισμό.
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Από την τιτλοποίηση των απομονωθέντων στελεχών προέκυψαν τα αποτελέσματα

που παρουσιάζονται στον Πίνακα 3. Οι τίλοι των απομονωθέντων στελεχών (3η

δίοδος) από την επιζωοτία του 2003 κυμάνθηκαν από 100,5 έως 102,75, ενώ της

αντίστοιχης του 2007 κυμάνθηκαν από 101,5 έως 102,5 TCID50/ml. Τα δείγματα τα

οποία, κατά την τιτλοποίηση που έγινε στην τρίτη δίοδο, παρουσίασαν τίτλο ίσο ή

μεγαλύτερο του 101,25 TCID50/ml ήταν θετικά (απόπτωση) από την πρώτη δίοδο,

εκτός από τα δείγματα 2003/1 και 2003/11 τα οποία  ήταν θετικά στη δεύτερη και

τρίτη δίοδο, αντίστοιχα. Ειδικότερα, όλα τα δείγματα του 2007 έδωσαν θετικό

αποτέλεσμα από την πρώτη δίοδο, ενώ από τα έντεκα δείγματα του 2003 εφτά ήταν

θετικά στην πρώτη δίοδο και οκτώ στη δεύτερη. Αξιοσημείωτο είναι ότι ενώ τρία

δείγματα του 2003 (2003/3, 2003/4 και 2003/11) έδειξαν τον ίδιο τίτλο (101,75

TCID50/ml) στο ένα από αυτά η απομόνωση του ιού έγινε στην τρίτη δίοδο και στα

άλλα δύο από την πρώτη.

Πίνακας 3. Αποτελέσματα απομόνωσης ιού σε κυτταροκαλλιέργειες MDCK ανά δίοδο και ανά
δείγμα, καθώς και της τιτλοποίησής τους στην 3η δίοδο.

A/A
απομονωθέντος
δείγματος

Απομόνωση
ιού δίοδος

I

Απομόνωση
ιού δίοδος

II

Απομόνωση
ιού δίοδος

III*

Τίτλος
(TCID50/ml)

2003/1 - + + 10 1,25

2003/2 - - + 10 0,75

2003/3 + + + 10 1,75

2003/4 + + + 10 1,75

2003/5 - - + 10 0,5

2003/6 + + + 10 1,25

2003/7 + + + 10 2,25

2003/8 + + + 10 2,25

2003/9 + + + 10 1,5

2003/10 + + + 10 2,75

2003/11 - - + 10 1,75

2007/1 + + + 10 1,5

2007/2 + + + 10 2

2007/3 + + + 10 2,25

2007/4 + + + 10 1,75

2007/5 + + + 10 2,5

Η απομόνωση κρίθηκε επιτυχής με την εμφάνιση απόπτωσης και επιβεβαιώθηκε  με τη μέθοδο RT-
PCR για το γονίδιο Μ στην 3η δίοδο
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2.2 Αποτελέσματα αιμοσυγκόλλησης, αναστολής της αιμοσυγκόλλησης και
ταυτοποίησης στελεχών με το εμπορικό kit Directigen Flu A+B.

Με τη δοκιμασία της αιμοσυγκόλλησης επιβεβαιώθηκε η παρουσία του ιού στα 15

από τα 16 δείγματα, που ήταν θετικά κατά την απομόνωση του ιού σε

κυτταροκαλλιέργειες. Το στέλεχος 2003/9 ήταν αρνητικό στη δοκιμασία της

αιμοσυγκόλλησης. Παρόλο που οι 16 κυτταροκαλλιέργειες παρουσίασαν εικόνα

προσαρμογής και καλής ανάπτυξης του ιού, οι τίτλοι αιμοσυγκόλλησης στα 15 θετικά

δείγματα ήταν χαμηλοί. Όλα τα απομονωθέντα στελέχη παρουσίασαν αύξηση του

τίτλου αιμοσυγκόλλησης στην τρίτη δίοδο, εκτός από το δείγμα 2003/1, το οποίο στη

δεύτερη και τρίτη δίοδο παρουσίασε τον ίδιο τίτλο αιμοσυγκόλλησης.

Κατά την επιβεβαίωση της απομόνωσης στελεχών της γρίπης τύπου Α με το

Directigen Flu A+B (DFA), στην τρίτη δίοδο του ιού στις κυτταροκαλλιέργειες, 15

στελέχη έδωσαν θετική αντίδραση, ενώ το 2003/11 αρνητική.

Η αναστολή της αιμοσυγκόλλησης εφαρμόστηκε μόνο σε τέσσερα δείγματα

(2003/10, 2007/3, 2007/4, 2007/5), δεδομένου ότι στα υπόλοιπα έντεκα ο τίτλος

αιμοσυγκόλλησης ήταν πολύ χαμηλός, οπότε δεν ήταν δυνατόν να αραιωθεί

κατάλληλα το αντιγόνο ώστε να περιέχει 4 HAU, για να διεξαχθεί η δοκιμασία της

αναστολής της αιμοσυγκόλλησης. Τα εν λόγω δείγματα έδειξαν αναστολή της

αιμοσυγκόλλησης μόνο με τον αντιορό Α/equine/Newmarket/2/93.

Ο τίτλος αιμοσυγκόλλησης και αναστολής της αιμοσυγκόλλησης, καθώς και τα

αποτελέσματα της DFA, ανά δείγμα, παρουσιάζονται αναλυτικά στον πίνακα 4.
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Α
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Τίτλος HA
(HAU/25μl) Τίτλος HI

RT-PCR

Εκχύλισμα
βαμβακοφόρων

στυλεών

Εκχύλισμα κυτ/γειών
(στην 3η δίοδο)

Δίοδος
I

Δίοδος
II

Δίοδος
III

Ν/1/93
(Η3Ν8)

Ν/2/93
(Η3Ν8)

Ν/77
(Η7Ν7)

M
γονίδιο

HA
Η3

NA
Ν8

M
γονίδιο HA Η3 NA Ν8

2003/1 + 10 1,25 ++ 0 4 4 - - - + + + + + +
2003/2 + 10 0,75 + 0 2 4 - - - + + + + + +
2003/3 + 10 1,75 + 2 4 8 - - - + + + + + +
2003/4 + 10 1,75 + 4 4 8 - - - + + + + + +
2003/5 + 10 0,5 ++ 2 4 8 - - - + + + + + +
2003/6 + 10 1,25 + 2 4 8 - - - + + + + + +
2003/7 + 10 2,25 ++ 0 4 16 - - - + + + + + +
2003/8 + 10 2,25 + 0 4 8 - - - + + + + + +
2003/9 + 10 1,5 + 0 0 0 - - - + + + + + +
2003/10 + 10 2,75 + 4 8 32 - ½ - + + + + + +
2003/11 + 10 1,75 - 0 0 4 - - - + + + + + +
2003/12 - - - 0 0 0 - - - - - - - - -
2003/13 - - - 0 0 0 - - - - - - - - -
2003/14 - - - 0 0 0 - - - - - - - - -
2003/15 - - - 0 0 0 - - - - - - - - -
2003/16 - - - 0 0 0 - - - - - - - - -
2003/17 - - - 0 0 0 - - - - - - - - -
2003/18 - - - 0 0 0 - - - - - - - - -
2003/19 - - - 0 0 0 - - - - - - - - -
2003/20 - - - 0 0 0 - - - - - - - - -
2007/1 + 10 1,5 ++ 2 4 16 - - - + + + + + +
2007/2 + 10 2 + 4 8 16? - - - + + + + + +
2007/3 + 10 2,25 + 0 4 32 - ½ - + + + + + +
2007/4 + 10 1,75 ++ 4 8 32 - ¼ - + + + + + +
2007/5 + 10 2,5 ++ 8 16 32 - ¼ - + + + + + +
2007/6 - - - 0 0 0 - - - + + + - - -
2007/7 - - - 0 0 0 - - - + + + - - -
2007/8 - - - 0 0 0 - - - - - - - - -
2007/9 - - - 0 0 0 - - - - - - - - -
2007/10 - - - 0 0 0 - - - - - - - - -
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Πίνακας 4. Παρουσίαση αποτελεσμάτων ανίχνευσης του ιού της γρίπης των ιπποειδών.
Τα αποτελέσματα αφορούν τις ακόλουθες δοκιμές: απομόνωση και τιτλοποίηση του ιού (TCID50/ml), δοκιμασία αιμοσυγκόλλησης (HAU/25μl), δοκιμασία αναστολής της

αιμοσυγκόλλησης,  ανίχνευση αντιγόνου του ιού με DFA και ανίχνευση των γονιδίων Μ, ΗΑ και ΝΑ με RT-PCR, τόσο από τα πρωτογενή  δείγματα (βαμβακοφόροι

στυλεοί) όσο και από κυτταροκαλλιέργειες.
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2.3 Αποτελέσματα  RT-PCR για ιούς γρίπης τύπου Α (βάσει του γονιδίου Μ)
Με την RT-PCR, που χρησιμοποιήθηκε για την ενίσχυση τμήματος του γονιδίου

Μ, ο ιός της γρίπης τύπου Α ανιχνεύθηκε σε 18 από τους 30 ίππους, που εμφάνισαν

συμπτώματα γρίπης το 2003 και το 2007 (Εικόνα 11). Πιο αναλυτικά, όσον αφορά

στην επιζωοτία του 2003, ο εν λόγω ιός ανιχνεύτηκε σε 11 από τα 20 δείγματα

ρινικού εκκρίματος, καθώς και σε 11 κυτταροκαλλιέργειες, που είχαν ενοφθαλμιστεί

με το υλικό αυτό. Σχετικά με την επιζωοτία του 2007, ενώ ο ιός ανιχνεύτηκε σε 7 από

τα 10 δείγματα ρινικού εκκρίματος, στις ενοφθαλμισμένες κυτταροκαλλιέργειες

ανιχνεύτηκε μόνο σε 5 από τα 7 δείγματα. Με την εν λόγω RT-PCR επιβεβαιώθηκε η

απομόνωση του ιού στις συνολικά 16 θετικές κυτταροκαλλιέργειες και από τις δύο

επιζωοτίες.

Εικόνα 11. Διαγνωστική RT-PCR για την ενίσχυση τμήματος του  γονιδίου Μ.
Διαδρομή Μ: δείκτης μοριακού βάρους (100ζβ έως 1.000ζβ), Διαδρομή 1 : θετικός μάρτυρας (244bp),

Διαδρομή 2: αρνητικός μάρτυρας, Διαδρομές 3-13: δείγματα και από τις 2 ενζωοτίες θετικά στον ιό.

Το προϊόν έχει μήκος 224 ζεύγη βάσεων.

4.4 Συγκριτική μελέτη των μεθόδων διάγνωσης του ιού της γρίπης των
ιπποειδών

Στα πλαίσια της ερευνάς μας έγινε προσπάθεια να συγκριθεί η ευαισθησία των

τεσσάρων μεθόδων ανίχνευσης του ιού της γρίπης Α των ιπποειδών, που

χρησιμοποιήθηκαν.

Με τη μέθοδο RT-PCR ο ιός ανιχνεύτηκε σε 18 από τους 30 βαμβακοφόρους

στυλεούς, με τους οποίους λήφθηκε το ρινικό έκκριμα από τους ίππους με τα

συμπτώματα γρίπης. Κατά την απομόνωση του ιού με ενοφθαλμισμό κυττάρων

MDCK, με τα προαναφερθέντα ρινικά εκκρίματα, θετικό αποτέλεσμα διαπιστώθηκε
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σε 16 κυτταροκαλλιέργειες (16/18, 89% επί των θετικών δειγμάτων), γεγονός που

επιβεβαιώθηκε και με την RT-PCR, ενώ η δοκιμασία της αιμοσυγκόλλησης ήταν

θετική (υπερκείμενο υγρό) σε 15 από τις 16 κυτταροκαλλιέργειες. Στο τεστ DFA

θετική αντίδραση έδωσαν 15 δείγματα υπερκείμενου κυτταροκαλλιεργειών (15/18,

83% επί των θετικών δειγμάτων και 15/16, 94% επί των απομονωθέντων στελεχών).

Αντίθετα, μετά από ένα κύκλο ψύξης-απόψυξης των δειγμάτων, μόνο 12 από τα 18

δείγματα που λήφθηκαν με στυλεούς έδωσαν θετική αντίδραση στο τεστ DFA (12/18,

67% επί των θετικών δειγμάτων). Ένα απομονωθέν στέλεχος (2003/9) που ήταν

θετικό ως προς το τεστ DFA δεν παρουσίασε καθόλου αιμοσυγκολλητική ικανότητα,

ενώ ένα άλλο (2003/11) αρνητικό ως προς το DFA έδειξε αιμοσυγκόλληση (Πίνακας

4). Τα εν λόγω δύο απομονωθέντα στελέχη εμφάνισαν απόπτωση και ήταν θετικά με

τη μέθοδο RT-PCR για το γονίδιο Μ, , που διενεργήθηκε σε υπερκείμενο υγρό

ενοφθαλμισμένων κυτταροκαλλιεργειών 3ης διόδου.

Η τιτλοποίηση των απομονωθέντων στις κυτταροκαλλιέργειες στελεχών φαίνεται

ότι δεν είναι σε πλήρη συμφωνία με τα αποτελέσματα του DFA, ενώ η

αιμοσυγκόλληση έδειξε χαμηλούς τίτλους (Πίνακας 4).

Από τη σύγκριση των τεσσάρων μεθόδων ανίχνευσης του ιού της γρίπης Α των

ιπποειδών, φάνηκε ότι η μέθοδος RT-PCR ήταν αυτή που ανέδειξε τα περισσότερα

θετικά αποτελέσματα, αλλά και η χρήση των κυτταροκαλλιεργειών έδωσε υψηλά

ποσοστά απομόνωσης του ιού. Το τεστ DFA και η μέθοδος της αιμοσυγκόλλησης

παρόλο που ανέδειξαν το ίδιο ποσοστό θετικών δειγμάτων, η τελευταία έδωσε πολύ

χαμηλούς τίτλους με αποτέλεσμα να μην είναι δυνατή σε όλες τις περιπτώσεις η

αναστολή της αιμοσυγκόλλησης.

Στον Πίνακα 5 φαίνονται τα ποσοστά των θετικών δειγμάτων ανά μέθοδο επί του

συνόλου των δειγμάτων, ενώ στο Γράφημα 2 παρουσιάζεται το ποσοστό απομόνωσης

του ιού σε κυτταροκαλλιέργειες, καθώς και το ποσοστό ανίχνευσης αυτού, τόσο στις

ενοφθαλμισμένες κυτταροκαλλιέργειες όσο και στους βαμβακοφόρους στυλεούς, με

το τεστ ανοσοπροσδιορισμού DFA.
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Πίνακας 5. Αποτελέσματα ανίχνευσης του ιού της γρίπης των ιπποειδών με RT-PCR,
ενοφθαλμισμό κυτταροκαλλιεργειών και DFA

Σύνολο
πασχόντων

ίππων
RT-PCR Απομόνωση

ιού

DFA
στους

βαμβακοφόρ
ους στυλεούς

DFA
σε υπερκείμενο

κυτταροκαλλιεργειών

30
Αριθμός θετικών

δειγμάτων
18 16 12 15

Ποσοστά % θετικών
επί του συνόλου

60% 53% 40% 50%

Γράφημα 2. Ποσοστά ανίχνευσης του ιού Η3Ν8 των ιπποειδών με τις μεθόδους απομόνωση σε
κυτταροκαλλιέργειες και DFA, στο σύνολο των θετικών δειγμάτων.

2.5 Αποτελέσματα ένθετης RT-PCR για το χαρακτηρισμό του υποτύπου των
Ελληνικών στελεχών (βάσει των γονιδίων ΗΑ και ΝΑ)

Με την ένθετη RT-PCR, που αναπτύχθηκε κατά την παρούσα μελέτη για τον

προσδιορισμό του υποτύπου του ιού ως προς την ΗΑ πρωτεΐνη, θετική αντίδραση

έδωσαν τα αναφερθέντα στο κεφάλαιο 2.3 δεκαοκτώ δείγματα και χαρακτηρίστηκαν

ως υπότυπος Η3. Τα 16 στελέχη που απομονώθηκαν μετά από ενοφθαλμισμό

κυτταροκαλλιεργειών (κεφ.2.3) παρουσίασαν επίσης θετική αντίδραση.

Aπομόνωση

DFA σε κυτταροκαλλιέργειες

DFA σε βαμβακοφόρους
στυλεούς

89%

83%

67%
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Αξιοσημείωτο είναι ότι βάσει του δημοσιευμένου πρωτοκόλου για την ένθετη PCR

(Brocher et al., 2005) δεν παρατηρήθηκε καμία θετική αντίδραση, ούτε καν του

θετικού μάρτυρα και παρά τις προσπάθειες βελτιστοποίησης.

Στην εικόνα 12Α παρουσιάζονται αποτελέσματα της ένθετης RT-PCR από θετικά

δείγματα που προήλθαν από βαμβακοφόρους στυλεούς (διαδρομές 3-9), καθώς και

από τις κυτταροκαλλιέργειες που ενοφθαλμίστηκαν με αυτά (3η δίοδος) (διαδρομές

10-16), ενώ στην εικόνα 12Β παρουσιάζονται αποτελέσματα από θετικές

κυτταροκαλλιέργειες μετά από βελτιστοποίηση της μεθόδου. Πριν τη

βελτιστοποίηση της μεθόδου πολλά δείγματα παρουσίαζαν, μετά  την ένθετη PCR ,

θετική αντίδραση τόσο στα 1.080 ζβ (θετική αντίδραση της RT-PCR) όσο και στα

880 ζβ (PCR).

A)

Β)
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Εικόνα 12. Ένθετη RT-PCR για την ενίσχυση του γονιδίου ΗΑ του υπότυπου ΙΙ  (Η3Ν8) των
Ελληνικών στελεχών.

.
Α) Ένθετη RT-PCR. Διαδρομή Μ: δείκτης μοριακού βάρους (100ζβ έως 1.000ζβ). Διαδρομή 1 :

θετικός μάρτυρας,  Διαδρομή 2 : αρνητικός μάρτυρας, Διαδρομές 3-9 : θετικά δείγματα από

βαμβακοφόρους στυλεούς, Διαδρομές 10-16 : θετικά δείγματα από τα αντίστοιχα στελέχη, που

απομονώθηκαν σε κύτταρα MDCK. Το προϊόν έχει μήκος 1.080 ζεύγη βάσεων.

Β) Ένθετη RT-PCR μετά από βελτιστοποίηση. Διαδρομή Μ: δείκτης μοριακού βάρους (100ζβ έως

1.000ζβ). Διαδρομή 1: θετικός μάρτυρας,  Διαδρομή 9: αρνητικός μάρτυρας, Διαδρομές 2-8: δείγματα

θετικά στον ιό (απομονωθέντα σε κυτταροκαλλιέργειες στελέχη, μετά από τρεις διόδους). Το προϊόν

έχει μήκος 880 ζεύγη βάσεων.

Τα αποτελέσματα της RT-PCR για την τυποποίηση του γονιδίου (678ζβ) της ΝΑ

πρωτεΐνης, συμφωνούσαν με εκείνα που προέκυψαν από το χαρακτηρισμό της

αιμοσυγκολλητίνης του ιού. Πιο αναλυτικά, 18 κλινικά δείγματα και τα 16

απομονωθέντα στελέχη αντέδρασαν θετικά στην RT-PCR και χαρακτηρίστηκαν ως

υπότυπος Ν8 (Εικόνα 13Β & Α).

Α)

Β)
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Εικόνα 13. RT-PCR για την ενίσχυση του  γονιδίου ΝΑ του υπότυπου ΙΙ  (Η3Ν8) των Ελληνικών
στελεχών.

Α) Διαδρομή Μ: δείκτης μοριακού βάρους (100ζβ έως 1.000ζβ). Διαδρομή 1 : θετικός μάρτυρας,

Διαδρομή 2: αρνητικός μάρτυρας, Διαδρομές 3-10: : θετικά δείγματα από κυτταροκαλλιέργειες.

Β) Διαδρομή Μ: δείκτης μοριακού βάρους (100ζβ έως 1.000ζβ). Διαδρομή 1 : θετικός μάρτυρας,

Διαδρομή 2: αρνητικός μάρτυρας, Διαδρομές 3-5: θετικά δείγματα από βαμβακοφόρους στυλεούς,

Διαδρομές 6-8: θετικά δείγματα από κυτταροκαλλιέργειες.

Το προϊόν έχει μήκος 678 ζεύγη βάσεων.

Τα αποτελέσματα της RT-PCR για την ανίχνευση του γονιδίου Μ ήταν σε πλήρη

συμφωνία με εκείνα που προέκυψαν από την ένθετη RT-PCR για το γονίδιο ΗΑ και

την RT-PCR για το γονίδιο ΝΑ.

2.6 Αποτελέσματα RT-PCRs για την ενίσχυση των εσωτερικών γονιδίων (ΝΡ,
ΝS, ΡΒ1, ΡΒ2, ΡΑ) των Ελληνικών στελεχών

Τα αποτελέσματα των RT-PCR που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση τμημάτων

των γονιδίων ΝΡ, ΝS, ΡΒ1, ΡΒ2 και ΡΑ συμφωνούσαν με εκείνα που προέκυψαν από

το χαρακτηρισμό του ιού. Θετική αντίδραση έδωσαν τα 18 κλινικά δείγματα και τα

16 απομονωθέντα σε κυτταροκαλλιέργειες Ελληνικά στελέχη (κεφ. 2.3) (Εικόνες 14-

18).
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Εικόνα 14. RT-PCR για την ενίσχυση του  γονιδίου ΡΒ1 των Ελληνικών στελεχών.

Διαδρομή Μ: δείκτης μοριακού βάρους (1.500ζβ έως 10.000ζβ),.Διαδρομή 1: θετικός μάρτυρας,

Διαδρομή 8: αρνητικός μάρτυρας, Διαδρομές 2-7: δείγματα θετικά από εκχύλισμα θετικών

κυτταροκαλλιεργειών, Διαδρομή 9-14 : δείγματα θετικά από τους αντίστοιχους βαμβακοφόρους

στυλεούς. Το προϊόν έχει μήκος 1.515 ζεύγη βάσεων.

Εικόνα 15. RT-PCR για την ενίσχυση του  γονιδίου ΡB2 των ελληνικών στελεχών.

Διαδρομές Μ1 και Μ2: δείκτες μοριακού βάρους 100ζβ έως 1.000ζβ  και 1.500ζβ έως 10.000ζβ

αντίστοιχα. Διαδρομή 1: θετικός μάρτυρας, Διαδρομή 2: αρνητικός μάρτυρας, Διαδρομή 3: μη

ενοφθαλμισμένη κυτταροκαλλιέργειΑ, Διαδρομές 4-18: δείγματα θετικά. Το προϊόν έχει μήκος 1.065

ζεύγη βάσεων.
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Εικόνα 16. RT-PCR για την ενίσχυση του  γονιδίου ΡΑ των ελληνικών στελεχών.

Διαδρομή Μ: δείκτης μοριακού βάρους (100ζβ έως 1.000ζβ). Διαδρομή 1: θετικός μάρτυρας,

Διαδρομή 2: αρνητικός μάρτυρας, Διαδρομές 3-10: δείγματα θετικά, Διαδρομή 11: υπερκείμενο υγρό

αρνητικής κυτταροκαλλιέργειας (control), Διαδρομή 12: υπερκείμενο υγρό κυτταροκαλλιέργειας

ενοφθαλμισμένης με το στέλεχος A/equine/ Newmarket/1/93 (θετικός μάρτυρας). Το προϊόν έχει

μήκος 1.178 ζεύγη βάσεων.

Εικόνα 17. RT-PCR για την ενίσχυση του  γονιδίου ΝS των ελληνικών στελεχών.

Διαδρομές Μ1 και Μ2: δείκτες μοριακού βάρους 100ζβ έως 1.000ζβ  και 1.500ζβ έως 10.000ζβ

αντίστοιχα. Διαδρομή 1: θετικός μάρτυρας, Διαδρομή 2: αρνητικός μάρτυρας, Διαδρομές 3-17:

δείγματα θετικά. Το προϊόν έχει μήκος 713 ζεύγη βάσεων.
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Εικόνα 18. RT-PCR για την ενίσχυση του  γονιδίου ΝΡ των ελληνικών στελεχών.

Διαδρομές Μ1 και Μ2: δείκτες μοριακού βάρους 100ζβ έως 1.000ζβ  και 1.500ζβ έως 10.000ζβ

αντίστοιχα. Διαδρομές 1-8: δείγματα θετικά, Διαδρομή 9: αρνητικός μάρτυρας, Διαδρομή 10: θετικός

μάρτυρας. Το προϊόν έχει μήκος 1.396 ζεύγη βάσεων.

2.7 Αποτελέσματα προσδιορισμού της νουκλεοτιδικής αληλουχίας των
απομονωθέντων στελεχών

Μετά την αλληλούχιση των 8 γονιδιακών τμημάτων των απομονωθέντων

στελεχών, που ενισχύθηκαν με RT-PCR, και την εφαρμογή του αλγόριθμου BLAST

χαρακτηρίστηκαν ως αντίστοιχα γονιδιακά τμήματα ιών γρίπης των ιπποειδών,

υποτύπου Η3Ν8.

Κατόπιν πολλαπλής στοίχισης των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών και υπολογισμό

των ομοιοτήτων σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και αμινοξέων, διαπιστώθηκε ότι τα

Ελληνικά στελέχη εμφάνιζαν μεταξύ τους ομοιότητα 100%, καθώς και πλήρη

ομοιότητα μεταξύ απομονωθέντος σε κυτταροκαλλιέργειες και πρωτογενούς

δείγματος. Για το λόγο αυτό τα Ελληνικά στελέχη κωδικοποιήθηκαν ως

Α/Equine/Athens/2003 και A/Equine/Athens/2007 για τα στελέχη από την επιζωοτία

του 2003 και του 2007, αντίστοιχα. Αναλυτικά αναφέρονται:

 Γονίδιο ΗΑ

Μετά από πολλαπλή στοίχιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών του γονιδίου ΗΑ

και υπολογισμό των ομοιοτήτων σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και αμινοξέων,

διαπιστώθηκε ότι τα Ελληνικά στελέχη παρουσίασαν υψηλά ποσοστά ομοιότητας

(97-100%) με στελέχη ιπποειδών που κυκλοφορούσαν παλαιότερα στην Ευρώπη,

καθώς και με δύο στελέχη που απομονώθηκαν από χοίρους το 2005 και 2006 στην

Κίνα και όχι με στελέχη που επικρατούσαν κατά την περίοδο των επιζωοτιών στην

Ιταλία (Α/equine/Bari/2005) και στην Αγγλία (Α/equine/Newmarket/5/2003)

(Πίνακας 6). Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι τα Ελληνικά στελέχη παρουσιάζαν

100% ομοιότητα με το στέλεχος A/equine/Newmarket/2/1993 ως προς το γονίδιο

ΗΑ.

Οι αλληλουχίες των Ελληνικών στελεχών κατατέθηκαν στο GenBank, με αριθμούς

εισαγωγής HM164058, HM164059, FJ605181, FJ605182.
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Πίνακας 6. Ποσοστό ομοιότητας του γονιδίου ΗΑ Ελληνικών στελεχών με διεθνή
δημοσιευμένα στελέχη

Διεθνή στελέχη (γονίδιο ΗΑ) % ομοιότητα με τα Ελληνικά
στελέχη

A/equine/Newmarket/2/1993 100%
A/equine/Italy/1199/1992 99,60%
A/equine/Berlin/1/1991 99,50%

A/equine/Roma/5/1991 99,50%
A/equine/Hong Kong/1/1992 99,40%

A/equi 2/Avesta/1993 99,30%
A/equine/Lambourn/22778/1992 99,10%

A/eq/Sussex/1989 98,90%
A/equine/Grobois/1/1998 98,90%

A/equine/Rook/93753/1989 98,80%
A/equine/Berlin/1/1989 98,80%
A/equine/Berlin/13/2002 98,60%
A/swine/Chibi/01/2005 98,40%

A/equine/Cheltenham/1/2001 98,30%
A/equine/Switzerland/173/1993 98,10%
A/equine/Leicestershire/1/2000 98,10%
A/equine/Lincolnshire/1/2002 98%

A/equine/Kentucky/1/1990 97,80%
A/equine/Kentucky/1/1992 97,50%
A/equine/Aboyne/1/2005 97,50%

A/equine/Switzerland/P112/2007 97,30%
A/equine/Cheshire/1/2006 96,80%
A/equine/Argentina/1/1996 95,90%
A/equine/Kentucky/5/2002 95,80%

A/eq/Ella/1989/ 95,80%
A/equine/Wisconsin/1/2003 95,60%
A/equine/Newmarket/1/1993 95,60%
A/equine/Newmarket/5/2003 95,60%

A/equine/Berlin/2/1991 95,60%
A/equine/Bari/2005 95,20%

A/equine/Gansu/7/2008 95%
A/equine/Yorkshire/3/2009 95%

A/equine/Romania/1980 94,50%
A/equine/California/191/2003 94,40%
A/equine/Fontainebleau/1976 93,50%

A/equine/Miami/1/1963 91,40%
A/equine/Uruguay/1/1963 91,30%
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Αναλύοντας τις αντικαταστάσεις σε επίπεδο αμινοξέων, οι οποίες διαφοροποιούν

τα στελέχη του Αμερικανικού κλάδου (226Arg→Lys και 241Thr→Ile) από εκείνα

του Ευρωπαϊκού κλάδου (43Val→Asp, 128Thr→Ile, 154Gln→Lys, 172Lys→Glu,

178Ile→Val και 238Pro→Leu) (Daly et al., 1996, Manuguerra et al.,2000) τα

Ελληνικά στελέχη κατατάσσονται στον Ευρωπαϊκό κλάδο.

Τα Ελληνικά στελέχη διαφέρουν κατά 6 αμινοξέα (43Asp-Val, 100Gly-Arg,

123Gly-Glu, 209Met-Thr, 238Leu-Pro, 265Ile-Val) από το στέλεχος που

απομονώθηκε στην Ελβετία το 2007, καθώς και από εκείνα που απομονώθηκαν

στο Βερολίνο το 2002 (43Asp-Val, 100Gly-Arg, 121Lys-Glu, 209Met-Thr,

238Leu-Pro, 265Ile-Val). Με το στέλεχος A/equine/Lincolnshire/1/2002 διαφέρουν

κατά 7 αμινοξέα στις θέσεις 48Asn-Ser, 100Gly-Arg, 122Ser-Phe, 207Ile-Val,

245Glu-Lys, 265Ile-Val και 269 Lys-Arg και μόνο κατά 4 αμινοξέα με το στέλεχος

A/equine/Cheltenham/1/2001 (θέσεις 48Asn-Ser, 100Gly-Arg, 207Ile-Val, 269Lys-

Arg).

 Γονίδιο ΝΑ

Μετά από πολλαπλή στοίχιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών του γονιδίου ΝΑ

και υπολογισμό των ομοιοτήτων σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και αμινοξέων,

διαπιστώθηκε ότι τα Ελληνικά στελέχη παρουσίασαν υψηλά ποσοστά ομοιότητας

(97-99,7%) με στελέχη που επικρατούσαν την περίοδο των επιζωοτιών (Πίνακας 6).

Τα υψηλότερα ποσοστά ομοιότητας τα εμφάνισαν με στελέχη που απομονώθηκαν

στην Ασία την περίοδο 2007-2008 (Πίνακας 7).

Οι αλληλουχίες των Ελληνικών στελεχών κατατέθηκαν στο GenBank, με αριθμούς

εισαγωγής HM164056, HM164057, HM164055, HM164054

Πίνακας 7. Ποσοστό ομοιότητας του γονιδίου ΝΑ των Ελληνικών στελεχών με διεθνή
δημοσιευμένα στελέχη

Διεθνή στελέχη (γονίδιο ΝΑ)
% ομοιότητας με τα

Ελληνικά στελέχη

A/equine/Gansu/7/2008(H3N8) 99,70%

A/equine/Inner Mongolia/8/2008(H3N8) 99,50%

A/equine/Xinjiang//2007(H3N8) 99,50%

A/equine/Huabei/1/2007(H3N8) 99,50%

A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) 99,20%
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A/equine/Heilongjiang/10/2008(H3N8) 99%

A/equine/Kentucky/5/2002(H3N8) 98,70%

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8) 98,70%

A/equine/California/8560/2002(H3N8) 98,70%

A/equine/Mysore/1/2008 98,50%

A/equine/Ohio/1/2003(H3N8) 97,50%

A/equine/Wisconsin/1/2003(H3N8) 97,40%

A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8) 97,20%

A/equine/New York/452/2003 97,20%

A/canine/New York/100528-6/2006 97,10%

A/equine/New York/452/2003(H3N8) 97%

A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) 97%

A/equine/Newmarket/2/1993 96,20%

A/equine/Sussex/1/1989 96,20%

A/equine/Roma/5/1991 95,90%

A/swine/Chibi/01/2005 95,30%

A/swine/Anhui/01/2006 95,30%

A/equine/Kentucky/1/1981 94,30%

A/equine/Fontainbleu/1/1979 93,30%

A/equine/Romania/1/1980 92,90%

A/Equine/Miami/1/1963 90,70%

A/equine/Uruguay/1/1963 90,60%

Μετά από πολλαπλή στοίχιση των αλληλουχιών των αμινοξέων της πρωτεΐνης ΝΑ

του ελληνικού στελέχους Α/equine/Athens/2003 και Α/equine/Athens/2007 με το

A/equine/Gansu/2008 φαίνεται ότι στις θέσεις 209 και 229 υπήρξε μετάλλαξη

(209Val-Ile, 229Arg-Cys). Τα στελέχη Α/equine/Newmarket/5/03 και

Α/equine/Ohio/1/2003 – πρότυπα στελέχη των κλάδων ΙΙ και Ι της Florida

αντιστοίχως- φαίνεται ότι μοιράζονται τις ίδιες μεταλλάξεις στις θέσεις 9Thr- Ala,

12Ser-Phe, 40Glu-Gly, 66His-Tyr, 119Ile-Val και 229Arg-Cys, ενώ το στέλεχος

Α/equine/Ohio/1/2003 παρουσιάζει τρεις επιπλέον μεταλλάξεις στις θέσεις 42Gly-

Asp, 70Ala-Thr και 78Pro-Ser. O κύριος εκπρόσωπος του Ευρωασιατικού κλάδου,

δηλαδή το στέλεχος Α/equine/Newmarket/2/93,  παρουσιάζει 13 μεταλλάξεις (θέσεις

9, 17, 20, 40, 46, 61, 66, 70, 72, 78, 191, 219, 229) στην αλληλουχία της πρωτεΐνης

ΝΑ σε σύγκριση με τα Ελληνικά στελέχη, εννέα από τις οποίες απαντώνται και στο

στέλεχος A/equine/Newmarket/1/1993 (9, 40, 61, 66, 70, 72, 78, 191, 229).
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 Γονίδιο Μ

Μετά τον προσδιορισμό των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των προϊόντων της RT-

PCR για το γονίδιο Μ από το υπερκείμενο υγρό των κυτταροκαλλιεργειών και από

τους στυλεούς, και την εφαρμογή του αλγόριθμου BLAST, αυτές παρουσίασαν

ομοιότητα με άλλα διεθνή στελέχη ιπποειδών. Το υψηλότερο ποσοστό ομοιότητας, σε

επίπεδο νουκλεοτιδίων και σε επίπεδο αμινοξέων, το εμφάνισαν με το στέλεχος

A/equine/Gansu/7/2008 (H3N8). Από την αλληλούχιση των νουκλεοτιδίων του

γονιδίου Μ των Ελληνικών στελεχών με άλλα στελέχη γρίπης Α κατατεθειμένα στο

GenBank, προέκυψε ότι τα Ελληνικά στελέχη προσομοιάζουν με τα διεθνή στελέχη

του υπότυπου 2 (Α/equine/H3N8) (Πίνακας 8), και με τα περισσότερα από αυτά

διαφέρουν μόνο κατά ένα νουκλεοτίδιο και ένα αμινοξύ. Συγκεκριμένα, τα Ελληνικά

στελέχη διαφέρουν κατά ένα αμινοξύ με το στέλεχος A/equine/Gansu/2008 στην θέση

3Asn-Asp. Δεδομένου ότι η εν λόγω περιοχή του γονιδίου Μ είναι συντηρημένη, τα

στελέχη που έχουν απομονωθεί κατά περιόδους δεν παρουσιάζουν μεγάλες διαφορές.

Οι αλληλουχίες των Ελληνικών στελεχών κατατέθηκαν στο GenBank, με αριθμούς

εισαγωγής EU647883 και EU647883.2.

Πίνακας 8. Ποσοστό ομοιότητας του γονιδίου Μ των Ελληνικών
στελεχών με διεθνή δημοσιευμένα στελέχη

Διεθνή στελέχη (γονίδιο Μ) % ομοιότητα με τα
Ελληνικά στελέχη

A/equine/Liaoning/9/2008 99,50%
A/equine/Kentucky/3/1981 99,50%
A/equine/Kentucky/2/1980 99,50%

A/equine/Inner Mongolia/8/2008 99,50%
A/equine/Gansu/7/2008 99,50%

A/donkey/Xinjiang/5/2007 99,50%
A/equine/Wisconsin/1/2003 99%
A/canine/Philadelphia/2008 98%

A/equine/Ohio/1/2003 99%
A/equine/Hubei/6/2008 99%
A/equine/Huabei/1/2007 99%

A/equine/Fontainbleu/1/1979 99%
A/eq/LaPlata/1993 99%

A/equine/Switzerland/173/1993 98,60%
A/equine/Roma/5/1991 98,60%

A/equine/New York/146066/2007 98,60%
A/equine/Hong Kong/J/1992 98,60%
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A/equine/Newmarket/5/2003 98,10%
A/equine/Kentucky/5/2002 98,10%

A/eq/Miami/1963 98,10%
A/eq/Kentucky/199292(H3N8) 98,10%

A/eq/Lambourn/22778/1992 98%
A/equine/Newmarket/2/1993 97,60%
A/equine/Newmarket/1/1993 97,20%

 Γονίδιο ΡΒ1

Στο γονίδιο ΡΒ1, τα υψηλότερα ποσοστά ομοιότητας (99%), σε επίπεδο

νουκλεοτιδίων, τα εμφάνιζαν τα Ελληνικά στελέχη με εκείνα που κατατάσσονται

στον κλαδο Florida II. Πιο συγκεκριμένα, παρουσίαζαν 99,3% ομοιότητα με τα

στέλεχη A/equine/Newmarket/5/2003 και A/equine/California/8560/2002 (Πίνακα 9).

Οι αλληλουχίες των Ελληνικών στελεχών κατατέθηκαν στο GenBank, με αριθμούς

εισαγωγής HQ696123 και HQ696122.

Πίνακας 9. Ποσοστό ομοιότητας του γονιδίου ΡΒ1 των Ελληνικών στελεχών με

διεθνή δημοσιευμένα στελέχη

Διεθνή στελέχη (γονίδιο ΡB1) % ομοιότητα με τα Ελληνικά στελέχη

A/equine/Newmarket/5/2003 99,30%

A/equine/California/8560/2002 99,30%

A/equine/Kentucky/5/2002 99,20%

A/equine/Hubei/6/2008 98,90%

A/equine/Huabei/1/2007 98,70%

A/equine/Inner Mongolia/8/2008 98,60%

A/equine/Gansu/7/2008 98,60%

A/equine/Ohio/1/2003 98,40%

A/equine/Wisconsin/1/2003 98,20%

A/donkey/Xinjiang/5/2007 98,00%

A/equine/Newmarket/1/1993 97,20%

5A/equine/Kentucky/1/1992 96,70%

A/equine/Sussex/1/1989 96,50%

A/equine/Berlin/1/1989 96,50%

A/equine/Roma/5/1991 96,50%

A/equine/Newmarket/2/1993 96,30%

/equine/Austria/421/1992 96,30%

A/equine/Switzerland/173/1993 96,20%
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A/equine/Miami/1/1963 92,80%

A/equine/Uruguay/1/1963 92,40%

Τα Ελληνικά στελέχη, σε σχέση με τα δύο προαναφερθέντα διεθνή στελέχη,

διαφέρουν κατά δύο αμινοξέα, στις θέσεις 119 και 387. Από την πολλαπλή στοίχιση

των αλληλουχιών των αμινοξέων στελεχών με τα Ελληνικά φαίνεται ότι τα Ελληνικά

στελέχη, τόσο του 2003 όσο και του 2007, μοιράζονται τις ίδιες αντικαταστάσεις σε

κάποιες θέσεις με τα στελέχη που απομονώθηκαν στην Ασία τα έτη 2007 και 2008.

Για παράδειγμα, στις θέσεις 13 και 296 των ελληνικών στελεχών, ενώ υπάρχει

αντικατάσταση αμινοξέων σε σχέση με τα στελέχη A/equine/Newmarket/5/2003 και

A/equine/California/8560/2002, παρατηρείται ταύτιση με τα στελέχη που

απομονώθηκαν στην Ασία το 2007 και το 2008, δηλώνοντας ίσως ότι τα Ελληνικά

στελέχη είναι πρόδρομοι των Ασιατικών στελεχών. Αξιοσημείωτο είναι ότι στη θέση

455 εμφανίζεται κωδικόνιο λήξης σε όλα τα στελέχη που ανήκουν στον Αμερικανικό

κλάδο (συμπεριλαμβανομένου των Ελληνικών), το οποίο δεν υπάρχει στα στελέχη

του Ευρωασιατικού κλάδου.

 Γονίδιο ΡΒ2

Στο γονίδιο ΡΒ2, τα Ελληνικά στελέχη εμφάνισαν τα υψηλότερα ποσοστά

ομοιότητας (πάνω από 99%) σε επίπεδο νουκλεοτιδίων με στελέχη που

απομονώθηκαν από επιζωοτίες στην Ασία τα έτη 2007-2008, αλλά και με τα στελέχη

A/equine/Newmarket/5/2003 και A/equine/California/8560/2002, όπως φαίνεται και

στον Πίνακα 10.

Οι αλληλουχίες των Ελληνικών στελεχών κατατέθηκαν στο GenBank, με αριθμούς

εισαγωγής HQ696124 και HQ696125.

Πίνακας 10. Ποσοστό ομοιότητας γονιδίου ΡΒ2 των Ελληνικών στελεχών με

διεθνή δημοσιευμένα στελέχη

Διεθνή στελέχη (γονίδιο ΡB2)
% ομοιότητα με τα Ελληνικά

στελέχη

A/equine/Xinjiang/1/2007 99,30%

A/equine/Gansu/7/2008 99,30%

A/equine/Liaoning/9/2008 99,30%
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A/equine/Hubei/6/2008 99,30%

A/equine/Xinjiang/2/2007 99,10%

A/equine/California/8560/2002 99,10%

A/equine/Newmarket/5/2003 99,10%

A/equine/Kentucky/5/2002 99,10%

A/equine/Xinjiang/4/2007 98,80%

A/equine/Massachussetts/213/2003 98,60%

A/equine/Wisconsin/120/03 98,50%

A/equine/New York/452/2003 98,50%

A/equine/California/191/2003 98,50%

A/equine/Ohio/1/2003 98,20%

A/equine/New York/146066/2007 97,60%

A/equine/Newmarket/1/1993 97,60%

A/equine/Newmarket/2/1993 97,30%

A/equine/Sussex/1/1989 96,50%

A/equine/Austria/421/1992 96,20%

A/equine/Switzerland/173/1993 96,10%

A/equine/Fontainbleu/1/1979 95,60%

A/equine/Miami/1/1963 93,30%

A/equine/Uruguay/1/1963 93,20%

Σε επίπεδο νουκλεοτιδίων του γονιδίου ΡΒ2, φαίνεται ότι ενώ τα Ελληνικά στελέχη

διαφέρουν κατά 6 νουκλεοτίδια με το στέλεχος Α/equine/Gansu/2008, σε επίπεδο

αμινοξέων έχουν 100% ομοιότητα. H πολλαπλή στοίχιση των αλληλουχιών της ΡΒ2

πρωτεΐνης έδειξε ότι η εν λόγω πρωτεΐνη είναι αρκετά συντηρημένη, αφού τα

Ελληνικά στελέχη παρουσιάζουν 99,10% ποσοστό ομοιότητας με το στέλεχος

Α/equine/Newmarket/5/03 και εμφανίζουν διαφορά σε ένα μόνο αμινοξύ, στη θέση

147Lys-Arg. H ίδια αντικατάσταση αμινοξέος παρατηρείται και στο στέλεχος

Α/equine/Newmarket/2/93, το οποίο παρουσιάζει 100% ομοιότητα με το

Α/equine/Newmarket/5/03.

 Γονίδιο ΡΑ

Μετά από πολλαπλή στοίχιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών του γονιδίου ΡΑ

και υπολογισμό των ομοιοτήτων σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και αμινοξέων,

διαπιστώθηκε ότι τα Ελληνικά στελέχη παρουσίασαν υψηλά ποσοστά ομοιότητας

(97,9-99,7%) με στελέχη που επικρατούσαν την περίοδο των επιζωοτιών διεθνώς
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(Πίνακα 11). Τα υψηλότερα ποσοστά ομοιότητας τα εμφάνιζαν με στελέχη που

απομονώθηκαν στην Ασία την περίοδο 2007-2008 (Πίνακας 11).

Οι αλληλουχίες των Ελληνικών στελεχών κατατέθηκαν στο GenBank, με αριθμούς

εισαγωγής HQ696120 και HQ696121.

Σε επίπεδο αμινοξέων παρουσίαζαν 100% ομοιότητα με το στέλεχος

A/equine/Gansu/7/2008  (Η3Ν8) PA.

Πίνακας 11. Ποσοστό ομοιότητας γονιδίου ΡA των Ελληνικών στελεχών

με διεθνή δημοσιευμένα στελέχη

Διεθνή στελέχη (γονίδιο ΡA)
% ομοιότητα με τα

Ελληνικά στελέχη

A/equine/Gansu/7/2008 PA 99,70%

A/equine/Huabei/1/2007  PA 99,70%

A/equine/Xinjiang/4/2007 PA 99,70%

A/equine/Xinjiang/2/2007  PA 99,70%

A/equine/Xinjiang/1/2007  PA 99,70%

A/equine/Hubei/6/2008  PA 99,70%

Α/equine/Liaoning/9/2008 PA 99,70%

A/equine/Heilongjiang/10/2008 PA 99,60%

A/equine/Inner Mongolia/8/2008 PA 99,60%

A/equine/Xinjiang/3/2007 PA 99,50%

Α/equine/Newmarket/5/2003 PA 99,30%

A/equine/California/8560/2002 PA 99,20%

A/equine/Kentucky/5/2002 PA 99,20%

A/equine/Ohio/1/2003 PA 99%

A/equine/Newmarket/1/1993  PA 98,10%

A/equine/Wisconsin/1/2003 PA 97,90%

A/equine/Roma/5/1991 PA 96,30%

A/equine/Sussex/1/1989 PA 96,20%

A/equine/Switzerland/173/1993  PA 96%

A/equine/Newmarket/2/1993 PA 96%

A/equine/Fontainbleu/1/1979 PA 94,40%

/equine/Miami/1/1963 PA 92,50%

A/equine/Uruguay/1/1963 PA 92,40%
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 Γονίδιο ΝΡ

Μετά από πολλαπλή στοίχιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών του γονιδίου ΝΡ

και υπολογισμό των ομοιοτήτων σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και αμινοξέων,

διαπιστώθηκε ότι τα Ελληνικά στελέχη παρουσίασαν υψηλά ποσοστά ομοιότητας

(98,9-99,6%) με στελέχη που επικρατούσαν την περίοδο των επιζωοτιών (Πίνακας

12).

Το υψηλότερο ποσοστό ομοιότητας (99,6%) το εμφάνιζαν με στελέχη που

απομονώθηκαν στην Ασία το 2007 και το 2008, αλλά και με τα στελέχη

A/equine/California/8560/2002, A/equine/Kentucky/5/2002 και A/equine/

Newmarket/5/2003. Τα ποσοστά ομοιότητας των Ελληνικών στελεχών με άλλα

διεθνή στελέχη συνοψίζονται στον πίνακα 12.

Οι αλληλουχίες των Ελληνικών στελεχών κατατέθηκαν στο GenBank, με αριθμούς

εισαγωγής HQ696116 και HQ696117.

Πίνακας 12. Ποσοστό ομοιότητας γονιδίου ΝΡ των Ελληνικών στελεχών με διεθνή δημοσιευμένα
στελέχη

Διεθνή στελέχη (γονίδιο ΝΡ)
% ομοιότητα με τα Ελληνικά

στελέχη

A/equine/California/8560/2002(H3N8) 99,60%

A/equine/Gansu/7/2008(H3N8) 99,60%

A/equine/Hubei/6/2008(H3N8) 99,60%

A/equine/Huabei/1/2007(H3N8) 99,60%

A/equine/Kentucky/5/02(H3N8) 99,60%

A/equine/Xinjiang/2007(H3N8) 99,60%

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8) 99,50%

A/equine/Heilongjiang/10/2008(H3N8) 99,40%

A/equine/Inner Mongolia/8/2008(H3N8) 99,40%

A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) 99,40%

A/equine/Wisconsin/1/2003(H3N8) 99%

A/equine/Ohio/1/2003(H3N8) 98,90%

A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8) 98,60%

A/equine/Sussex/1/1989(H3N8) 97,30%

A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) NP 97,10%

A/equine/Roma/5/1991(H3N8) 97,10%

A/equine/Switzerland/173/1993(H3N8) 96,90%

A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8) 96,80%
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A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3N8) 95,10%

A/equine/Miami/1/1963(H3N8) 93,70%

A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8) 93,50%

H πολλαπλή στοίχιση των αλληλουχιών των αμινοξέων των Ελληνικών στελεχών

με διεθνή έδειξε ότι παρουσιάζουν μετάλλαξη μόνο σε ένα αμινοξύ (θέση 226 Ile-

Thr) σε σχέση με το στέλεχος A/equine/Gansu/08 και σε δύο αμινοξέα (θέσεις 105

Ile-Met, 328Ala-Thr) σε σχέση με τα στελέχη Α/equine/Newmarket/5/03 και

A/equine/Kentucky/ 5/2002. Με το στέλεχος Α/equine/Ohio/1/2003 – στέλεχος του

κλάδου ΙΙ της Florida- μοιράζονται τις ίδιες μεταλλάξεις (θέσεις 105 και 328) καθώς

και μία επιπλέον στη θέση 419Ser-Asn. Αξιοσημείωτο είναι ότι το στέλεχος

Α/equine/Newmarket/1/93, μέλος του Αμερικανικού κλάδου, παρουσιάζει δύο

μεταλλάξεις αμινοξέων σε σύγκριση με τα Ελληνικά στελέχη, εκ των οποίων η μία

παρατηρείται σε στελέχη του κλάδου ΙΙ της Florida (θέση 105 Ile-Met) και η άλλη σε

στελέχη του κλάδου Ι της Florida (θέση 419 Ser-Asn). Tο στέλεχος

Α/equine/Newmarket/2/1993, κύριος εκπρόσωπος του Ευρωασιατικού κλάδου,

παρουσιάζει 5 μεταλλάξεις συγκριτικά με τα Ελληνικά στελέχη στις θέσεις 74 Met-

Ile, 88Ile-Val, 105Ile-Met, 159Val-Ile και 353Lys-Arg.

 Γονίδιο NS

Μετά από πολλαπλή στοίχιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών του γονιδίου NS

και υπολογισμό των ομοιοτήτων σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και αμινοξέων,

διαπιστώθηκε ότι τα Ελληνικά στελέχη παρουσίασαν υψηλά ποσοστά ομοιότητας

(98-99,5%) με στελέχη που επικρατούσαν την περίοδο των επιζωοτιών (Πίνακας 13).

Τα υψηλότερα ποσοστά ομοιότητας (πάνω από 99%) σε επίπεδο νουκλεοτιδίων το

εμφάνιζαν με στελέχη που απομονώθηκαν στο Ηνωμένο Βασίλειο τα έτη 2003, 2005

και 2007 και πιο συγκεκριμένα με το στέλεχος A/equine/Essex/1/2005, με το οποίο το

ποσοστό ομοιότητας ανέρχεται στο 99,5%. Το αντιπροσωπευτικό στέλεχος του

κλάδου Florida ΙΙ, A/equine/Newmarket/5/2003, παρουσιάζει 99,2% ομοιότητα σε

επίπεδο νουκλεοτιδίων με τα Ελληνικά στελέχη, όπως φαίνεται και στον Πίνακα 13.

Οι αλληλουχίες των Ελληνικών στελεχών κατατέθηκαν στο GenBank, με αριθμούς

εισαγωγής HQ696118 και HQ696119.
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Πίνακας 13. Ποσοστό ομοιότητας του γονιδίου ΝS των Ελληνικών στελεχών με διεθνή
δημοσιευμένα στελέχη

Διεθνή στελέχη (γονίδιο ΝS)
% ομοιότητα με τα Ελληνικά

στελέχη

Α/equine/Essex/1/2005 NS 99,50%

A/equine/Lanark/1/2006  NS 99,50%

A/equine/Hubei/6/2008(H3N8) 99,30%

A/equine/Inner Mongolia/8/2008(H3N8) 99,30%

Α/equine/Maidstone/2/2007 NS 99,30%

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8) 99,20%

A/equine/Cheshire/3/2007 NS 99,20%

A/equine/California/8560/2002 NS 99,20%

5A/equine/Horsham/1/2007 NS 99,20%

A/equine/Kentucky/5/2002 NS 99,20%

A/equine/Ohio/1/2003(H3N8) 99%

/equine/Cheshire/1/2007 NS 99%

A/equine/Huabei/1/2007 NS 99%

A/equine/Kentucky/9/2004 NS 99%

A/equine/Gansu/7/2008(H3N8) 98,90%

A/equine/Cheshire/2/2007 98,90%

A/equine/Kentucky/7/2007NS 98,90%

A/equine/Florida/2/2006 NS 98,60%

A /equine/Kentucky/4/2007 98,60%

/equine/California/2/2007 NS 98,60%

A/equine/Kentucky/4/2007 NS 98,60%

A/equine/California/1/2007 98,40%

A/equine/Wisconsin/1/2003(H3N8) 98%

A/equine/Kentucky/1/1992 NS 97,80%

A/equine/Ahmedabad/1/2009 NS 97,70%

A/equine/Newmarket/1/1993 NS 97,30%

A/equine/Berlin/1/1989 NS 97,30%

A/equine/Roma/5/1991 97,20%

A/equine/Cheshire/1/2006 NS 97,20%

A/equine/Switzerland/173/1993 NS 97%

A/equine/Switzerland/P112/2007 NS 97%

A/equine/Austria/421/1992 NS 96,40%

A/equine/Avesta/1/1993 NS 96,40%
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A/equine/Newmarket/2/1993 96,40%

A/eq/Hong Kong/1/92 NS 96,30%

A/equine/New Market/1979 NS 95,80%

Α/equine/Miami/1/1963 NS 95,50%

A/equine/Grobois/1/98 NS 95,40%

A/equine/Lincolnshire/1/2002 NS 95,20%

A/eq/Lambourn/22778/92 NS 94,90%

A/equine/Fontainebleau/1979 NS 94,70%

A/equine/Aboyne/1/2005 NS 94,30%

A/equine/Lincolnshire/1/2006 NS 93,70%

H πολλαπλή στοίχιση των αλληλουχιών των αμινοξέων των Ελληνικών στελεχών

με διεθνή έδειξε ότι υπάρχει μετάλλαξη ενός μόνο αμινοξέος, στη θέση 216 Ile-Thr,

συγκριτικά με το στέλεχος A/equine/Essex/1/2005. Σε σύγκριση με το στέλεχος

A/equine/Gansu/2008 το ποσοστό ομοιότητας των Ελληνικών στελεχών, σε επίπεδο

νουκλεοτιδίων, είναι 98,9%, όμως σε επίπεδο αμινοξέων υπάρχει αντικατάσταση

μόνο σε δύο θέσεις, τις 45Ala και 47Ile-Thr. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι στη

θέση 220 υπάρχει ένα κωδικόνιο λήξης που παρατηρείται μόνο στα στελέχη που

απομονώθηκαν από το 2003 και μετά, ενώ τα παλαιότερα στελέχη εμφανίζουν

αμινοξύ στη θέση αυτή και η πρωτεΐνη σταματά στην θέση 231.

Τα Ελληνικά στελέχη, κατά τη σύγκριση των αλληλουχιών των πρωτεϊνών ΝΑ,

ΝΡ, ΡΒ2, ΡΒ1 και ΡΑ, μοιράζονται τις ίδιες αντικαταστάσεις αμινοξέων με τα

στελέχη που απομονώθηκαν στην Ασία (Ινδία- Κίνα) τα έτη 2007-2008 και ανήκουν

στον κλάδο Florida ΙΙ. Αυτές οι αντικαταστάσεις φαίνεται να είναι μοναδικές, καθώς

δεν έχουν παρατηρηθεί σε άλλα προγενέστερα στελέχη. Δεν μοιράζονται όμως

αντίστοιχες μοναδικές αντικαταστάσεις και για τις πρωτεΐνες Μ1 και ΝS1. Οι

αντικαταστάσεις συνοψίζονται στον πίνακα 14.

Πίνακας 14. Επαναλαμβανόμενες πρότυπες αντικαταστάσεις αμινοξέων στα Ελληνικά στελέχη

Πρωτεΐνη ΝΑ (Ν8) ΝΡ ΡΒ1 ΡΒ2 ΡΑ
Θέση 9 40 66 191 136 119 251 158 237 321 337

Ελληνικά στελέχη T Ε H I I M K R K N T

Ασιατικά στελέχη
(Ινδία- Κίνα)  2007-
2008 T Ε H I I M K R K N T

Στελέχη Η3Ν8
(1993-2003) Α G Y V M V R K E S A
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2.8. Φυλογενετική ανάλυση των Ελληνικών στελεχών
Το αποτέλεσμα της φυλογενετικής ανάλυσης των Ελληνικών στελεχών με τη

μέθοδο «Ένωσης  Γειτόνων», υποστηρίζει αυτό της αλληλούχισης των πρωτεϊνών του

ιού, δηλαδή όλα τα Ελληνικά στελέχη είναι όμοια καθώς σχηματίζουν αυτοτελή

κλάδο ή κατατάσσονται στον ίδιο φυλογενετικό κλάδο.

Ο υπολογισμός των τοπολογιών του φυλογενετικού δέντρου για τις πρωτεΐνες ΗΑ,

ΝΑ, NS1, ΝΡ και ΡΒ1 παρουσιάζει τέσσερεις κύριους κλάδους: τον προ-

διαφοροποίησης των στελεχών κλάδο, τον Ευρωασιατικό, τον Αμερικανικό και τον

κλάδο της Florida. Στον τελευταίο κλάδο υπήρξε περεταίρω διαφοροποίηση σε δύο

υποκλάδους, τον Florida clade I και Florida clade II, η οποία στηρίζεται με τιμή

αυτοδυναμίας 100% για τις πρωτεΐνες ΗΑ, ΝΑ, NS1 και ΝΡ και 99% για την ΡΒ1

πρωτεΐνη στα αντίστοιχα φυλογενετικά δέντρα (Εικόνες 19-23).

Το σύνολο των Ελληνικών στελεχών, βάσει της πρωτεΐνης ΗΑ, ανήκουν στον

Ευρωασιατικό κλάδο των ιών της γρίπης των ιπποειδών. Ταξινομούνται μαζί με το

στέλεχος Α/equine/Newmarket/2/1993 και ομαδοποιούνται με στελέχη που

απομονώθηκαν στην Ευρώπη τη δεκαετία του 1990, αλλά και με πιο πρόσφατα

στελέχη που απομονώθηκαν από το 2000 και μετά (Εικόνα 18). Αντιθέτως, βάσει των

πρωτεϊνών ΝΑ, NS1, ΝΡ και ΡΒ1 τα Ελληνικά στελέχη, και από τις δύο επιζωοτίες,

σχηματίζουν αυτοτελή κλάδο ανάμεσα σε στελέχη που ανήκουν στον «Αμερικανικό»

κλάδο και πιο συγκεκριμένα στον Florida ΙΙ (Εικόνες 19-22).

Ο υπολογισμός των τοπολογιών του φυλογενετικού δέντρου για την πρωτεΐνη ΡΑ

δεν παρουσιάζει το διαχωρισμό των στελεχών σε τέσσερεις κλάδους, αλλά στους

τρεις βασικούς κλάδους, δηλαδή τον προ-διαφοροποίησης των στελεχών κλάδο, τον

Ευρωασιατικό και τον Αμερικανικό (Εικόνα 24). Στο φυλογενετικό δέντρο φαίνεται

ότι το στέλεχος Α/equine/ Newmarket/5/2003 είναι κοινός πρόγονος για τα Ελληνικά

στελέχη, αλλά και για τα στελέχη που απομονώθηκαν στην Ασία το 2007 και το

2008.

Αντιθέτως, ο υπολογισμός των τοπολογιών του φυλογενετικού δέντρου για τις

πρωτεΐνες Μ1 και ΡΒ2 δείχνει ότι πολλά στελέχη που απομονώθηκαν την τελευταία

δεκαετία κατατάσσονται στους ίδιους κλάδους με τα προγενέστερης δεκαετίας

στελέχη, χωρίς να μπορεί να γίνει κάποιος διαχωρισμός. Αυτό υποδηλώνει ότι οι

πρωτεΐνες Μ1 και ΡΒ2 είναι αρκετά συντηρημένες και δεν παρουσιάζουν μεγάλη

παραλλακτικότητα με την πάροδο του χρόνου. Ως προς τις εν λόγω πρωτεΐνες το

σύνολο των Ελληνικών στελεχών σχημάτισαν έναν αυτοτελή κλάδο, ο οποίος
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συμπεριλαμβάνεται σε ένα μεγαλύτερο, με στελέχη που απομονώθηκαν στην Ασία το

2007 και το 2008 (Εικόνες 25 & 26).
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Εικόνα 19. Υπολογισμός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων » που αφορά στην πρωτεΐνη ΗΑ με το
λογισμικό MEGA έκδοση 4.0.
Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε με 1000 τιμές αυτοδυναμίας «bootstraps». Η

κλίμακα αντιπροσωπεύει το ρυθμό αντικατάστασης αμινοξέων ανά θέση. Τα Ελληνικά στελέχη

δεδομένου ότι παρουσιάζουν ομοιότητα 100% κωδικοποιήθηκαν ως εξής: Α/Equine/Athens/2003, για

τα στελέχη από την επιζωοτία του 2003, και A/Equine/Athens/2007, για τα στελέχη από την επιζωοτία

του 2007.

Ευρωασιατικός

Florida II

Florida I

Αμερικανικός
(Kentucky)

Πριν το
διαχωρισμό
στελέχη
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Εικόνα 20. Υπολογισμός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων » που αφορά στην πρωτεΐνη ΝΑ με το
λογισμικό MEGA έκδοση 4.0.

Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε με 1000 τιμές αυτοδυναμίας «bootstraps». Η

κλίμακα αντιπροσωπεύει το ρυθμό αντικατάστασης αμινοξέων ανά θέση. Τα Ελληνικά στελέχη

δεδομένου ότι παρουσιάζουν ομοιότητα 100% κωδικοποιήθηκαν ως εξής: Α/Equine/Athens/2003, για

τα στελέχη από την επιζωοτία του 2003, και A/Equine/Athens/2007, για τα στελέχη από την επιζωοτία

του 2007.

Florida II

Florida I

Αμερικανικός
κλάδος

Ευρωασιατικός
κλάδος

Πριν το
διαχωρισμό
στελέχη
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Εικόνα 21. Υπολογισμός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων » που αφορά στην πρωτεΐνη ΝS1 με το
λογισμικό MEGA έκδοση 4.0.

Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε με 1000 τιμές αυτοδυναμίας «bootstraps». Η

κλίμακα αντιπροσωπεύει το ρυθμό αντικατάστασης αμινοξέων ανά θέση. Τα Ελληνικά στελέχη

δεδομένου ότι παρουσιάζουν ομοιότητα 100% κωδικοποιήθηκαν ως εξής: : Α/Equine/Athens/2003, για

τα στελέχη από την επιζωοτία του 2003, και A/Equine/Athens/2007, για τα στελέχη από την επιζωοτία

του 2007.

Florida I

Florida II

Αμερικανικός
κλάδος

Ευρωασιατικός
κλάδος

Πριν το διαχωρισμό
στελέχη



Γρίπη Ιπποειδών: Ειδικό Μέρος

109

Εικόνα 22. Υπολογισμός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων » που αφορά στην πρωτεΐνη ΝΡ με το

λογισμικό MEGA έκδοση 4.0.

Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε με 1000 τιμές αυτοδυναμίας «bootstraps». Η

κλίμακα αντιπροσωπεύει το ρυθμό αντικατάστασης αμινοξέων ανά θέση. Τα Ελληνικά στελέχη

δεδομένου ότι παρουσιάζουν ομοιότητα 100% κωδικοποιήθηκαν ως εξής: Α/Equine/Athens/2003, για

Πριν το
διαχωρισμό
στελέχη

Ευρωασιατικός
κλάδος

Αμερικανικός
κλάδος

Florida I

Florida II
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τα στελέχη από την επιζωοτία του 2003, και A/Equine/Athens/2007, για τα στελέχη από την επιζωοτία

του 2007.

Εικόνα 23. Υπολογισμός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων » που αφορά στην πρωτεΐνη και PB1 με το
λογισμικό MEGA έκδοση 4.0.

Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε με 1000 τιμές αυτοδυναμίας «bootstraps». Η

κλίμακα αντιπροσωπεύει το ρυθμό αντικατάστασης αμινοξέων ανά θέση. Τα Ελληνικά στελέχη

δεδομένου ότι παρουσιάζουν ομοιότητα 100% κωδικοποιήθηκαν ως εξής: Α/Equine/Athens/2003, για

τα στελέχη από την επιζωοτία του 2003, και A/Equine/Athens/2007, για τα στελέχη από την επιζωοτία

του 2007.

Ευρωασιατικός
κλάδος

Πριν το
διαχωρισμό
στελέχη

Αμερικανικός κλάδος

Florida I

Florida II
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Εικόνα 24. Υπολογισμός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων » που αφορά στην πρωτεΐνη PΑ με το
λογισμικό MEGA έκδοση 4.0.

Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε με 1000 τιμές αυτοδυναμίας «bootstraps». Η

κλίμακα αντιπροσωπεύει το ρυθμό αντικατάστασης αμινοξέων ανά θέση. Τα Ελληνικά στελέχη

δεδομένου ότι παρουσιάζουν ομοιότητα 100% κωδικοποιήθηκαν ως εξής: : Α/Equine/Athens/2003, για

τα στελέχη από την επιζωοτία του 2003, και A/Equine/Athens/2007, για τα στελέχη από την επιζωοτία

του 2007.

Ευρωασιατικός
κλάδος

Αμερικανικός
κλάδος

Πριν το
διαχωρισμό

στελέχη
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Εικόνα 25. Υπολογισμός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων » που αφορά στην πρωτεΐνη Μ1 με το
λογισμικό MEGA έκδοση 4.0.

Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε με 1000 τιμές αυτοδυναμίας «bootstraps». Η

κλίμακα αντιπροσωπεύει το ρυθμό αντικατάστασης αμινοξέων ανά θέση. Τα Ελληνικά στελέχη

δεδομένου ότι παρουσιάζουν ομοιότητα 100% κωδικοποιήθηκαν ως εξής: : Α/Equine/Athens/2003, για

τα στελέχη από την επιζωοτία του 2003, και A/Equine/Athens/2007, για τα στελέχη από την επιζωοτία

του 2007.
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Εικόνα 26. Υπολογισμός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων » που αφορά στην πρωτεΐνη και PB2 με το
λογισμικό MEGA έκδοση 4.0.

Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε με 1000 τιμές αυτοδυναμίας «bootstraps». Η

κλίμακα αντιπροσωπεύει το ρυθμό αντικατάστασης αμινοξέων ανά θέση. Τα Ελληνικά στελέχη

δεδομένου ότι παρουσιάζουν ομοιότητα 100% κωδικοποιήθηκαν ως εξής: : Α/Equine/Athens/2003, για

τα στελέχη από την επιζωοτία του 2003, και A/Equine/Athens/2007, για τα στελέχη από την επιζωοτία

του 2007.
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2.9 Υπολογισμός εξελικτικής απόστασης των πρωτεϊνών ΗΑ, ΝΑ, NS ,ΝΡ, ΡΒ1,
ΡΒ2 και ΡΑ όπως αυτή προκύπτει από τα φυλογενετικά δέντρα

Η εξελικτική απόσταση των στελεχών, όπως παρουσιάζονται σε κάθε

φυλογενετικό δέντρο ανά πρωτεΐνη, εκτιμήθηκε με τον υπολογισμό της

αντικατάστασης των αμινοξέων κάθε στελέχους σε σχέση με το πρότυπο στέλεχος

Α/equine/ Miami/1963 και δίνεται σε συνάρτηση με τα έτη των επιζωοτιών (Εικόνα

27). Στα γραφήματα της εικόνας 27 παρουσιάζονται με διαφορετική ένδειξη τα

στελέχη των τριών βασικών κλάδων (Κλάδος πριν το διαχωρισμό, Ευρωασιατικός

κλάδος και Αμερικανικός κλάδος) καθώς και τα Ελληνικά στελέχη του 2003 και

2007.

Δεδομένου ότι το τμήμα της πρωτεΐνης Μ1 που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα

μελέτη αφορά κυρίως στη διάγνωση και επομένως είναι συντηρημένο, δεν

προσφέρεται για μία τέτοια ανάλυση.

Για όλες τις πρωτεΐνες, εκτός από την ΡΒ2, φαίνεται από τα γραφήματα ότι ο

Αμερικανικός και ο Ευρωασιατικός κλάδος παρουσιάζουν σχεδόν παράλληλη

εξέλιξη, ενώ στελέχη και των δύο κλάδων συνεχίζουν να «συνυπάρχουν» ακόμα και

την τελευταία δεκαετία. Αυτό επιβεβαιώνει το διαχωρισμό που παρατηρείται στα

φυλογενετικά δέντρα, ενώ επιπλέον φαίνεται ότι τα στελέχη της γρίπης των

ιπποειδών, των διαφορετικών εξελικτικών κλάδων, συνκυκλοφορούν. Αυτή η

διαπίστωση απεικονίζεται πιο έντονα για τις πρωτεΐνες ΗΑ και ΝS1, καθώς για αυτές

υπάρχουν περισσότερες κατατεθειμένες αλληλουχίες στη διεθνή βάση του GenBank.

ΗΑ

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Πριν το διαχωρισμό Ευρωασιατικός Αμερικάνικος Ελληνικά
ΝΑ

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Πριν το διαχωρισμό Ευρωασιατικός Αμερικάνικος Ελληνικά
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Εικόνα 27. Υπολογισμός εξελικτικής απόστασης των πρωτεϊνών ΗΑ, ΝΑ, NS1, ΝΡ, ΡΒ1, ΡΒ2 και
ΡΑ όπως αυτή προκύπτει από τα φυλογενετικά δέντρα.

Ως παραομάδα έχει χρησιμοποιηθεί το στέλεχος Α/equine/Miami/1963. Η συνολική απόσταση κάθε

στελέχους από την παραομάδα, έχει υπολογιστεί βάσει της αντικατάστασης των αμινοξέων και δίνεται

σε συνάρτηση με τα έτη των επιζωοτιών.

NS1

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Πριν το διαχωρισμό Ευρωασιατικός Αμερικάνικος Ελληνικά

ΡΒ1

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Πριν το διαχωρισμό Ευρωασιατικός Αμερικάνικος Ελληνικά ΡΒ2

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Πριν το διαχωρισμό Ευρωασιατικός Αμερικάνικος Ελληνικά

ΝΡ

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Πριν το διαχωρισμό Ευρωασιατικός  Αμερικάνικος Ελληνικά

ΡΑ

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Πριν το διαχωρισμό Ευρωασιτικός Αμερικάνικος Ελληνικά
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Ε. ΣΥΖΗΤΗΣΗ- ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
Ο ιός της γρίπης των ιπποειδών αποτελεί έναν από τους κύριους παθογόνους

παράγοντες που οδηγούν στην εμφάνιση οξείας αναπνευστικής λοίμωξης στα

ιπποειδή. Ανήκει στους ιούς της γρίπης τύπου Α. Όλοι οι ιοί της γρίπης Α

αποτελούνται από οκτώ  τμήματα γενωμικού RNA, τα οποία κωδικοποιούν 11 ή 12

πρωτεΐνες, εκ των οποίων οι δύο, ΡΒ1-F2 (Chen et al., 2001)  και PB1N40 (Wise et

al., 2009), έχουν ανακαλυφθεί την τελευταία δεκαετία. Επομένως υπάρχουν ακόμα

άγνωστες πτυχές του ιού προς διερεύνηση.

Στα ιπποειδή απαντώνται δύο αντιγονικοί υπότυποι του ιού, ο Η7Ν7 και ο Η3Ν8,

τα τελευταία χρόνια, όμως, έχουν αναφερθεί επιζωοτίες μόνο από τον υπότυπο Η3Ν8.

Παρά την εκτεταμένη χρήση εμβολίων στους πληθυσμούς των ιπποειδών, συνεχίζουν

να αναφέρονται εξάρσεις της νόσου. Από το 2003 και τα επόμενα χρόνια υπήρξε

εκτεταμένη μετάδοση της νόσου σε πολλές χώρες της Ευρώπης (Damiani et al., 2008,

Barbic et al., 2009, Bryant et al., 2009), και όχι μόνο, διότι και σε χώρες όπως η

Νότιος Αφρική (Guthrie, 2006), η Ινδία  (Virmani et al., 2008) και η Ιαπωνία (Ito et

al., 2009) αναφέρθηκαν αντίστοιχες επιζωοτίες. H Αυστραλία δήλωσε για πρώτη

φορά επιζωοτία από τον ιό της γρίπης των ιπποειδών το 2007 (Αnon, 2008).

Τα δείγματα που εξετάστηκαν ήταν συνολικά 30 και προέρχονταν από

ανεμβολίαστους ίππους, που διαβιούσαν ομαδικά, και παρουσίασαν συμπτώματα

γρίπης τον Ιούνιο του 2003 και τον Μάιο του 2007. Τα δείγματα ήταν ρινικές

εκκρίσεις των ζώων, που είχαν συλλεχθεί με βαμβακοφόρους στυλεούς τις πρώτες 2-

3 ημέρες από την  έναρξη των συμπτωμάτων στο αναπνευστικό σύστημα. Όλες οι

δοκιμές που εφαρμόστηκαν οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι ο υπεύθυνος παράγοντας

των εξάρσεων της νόσου ήταν στελέχη υποτύπου Η3Ν8 του ιού της γρίπης των

ιπποειδών, που χαρακτηρίστηκαν ως Α/equine/Athens/2003 και

A/equine/Athens/2007, σε αντιστοιχία με το έτος της επιζωοτίας κατά το οποίο

απομονώθηκαν.

Η απομόνωση του ιού της γρίπης Α «παραδοσιακά» επιτυγχάνεται με τον

ενοφθαλμισμό εμβρυοφόρων αυγών, καθώς θεωρούνται το καταλληλότερο

υπόστρωμα για την απομόνωση των ιών της γρίπης. Εντούτοις, απαιτούνται αφενός

κατάλληλος εξοπλισμός (επωαστήρας, ειδικός χώρος) και κατάλληλα εμβρυοφόρα

αυγά (λευκό κέλυφος, SPF) και αφετέρου μεγάλη εμπειρία για τον επιτυχή

ενοφθαλμισμό τους. Επιπλέον, υπάρχουν προβλήματα που συνδέονται με τη χρήση
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των αυγών για καλλιέργεια του ιού σε μεγάλη ποσότητα, με σκοπό την παραγωγή

εμβολίων, συμπεριλαμβανομένης της μεταβλητότητας στην ευαισθησία τους κατά τη

μόλυνση με τον ιό της γρίπης (Monto et al., 1981). Οι κυτταροκαλλιέργειες, ωστόσο,

είναι πολύ πιο δεκτικές σε μεγάλης κλίμακας παραγωγή του ιού και αποτελούν

εναλλακτική λύση αντί για τα αυγά (Govorkova et al., 1999, 1996, Kistner et al.,

1999, Merten et al., 1996).

Δεδομένων όλων των παραπάνω, καθώς και του ότι η συνεχής κυτταρική σειρά

MDCK έχει αποδειχτεί ότι είναι η καταλληλότερη για την απομόνωση των ιών της

γρίπης Α (Youli et al., 2004), αποφασίστηκε η επιλογή της για την απομόνωση του

ιού. Το ποσοστό απομόνωσης του ιού στις κυτταροκαλλιέργειες, επί των θετικών

δειγμάτων, ήταν πολύ υψηλό (89%), ιδιαίτερα αν το συγκρίνουμε με το 7% που

αναφέρουν οι Morley και συνεργάτες (1995).

Παρά την επιτυχή απομόνωση του ιού στις κυτταροκαλλιέργειες, ο τίτλος

αιμοσυγκόλλησης παρέμεινε χαμηλός, με αποτέλεσμα να μην είναι δυνατή η

διεξαγωγή της αναστολής της αιμοσυγκόλλησης για τα περισσότερα δείγματα. Μία

πιθανή εξήγηση είναι ότι σε ένα εμβρυοφόρο αυγό περιέχονται πολύ περισσότερα

κύτταρα και πρωτεολυτικά ένζυμα, σε σύγκριση με τις κυτταροκαλλιέργειες. Οι

Lazarowitz και συνεργάτες (1973), διαπίστωσαν στην έρευνά τους ότι το αλλαντοϊκό

υγρό περιέχει πρωτεολυτικά ένζυμα που βοηθούν στη διάσπαση του μορίου της ΗΑ,

με αποτέλεσμα το ιικό σωματίδιο να καθίσταται λοιμογόνο. Επιπλέον, φαίνεται ότι ο

τίτλος αιμοσυγκόλλησης απομονωθέντων σε κυτταροκαλλιέργειες στελεχών,

παρουσία τρυψίνης, παρόλο που είναι παραπλήσιος με τον αντίστοιχο τίτλο

απομονωθέντων σε εμβρυοφόρα αυγά στελεχών, είναι χαμηλότερος (Tobita et al.,

1975). Βάσει των αποτελεσμάτων μας οι τίτλοι αιμοσυγκόλλησης δεν σχετίζονται με

τον αντίστοιχο τίτλο του ιού στην κυτταροκαλλιέργεια.

Σχετικά με τη δοκιμασία του in vitro ανοσοπροσδιορισμού με το εμπορικό τεστ

Directigen (DFA), τα αποτελέσματα της παρούσα έρευνας έδειξαν ότι γενικά

παρουσιάζει υψηλά ποσοστά θετικών αποτελεσμάτων (83% επί του συνόλου των

θετικών δειγμάτων) και σχεδόν την ίδια με εκείνα της απομόνωσης του ιού σε

κυτταροκαλλιέργεια (89%). Αυτό συμφωνεί με τα αποτελέσματα άλλων μελετών

(Chambers et al., 1994, Quinlivant et al., 2004, van Maanen et al., 2003), που

υποδηλώνουν ότι η συγκεκριμένη δοκιμασία είναι αρκετά ευαίσθητη ώστε να μπορεί

να χρησιμοποιηθεί ως συμπληρωματική της απομόνωσης του ιού ή ως δοκιμασία

διαλογής (screening test). Το υψηλό ποσοστό ευαισθησίας της δικαιολογείται από το
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γεγονός ότι η συλλογή των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε την 2η -3η ημέρα από την

έναρξη των συμπτωμάτων, δηλαδή στην κορύφωση της λοίμωξης, όπως άλλωστε

έχουν δείξει και προηγούμενες έρευνες (Quinlivant et al., 2004).

Μελέτες έδειξαν ότι το γονίδιο της αιμοσυγκολλητίνης των ιών γρίπης που

πολλαπλασιάζονται σε κυτταρικές σειρές, συγκρινόμενο με εκείνο στο κλινικό

δείγμα, δεν παρουσιάζει μεταλλάξεις (Katz et al., 1990, Robertson et al., 1990), ενώ

συμβαίνει το αντίθετο στους ιούς που προκύπτουν μετά από πολλαπλασιασμό σε

εμβρυοφόρα αυγά (Schild et al., 1983). Πιό πρόσφατη μελέτη, όμως, καταδεικνύει ότι

για την απομόνωση του ιού της γρίπης των ιπποειδών το υπόστρωμα εκλογής πρέπει

να είναι τα εμβρυοφόρα αυγά. Τα αποτελέσματα αυτής της έρευνας στηρίχθηκαν σε

συγκριτική μελέτη της αλληλουχίας του γονιδίου ΗΑ στελεχών καλλιεργημένων σε

αυγά και κυτταροκαλλιέργειες MDCK, χωρίς όμως να γίνει σύγκριση και με τα

αντίστοιχα πρωτογενή δείγματα (Ιlobi et al., 1994). Τα αποτελέσματα της παρούσας

εργασίας συμφωνούν με τις αρχικές μελέτες, καθώς δεν παρατηρήθηκε καμία

μετάλλαξη στην αλληλουχία του γονιδίου ΗΑ, μεταξύ των πρωτογενών στελεχών και

εκείνων που απομονώθηκαν κατά την τρίτη δίοδο σε κυτταροκαλλιέργειες.

Η απομόνωση του ιού, παρόλο που είναι χρονοβόρα και τεχνικά δύσκολη

εργαστηριακή μέθοδος, αποτελεί το «χρυσό κανόνα» στην Ιολογία, αφού είναι η

μέθοδος ανίχνευσης ζωντανού λοιμογόνου ιού και επομένως ανάδειξης ενεργού

λοίμωξης. Παράλληλα προσφέρει υλικό για την περεταίρω μελέτη των

απομονωθέντων στελεχών, και για την παρασκευή εμβολίων.

Η RT-PCR για το γονίδιο Μ χρησιμοποιήθηκε τόσο για τη διάγνωση της νόσου

από τα πρωτογενή δείγματα, όσο και για την επιβεβαίωση της απομόνωσης του ιού

στις κυτταροκαλλιέργειες. Η δοκιμασία αυτή περιγράφεται από τους Fouchier και

συνεργάτες (2000) και βασίζεται στην ανίχνευση τμήματος του έβδομου γονιδίου του

ιού της γρίπης τύπου Α, το οποίο είναι συντηρημένο σε όλους τους ιούς γρίπης του

τύπου αυτού. Οι προαναφερθέντες ερευνητές, διαπίστωσαν την εξειδίκευση αυτής

της δοκιμασίας στην ταυτοποίηση των ιών της γρίπης Α σε πολλούς ξενιστές,

περιλαμβανομένων και των ιπποειδών (Fouchier et al., 2000). Αν και η RT-PCR

απαιτεί περισσότερο χρόνο, συγκριτικά με τη δοκιμασία του ανοσοπροσδιορισμού

Directigen, είναι σαφώς ταχύτερη από την απομόνωση του ιού. Στην παρούσα

μελέτη, καταδείχθηκε ως η πιο ευαίσθητη μέθοδος, καθώς βρέθηκαν δύο επιπλέον

θετικά δείγματα, τα οποία εμφανίζονταν ως αρνητικά, σε όλες τις άλλες μεθόδους

που χρησιμοποιήθηκαν. Το συμπέρασμα αυτό είναι σε απόλυτη συμφωνία με τα
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αποτελέσματα των Quinlivan και συνεργατών (2004), οι οποίοι, στη συγκριτική

μελέτη διαφόρων μεθόδων για τη διάγνωση του ιού της γρίπης των ιπποειδών,

δηλώνουν ότι η RT-PCR αποτελεί την πιο ευαίσθητη μέθοδο και μπορεί να

αποτελέσει μέθοδο διαλογής σε διαγνωστικό εργαστήριο.

Η αλληλούχιση του εν λόγω τμήματος του γονιδίου Μ επιβεβαίωσε ότι ο

αιτιολογικός παράγοντας της λοίμωξης και στις δύο εξάρσεις της νόσου, το 2003 και

το 2007, ήταν ιός γρίπης τύπου Α.

Επιπλέον, τα αποτελέσματα του μοριακού χαρακτηρισμού των δύο βασικών

γονιδίων, δηλαδή της αιμοσυγκολλητίνης (ΗΑ) και της νευραμινιδάσης (ΝΑ), των

απομονωθέντων στελεχών έδειξαν ότι ο εν λόγω αιτιολογικός παράγοντας ήταν ένα

αναδιαταγμένο στέλεχος του υποτύπου ΙΙ (Η3Ν8) της γρίπης των ιπποειδών.

Συγκεκριμένα, τα Ελληνικά στελέχη ταξινομούνται στον Ευρωασιατικό κλάδο βάσει

της αιμοσυγκολλητίνης (ΗΑ), ενώ βάσει της νευραμινιδάσης (ΝΑ) κατατάσσονται ως

μέλη του Αμερικανικού κλάδου και συγκεκριμένα του κλάδου Florida II.

Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι ενώ βάσει του δημοσιευμένου πρωτοκόλλου

της ένθετης PCR για την ανίχνευση του γονιδίου ΗΑ χρησιμοποιείται το εμπορικό kit

Gene Amp (Applied Biosystems), κατά τη διάρκεια των δικών μας πειραμάτων

καταλήξαμε στο συμπέρασμα ότι το kit αυτό μπορεί να είναι ασύμβατο με το

εμπορικό kit που χρησιμοποιείται για την 1η PCR, καθώς η δοκιμασία δεν έδωσε

καμία αντίδραση ακόμα και μετά από βελτιστοποίηση. Αντιθέτως, η ένθετη RT-PCR

που περιγράφεται στην παρούσα μελέτη με τους ίδιους εκκινητές δίνει καλά

αποτελέσματα.

Το φυλογενετικό δέντρο της ΗΑ πρωτεΐνης, όπως αυτό διαμορφώθηκε κατά την

παρούσα μελέτη με τη μέθοδο της «Ένωσης Γειτόνων», παρουσιάζει ίδιες

τοπολογίες, με εκείνες που έχουν αναφερθεί παλαιότερα (Daly et al., 1996, Lai et al.,

2001). To φυλογενετικό δέντρο της ΗΑ του ιού Η3Ν8 παρουσίαζε γραμμική εξέλιξη

για δύο δεκαετίες περίπου (Kawaoka et al., 1989), αλλά στα μέσα της δεκαετίας του

1980 διαχωρίστηκε σε δύο κλάδους, οι οποίοι εξελίσσονταν παράλληλα (Daly et al.,

1996). Αρχικά, τα στελέχη του ενός κλάδου ήταν κυρίαρχα στην Αμερική

(Αμερικανικά στελέχη), ενώ εκείνα του δεύτερου είχαν απομονωθεί μόνο στην

Ευρώπη και στην Ασία (Ευρωασιατικά). Αν και ο δεύτερος αυτός κλάδος

περιλαμβάνει κυρίως στελέχη που απομονώθηκαν κατά τη δεκαετία του 1990, τα

μετέπειτα χρόνια, και κατά περιόδους, απομονώνονται ακόμα στελέχη που ανήκουν

σε αυτόν, όπως για παράδειγμα τα στελέχη που απομονώθηκαν στο Βερολίνο το
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2002, στην Ελβετία το 2007 και στο Ηνωμένο Βασίλειο τα έτη 2000 και 2002. Σε

αυτόν τον κλάδο ανήκουν και τα Ελληνικά στελέχη βάσει της πρωτεΐνης ΗΑ. Τα

Αμερικανικά στελέχη φαίνεται ότι τα τελευταία χρόνια κυριαρχούν και προκαλούν

ενζωοτίες σε πληθυσμούς ιπποειδών όχι μόνο στην Αμερικάνικη ήπειρο, αλλά

παγκοσμίως. Ο Αμερικάνικος κλάδος συμπεριλαμβάνει τρεις άλλους κλάδους,

δηλαδή τον κλάδο που περιλαμβάνει στελέχη που προσομοιάζουν σε εκείνα που

απομονώθηκαν στο Kentucky (Kentucky-like), τον κλάδο που περιλαμβάνει στελέχη

που προσομοιάζουν σε εκείνα που απομονώθηκαν στην Αργεντινή (Argentina-like)

και τον κλάδο που περιλαμβάνει στελέχη που προσομοιάζουν σε εκείνα που

απομονώθηκαν στη Florida (Florida-like). Τα στελέχη που προκάλεσαν την ενζωοτία

του 2003 στην περιοχή Newmarket του Ηνωμένου Βασιλείου, καθώς και η

πλειονότητα των στελεχών που απομονώθηκαν στην Ευρώπη την ίδια χρονική

περίοδο, ανήκουν στον κλάδο Florida (Damiani et al., 2008, Bryant et al., 2009,

Rozek et al., 2009). Ο κλάδος Florida διαχωρίζεται σε δύο υποκλάδους. Ο υποκλάδος

I (Florida Clade I) περιλαμβάνει στελέχη που απομονώθηκαν στη Β. Αμερική μέχρι

το 2003, όπως για παράδειγμα το στέλεχος Ohio/2003, τα οποία διαφέρουν από

εκείνα του υποκλάδου II (Florida clade II) που προκάλεσαν ενζωοτίες στην Ευρώπη,

όπως για παράδειγμα το στέλεχος Newmarket/5/2003. Τα στελέχη του υποκλάδου I

ήταν υπεύθυνα για τις εξάρσεις της νόσου τόσο στη Νότια Αφρική το 2003, όσο και

στην Ιαπωνία και στην Αυστραλία το 2007 (Bryant et al., 2009). Αντιθέτως, οι

εξάρσεις της νόσου από το 2007 έως και το 2009 σε Μογγολία, Ινδία και Κίνα

οφείλονταν σε στελέχη του υποκλάδου ΙΙ (Qi et al., 2010, Virmani et al., 2010). Οι

φυλογενετικές αναλύσεις κατέδειξαν ότι την περίοδο 1993-2003 έγινε «εισαγωγή»

στελεχών του ιού από τη Β. Αμερική στην Ευρώπη και με τη βοήθεια των

μηχανισμών εξέλιξης και ανασυνδυασμού προέκυψαν οι δύο κλάδοι.

Το φυλογενετικό δέντρο της πρωτεΐνης ΝΑ των Ελληνικών στελεχών, που

προέκυψε με την εφαρμογή της μεθόδου «Ένωση Γειτόνων», φαίνεται ότι ακολουθεί

το διαχωρισμό στους κλάδους που αναφέρθηκαν για την πρωτεΐνη ΗΑ. Αυτό

σημαίνει, ότι οι δύο γλυκοπρωτεΐνες επιφάνειας (ΗΑ & ΝΑ) των ιών γρίπης

υποτύπου ΙΙ των ιπποειδών εξελίσσονται παράλληλα και υποβάλλονται σε παρόμοια

επίπεδα επιλεκτικής πίεσης από το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή. Βάσει αυτού

τα Ελληνικά στελέχη κατατάσσονται στον κλάδο II της Florida.

Αξιοσημείωτο, για τον ιό της γρίπης των ιπποειδών Η3Ν8, είναι το γεγονός ότι τα

νέα στελέχη που απομονώνονται κατά περιόδους δεν αντικαθιστούν τα παλαιότερα,
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αλλά συνεχίζουν να συνκυκλοφορούν (Oxburgh et al., 1999, Lai et al., 2001), γεγονός

που επιβεβαιώνεται και με την παρούσα μελέτη. H εξελικτική πορεία των παλαιών

και νέων στελεχών του υποτύπου ΙΙ των ιπποειδών σε παράλληλους κλάδους είναι

μοναδική ανάμεσα στους ιούς της γρίπης τύπου Α, καθώς οι υπόλοιποι ιοί γρίπης Α,

που προσβάλουν άλλα είδη σπονδυλωτών, εξελίσσονται με γραμμική πορεία και τα

νέα στελέχη αντικαθιστούν τα παλαιά (Webster et al., 1992). Οι ιοί της γρίπης τύπου

Β και C του ανθρώπου παρουσιάζουν παρόμοια εξελικτική πορεία με τους ιούς της

γρίπης Α των ιπποειδών, δηλαδή σε παράλληλους κλάδους οι οποίοι περιλαμβάνουν

και στελέχη που δεν παρουσιάζουν μεταλλάξεις για αρκετά χρόνια (Lai et al., 2001,

Buonagurio et al., 1985, 1986).

Με βάση τα προαναφερθέντα, φαίνεται ότι τα Ελληνικά στελέχη, και των δύο

επιζωοτιών, προέκυψαν από ανασυνδυασμό στελεχών που ήταν μέλη του

Ευρωασιατικού κλάδου και του υποκλάδου Florida ΙΙ. Το φαινόμενο του

ανασυνδυασμού μεταξύ στελεχών που ανήκουν σε διαφορετικούς φυλογενετικούς

κλάδους δεν είναι νέο. Συγκεκριμένα, οι Bryant και συνεργάτες αναφέρουν ότι το

στέλεχος A/equine/Lincolnshire/1/06 (Η3Ν8) παρουσίαζε ένα Ευρωασιατικού μέλους

NS γονίδιο και ένα Florida κλάδου ΙΙ-ΗΑ γονίδιο (Bryant et al., 2009). Επίσης, οι

Lindstrom και συνεργάτες (1998) θεωρούν ότι ο διαφορετικός ρυθμός εξέλιξης των

Μ και NS γονιδίων του στελέχους Α/equine/LaPlata/1/1988 οφείλεται σε γενετικό

ανασυνδυασμό μεταξύ του στελέχους Α/equine/Miami/1963 και άλλων

μεταγενέστερων Η3Ν8 στελεχών. Επιπλέον, στην ίδια έρευνα, οι προαναφερθέντες

ερευνητές επιβεβαίωσαν την Η7Ν7 και Η3Ν8 προέλευση των γονιδίων Μ και NS

αντιστοίχως του στελέχους Α/equine/Newmarket/1977, που είχε διαπιστώσει σε

προηγούμενη μελέτη (Αdeyefa et al., 1994). Ειδικότερα, στο στέλεχος

Α/equine/Newmarket/1977 το γονίδιο Μ προσομοιάζει με το αντίστοιχο γονίδιο του

στελέχους A/equine/Prague/1956, ενώ το γονίδιο NS προσομοιάζει με εκείνο του

στελέχους A/EQ/Newmarket/1979 (Lindstrom et al., 1998).

Μία πιθανή εξήγηση της Ευρωασιατικής προέλευσης του γονιδίου ΗΑ των

Ελληνικών στελεχών είναι ότι το γονίδιο αυτό παρέμεινε σε κατάσταση «εξελικτικής

στάσης» (‘frozen evolution’). Το φαινόμενο αυτό περιγράφτηκε για πρώτη φορά από

τους Endo και συνεργάτες (1992) και αφορά στελέχη ιών που εξελίσσονται με πολύ

αργό ρυθμό και προσομοιάζουν με πολύ προγενέστερα στελέχη. Χαρακτηριστικό

παράδειγμα εξελικτικής στάσης αποτελεί και ένα στέλεχος που απομονώθηκε το 1993

στη Γαλλία και γενετικά προσομοιάζει σε ένα Σουηδικό στέλεχος, που είχε
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απομονωθεί εννέα χρόνια πριν (Manuguerra et al., 2000). Αν και τα περισσότερα

στελέχη που παρουσιάζουν εξελικτική στάση ανήκουν στον Ευρωασιατικό κλάδο, οι

Lindstrom και συνεργάτες (1998) αναφέρουν ότι το γονίδιο Μ του αμερικανικού

στελέχους Α/equine/LaPlata/1/93 είναι ακριβώς όμοιο με το αντίστοιχο γονίδιο του

στελέχους A/equine/Miami/63, που ανήκει στον κλάδο που υπήρχε πριν αυτά

διαφοροποιηθούν, ενώ οι Bryant και συνεργάτες (2009) αναφέρουν 100% ομοιότητα

του ΗΑ γονιδίου του στελέχους Α/equine/Chechire/2006 με εκείνο του στελέχους

A/equine/Newmarket/1/93, το οποίο ανήκει στον Αμερικάνικο κλάδο. Παρόλο που

στη βιβλιογραφία υπάρχουν αρκετές αναφορές για τέτοια στελέχη-παραδείγματα του

φαινόμενου αυτού (Borchers et al., 2005, Gupta et al., 1993, Lindstrom et al., 1998,

Manuguerra et al., 2000, Bryant et al., 2009), υπάρχει πάντα ο κίνδυνος να

θεωρηθούν ως αποτέλεσμα εργαστηριακής επιμόλυνσης. Κατά την παρούσα έρευνα

δεν υπήρξε κίνδυνος επιμόλυνσης, διότι κανένα από τα στελέχη με τα οποία

προσομοίαζαν τα Ελληνικά δεν προϋπήρχε στο εργαστήριό μας. Επιπλέον, τα

δείγματα από κάθε περιστατικό ελέγχθηκαν σε διαφορετικό χρόνο, όπως αναφέρεται

στο κεφάλαιο 2.1. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι στελέχη που παρουσιάζουν το

φαινόμενο της εξελικτικής στάσης ανευρίσκονται κυρίως σε ανεμβολίαστους

πληθυσμούς, όπως ήταν και το στέλεχος που απομονώθηκε στην Ινδία το 1987 που

προσομοίαζε στο Α/equine/Miami/63 (Gupta et al., 1993). Tα αποτελέσματα που

αναφέρονται στην παρούσα μελέτη, προέκυψαν από την εξέταση ανεμβολίαστων

ίππων, γεγονός που συμφωνεί με την υπόθεση ότι τέτοια στελέχη απομονώνονται σε

ανεμβολίαστα ζώα (Borchers et al., 2005).

Η έλλειψη μεγάλου αριθμού στελεχών που παρουσιάζουν εξελικτική στάση ή που

ανήκουν ακόμα στον Ευρωασιατικό κλάδο ίσως οφείλεται στο σχετικά μικρό αριθμό

δειγμάτων από ανεμβολίαστα ιπποειδή ή στο ότι ο Ευρωασιατικός κλάδος έχει

αρχίσει να εξαφανίζεται. Τα στελέχη A/equine/Switzerland/2007 και

A/equine/Aboyne/2005 είναι τα τελευταία αυτού του κλάδου που απομονώθηκαν από

επιζωοτίες σε ιπποειδή. Όμως, οι Τu και συνεργάτες (2009), αναφέρουν την

απομόνωση δύο στελεχών του ιού Η3Ν8 των ιπποειδών, μέλη του Ευρωασιατικού

κλάδου, από χοίρους στην Κίνα το 2005 και το 2006. Η αλληλούχιση και των οκτώ

γονιδίων των στελεχών αυτών έδειξε ότι προσομοιάζουν με στελέχη Η3Ν8 των

ιπποειδών, που απομονώθηκαν στην Ευρώπη τη δεκαετία του 1990. Η φυλογενετική

ανάλυση κατέταξε τα στελέχη από τους χοίρους στον Ευρωασιατικό κλάδο. Αυτό
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αποτελεί απόδειξη ότι τα στελέχη αυτού του κλάδου συνεχίζουν να κυκλοφορούν και

να προκαλούν εξάρσεις της νόσου (Tu et al., 2009).

Η πρωτεΐνη ΗΑ του ιού της γρίπης, εκτός του ότι είναι υπεύθυνη για την είσοδο

του ιού στον κυτταρόπλασμα του κυττάρου-ξενιστή,  αποτελεί τον κύριο στόχο των

εξουδετερωτικών αντισωμάτων που παράγει ο ξενιστής έναντι του ιού. Επομένως η

επιδημιολογία του εξαρτάται από τις αντιγονικές αλλαγές στη δομή της πρωτεΐνης

αυτής. Η πρωτεΐνη ΝΑ, μέχρι πρότινος θεωρούταν ότι δρα στο τέλος του

αναπαραγωγικού κύκλου του ιού, καθώς διευκολύνει την απελευθέρωση των ιικών

σωματιδίων από τα μολυσμένα κύτταρα κατά τη διαδικασία της εκβλάστησης.

Τελευταία, όμως, θεωρείται ότι έχει και αυτή κάποιο ρόλο στα αρχικά στάδια της

μόλυνσης, αφού διευκολύνει την είσοδο του ιού στο κύτταρο (Matrosovich et al.,

2004) και καθυστερεί την δράση των ενδοσωμάτων (Suzuki et al., 2005). Δεδομένων

όλων των παραπάνω, μπορεί να υποτεθεί ότι στελέχη του κλάδου της Florida

προσαρτούν γονίδια από κυκλοφορούντα στελέχη του Ευρωασιατικού κλάδου,

καταλήγοντας έτσι σε δημιουργία νέων στελεχών με διαφορετική αντιγονικότητα και

παθογόνο δράση. Διαφορετική παθογόνος δράση, μεταξύ στελεχών που ανήκουν

στον Ευρωασιατικό και στον Αμερικανικό κλάδο, έχει παρατηρηθεί μετά από

πειραματική μόλυνση ιπποειδών (Yates and Mumford, 2000, Paillot et al., 2006).

Eίναι πιθανό με αυτό τον τρόπο να δημιουργούνται νέα στελέχη έναντι των οποίων ο

οργανισμός δεν διαθέτει μηχανισμούς ανίχνευσης ή άμυνας ή ακόμα τα νέα αυτά

στελέχη να ακολουθούν διαφορετικά εξελικτικά μονοπάτια. Αυτό ίσως μπορεί να

αιτιολογήσει και τον ανασυνδυασμό των Ελληνικών στελεχών που απομονώθηκαν

κατά την παρούσα μελέτη.

Δεδομένου ότι η παθογόνος δράση του ιού της γρίπης είναι πολυγονιδιακό

γνώρισμα και προκειμένου να μελετηθεί η φυλογενετική προέλευση των Ελληνικών

ανασυνδυασμένων στελεχών, πραγματοποιήθηκε αλληλούχιση τμημάτων και των

υπόλοιπων έξι γονιδίων τους. Η μοριακή ανάλυση των γονιδίων M, NS, NP, PB1,

PB2 και PA έδειξε 100% ομοιότητα μεταξύ των στελεχών για κάθε γονίδιο και τα

κατέταξε ανάμεσα σε άλλα Η3Ν8 στελέχη της γρίπης των ιπποειδών. Επίσης, τα

Ελληνικά στελέχη ως προς τις πρωτεΐνες NS1, NP, PB1 και PA παρουσιάζουν ίδια

φυλογενετική προέλευση με εκείνη της πρωτεΐνης ΝΑ. Ανήκουν, δηλαδή, στον κλάδο

Florida ΙΙ και είναι απόγονοι στελεχών που απομονώθηκαν από ιπποειδή σε

επιζωοτίες του 2003 και μετά στην Ευρώπη, ενώ παράλληλα αποτελούν προγόνους

στελεχών που απομονώθηκαν σε επιζωοτίες στην Ασία το 2007 και το 2008. Επίσης,
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η τοπολογία της μέγιστης πιθανοφάνειας των φυλογενετικών δέντρων για τις

πρωτεΐνες NS, NP, PB1, PA (εκτός των πρωτεϊνών Μ και ΡΒ2) παρουσιάζει τον ίδιο

διαχωρισμό σε κλάδους με εκείνον που παρατηρήθηκε τόσο για την πρωτεΐνη ΗΑ,

όσο και την ΝΑ. Αυτό οδηγεί στο συμπέρασμα ότι οι εν λόγω πρωτεΐνες, αν και

θεωρούνται πιο συντηρημένες ανάμεσα σε όλους τους ιούς της γρίπης Α, φαίνεται ότι

εξελίσσονται ακολουθώντας ένα μοτίβο που προσομοιάζει με εκείνο της πρωτεΐνης

ΗΑ.

Τα γονίδια M και NS κωδικοποιούν βασικές ιικές πρωτεΐνες από διαφορετικά αλλά

επικαλυπτόμενα πλαίσια ανάγνωσης, μειώνοντας έτσι σημαντικά την πιθανότητα να

συμβούν μεταλλάξεις και ως εκ τούτου είναι συντηρημένα (Ito et al., 1991, Kawaoka

et al., 1998). Το τμήμα της πρωτεΐνης Μ1 που χρησιμοποιήθηκε στη φυλογενετική

ανάλυση είναι αρκετά συντηρημένο ανάμεσα στους ιούς της γρίπης τύπου Α των

θηλαστικών, με αργό ρυθμό εξέλιξης, και για αυτό θεωρείται ότι η ανίχνευση αυτού

του τμήματος εξυπηρετεί αποκλειστικά διαγνωστικούς σκοπούς της νόσου. Από τα

αποτελέσματα της μοριακής μελέτης μας φαίνεται ότι αυτό επιβεβαιώνεται. Οι

Lindstrom και συνεργάτες (1998), συμπέραναν ότι ο χαμηλός εξελικτικός ρυθμός του

γονιδίου Μ των Η3Ν8 ιών της γρίπης των ιπποειδών-ο οποίος ήταν πιο αργός και από

εκείνον του ιού της γρίπης του ανθρώπου- οφείλεται σε μείωση των ποσοστών

λανθασμένης ενσωμάτωσης νουκλεοτιδίων κατά τη διάρκεια της σύνθεσης του RNA

από το σύμπλεγμα πολυμερασών αυτών των ιών.

Η φυλογενετική ανάλυση της εν λόγω πρωτεΐνης μόνο για στελέχη Η3Ν8 του ιού

της γρίπης των ιπποειδών που πραγματοποιήσαμε με τη μέθοδο της «Ένωσης

Γειτόνων» έδειξε ότι υπάρχουν δύο βασικοί κλάδοι εξέλιξης μετά το 1963. Και οι δύο

αυτοί κλάδοι περιλαμβάνουν τόσο παλαιότερα στελέχη όσο και στελέχη που

απομονώνονται πρόσφατα. Από το φυλογενετικό δέντρο της πρωτεΐνης Μ1 φαίνεται

ότι στελέχη που απομονώθηκαν στις ΗΠΑ τη δεκαετία του 1980 είναι προγονικά των

Ελληνικών στελεχών, ενώ τα τελευταία φαίνεται να αποτελούν τους προγόνους τόσο

των στελεχών Η3Ν8 των ιπποειδών που απομονώθηκαν τα έτη 2007 και 2008 στην

Ασία, όσο και του στελέχους Η3Ν8 που απομονώθηκε από σκύλους στις ΗΠΑ το

2008. Οι Daly και συνεργάτες (1996), διατύπωσαν την άποψη ότι τα εξελικτικά

μονοπάτια των γονιδίων M και NS, των πρόσφατων απομονωθέντων στελεχών του

ιού της γρίπης των ιπποειδών, δείχνουν ότι τα γονίδια αυτά έχουν εξελιχθεί σε μια

ουσιαστικά παράλληλη πορεία με το γονίδιο ΗΑ αυτών των στελεχών. Υπάρχουν

ενδείξεις ότι μεταλλάξεις στα γονίδια Μ και NS έχουν προηγηθεί της απόκλισης του
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γονιδίου HA. Για παράδειγμα, ενώ το γονίδιο ΗΑ του στελέχους Α/equine/Ten/86

προσομοιάζει σε στελέχη Η3Ν8 της περιόδου 1986-1987, το Μ γονίδιό του

παρουσιάζει 99,6% ομοιότητα, σε επίπεδο νουκλεοτιδίων, με τα στελέχη

Α/equine/Roma/1991, A/equine/Lam/1992 και A/equine/HongKong/1992. Αυτή η

παρατήρηση οδηγεί στο συμπέρασμα ότι το στέλεχος A/equine/Ten/86 μπορεί να

είναι ένα προγονικό στέλεχος των πιο πρόσφατων στελεχών που απομονώθηκαν στην

Ευρώπη (Κawaoka et al., 1989, Lindstrom et al., 1998). Επιπλέον, ίδιες με εκείνες

του στελέχους A/equine/Ten/86 μεταλλάξεις στην πρωτεΐνη Μ2 παρατηρήθηκαν και

στα μεταγενέστερα στελέχη του Ευρωασιατικού κλάδου, όπως είναι το

A/equine/Lam/1992 και A/equine/HongKong/1992. Οι μεταλλάξεις των εσωτερικών

πρωτεϊνών μπορεί να μην είναι τυχαίες αλλά να είναι χαρακτηριστικές του

μηχανισμού μέσω του οποίου επηρεάζεται η μετέπειτα εξέλιξη της ΗΑ

γλυκοπρωτεΐνης (Lindstrom et al., 1998). Στην παρούσα μελέτη επειδή το γονίδιο ΗΑ

φαίνεται να έχει προσαρτηθεί στα Ελληνικά στελέχη μετά από αναδιάταξη, δεν

μπορεί να διαπιστωθεί αν υπάρχει εξελικτική σχέση μεταξύ των πρωτεϊνών Μ και

ΗΑ, υπάρχει όμως συσχέτιση μεταξύ των Μ και ΝΑ.

Η μη δομική πρωτεΐνη ΝS1 αποτελεί παράγοντα παθογονικότητας, σε λοίμωξη in

vivo, και επομένως αποτελεί πρωτεΐνη ιδιαίτερου ενδιαφέροντος (Hale et al., 2008).

Οι ιοί της γρίπης Α των διαφόρων ειδών έχουν χωριστεί σε δύο αλληλόμορφες

ομάδες, την Α και Β βάσει της αλληλουχίας της ΝS1 πρωτεΐνης τους(Ludwig et al.,

1991). Η ομάδα Α, περιλαμβάνει ΝS1 αλληλουχίες στελεχών που έχουν απομονωθεί

από τον άνθρωπο, τους χοίρους, τα πτηνά και τα ιπποειδή. Η ομάδα Β, περιλαμβάνει

αλληλουχίες στελεχών που έχουν απομονωθεί από πτηνά, καθώς και από το μοναδικό

στέλεχος από ιπποειδή, το A/equine/Prague/56 (Suarez and Perdue, 1998). Στην

παρούσα μελέτη, η φυλογενετική ανάλυση επί της πρωτεΐνης NS1, αφορούσε μόνο

στελέχη ιπποειδών, έτσι το φυλογενετικό δέντρο της πρωτεΐνης αυτής παρουσιάζει

ίδια τοπολογία με εκείνο προηγούμενης μελέτης (Bryant et al., 2009) και παρόμοια

με το φυλογενετικό δέντρο της πρωτεΐνης ΗΑ. Επομένως, τα Ελληνικά στελέχη ως

προς την πρωτεΐνη NS1 βρίσκονται φυλογενετικά ανάμεσα σε στελέχη του κλάδου

Florida ΙΙ, τα οποία κυριαρχούν στην Ευρώπη την τελευταία δεκαετία (Bryant et al.,

2009). Επίσης, η παρουσία ενός κωδικονίου τερματισμού στην θέση 220 των

Ελληνικών στελεχών συμφωνεί με προηγούμενη μελέτη που αναφέρει την

κατάτμηση της ΝS1 πρωτεΐνης, των ιών Η3Ν8 της γρίπης των ιπποειδών, στη θέση

αυτή μετά το 2002 (Bryant et al., 2009). Αυτό το κωδικόνιο λήξης έχει ως
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αποτέλεσμα την απώλεια μίας θέσης PDZ, δηλαδή μίας ευρέως διαδεδομένης θέσης

που μεσολαβεί στον πολλαπλασιασμό του ιού (Jackson et al., 2008, Jemth and

Gianni, 2007). Τονίζεται, ότι όλα τα στελέχη του ιού Η3Ν8 των ιπποειδών, πριν το

2002, παρουσιάζουν συνεχόμενη αλληλουχία της πρωτεΐνης NS1, χωρίς να υπάρχει

το κωδικόνιο λήξης στην θέση αυτή. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι αυτό το

κωδικόνιο λείπει και στην αντίστοιχη πρωτεΐνη των στελεχών Η3Ν8 του ιού της

γρίπης των ιπποειδών που απομονώθηκαν από σκύλους την τελευταία δεκαετία

(Rivailler et al., 2010).  Η παρουσία ή μη του εν λόγω κωδικονίου μπορεί να παίζει

κάποιο ρόλο στην εξελικτική πορεία τόσο της ΝS, όσο και της ΗΑ πρωτεΐνης ή

ακόμα και στην παθογόνο δράση του ιού. Προκειμένου να μελετηθεί αυτό καλύτερα

χρειάζεται διεύρυνση της βάσης των κατατιθεμένων αλληλουχιών στο GenBank ως

προς την πρωτεΐνηΝS1.

Οι πρωτεΐνες ΡΒ1, ΡΒ2, ΡΑ και ΝΡ σχηματίζουν μαζί με το ιικό RNA το

ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύμπλεγμα  (RNP). Ο ρόλος τους είναι αμιγώς λειτουργικός,

καθώς είναι υπεύθυνες για την αντιγραφή και μεταγραφή του ιού. Δεδομένου ότι

είναι εσωτερικές πρωτεΐνες των ιών της γρίπης Α και δεν υπόκεινται σε σθεναρή

πίεση επιλογής από το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή, θα περίμενε κανείς να

εμφανίζονται συντηρημένες ανάμεσα στα είδη των ξενιστών, αλλά και να συν-

εξελίσσονται ως μία μονάδα, αφού απαντώνται και ως ένα σύμπλεγμα. Αυτό όμως

δεν συμβαίνει, καθώς η εξελικτική πορεία των γονιδίων και των αντίστοιχων

πρωτεϊνών του συμπλέγματος RNP έδειξε ότι δεν εξελίσσονται ως μία μονάδα, αλλά

κάθε πρωτεΐνη παρουσιάζει διαφορετικό εξελικτικό ρυθμό (Gorman et al., 1990).

Αυτό ενισχύεται και από τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης.  Έχει αποδειχτεί

ότι οι πρωτεΐνες ΝΡ και ΡΑ παρουσιάζουν παρόμοια εξελικτική πορεία και  η εξέλιξη

αυτή θεωρείται ότι σχετίζεται με την προσαρμογή του ιού στον ξενιστή (Gorman,

Βean et al., 1990, Gorman et al., 1990). Αντιθέτως, η εξέλιξη των ΡΒ1 και ΡΒ2

γονιδίων φαίνεται να είναι ανεξάρτητη παραγόντων που σχετίζονται με τον ξενιστή

και επομένως τα φυλογενετικά δέντρα των ΡΒ1 και ΡΒ2 πρωτεϊνών όλων των ιών της

γρίπης Α παρουσιάζουν μικρότερη απόκλιση μεταξύ τους και πιο αργό ρυθμό

εξέλιξης (Groman et al., 1990). Τα αποτελέσματα της φυλογενετικής ανάλυσης στην

παρούσα μελέτη, δείχνουν ότι τα γονίδια που κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες του

συμπλέγματος RNP συμπλέγματος των ιών της γρίπης των ιπποειδών Η3Ν8

σχηματίζουν ένα αυτοτελές γενεαλογικό κλάδο, συμπεριλαμβανομένων των

Ελληνικών στελεχών. Το γεγονός αυτό, συμφωνεί τόσο με τα αποτελέσματα των
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παραπάνω μελετών (Gorman, Bean et al., 1990, Gorman et al., 1990), όσο και με

εκείνα μίας πιο πρόσφατης μελέτης των Μanuguerra και συνεργατών (2001), που

υποστηρίζουν ότι όλα τα στελέχη των ιπποειδών, βάσει των πρωτεϊνών των

πολυμερασών, συγκαταλέγονται σε ένα γενεαλογικό κλάδο. Στην προαναφερθείσα

μελέτη υποστηρίζεται ότι τα γονίδια που κωδικοποιούν τις πολυμεράσες των ιών της

γρίπης Α παρουσιάζουν γραμμική εξέλιξη. Πρώτοι οι Bean και συνεργάτες (1990),

αναφέρουν ότι η αναδιάταξη μεταξύ στελεχών του τύπου Ι και του τύπου ΙΙ, κατά την

χρονική περίοδο 1964-1973, οδήγησε στην αντικατάσταση των εσωτερικών γονιδίων

των στελεχών του τύπου Ι από εκείνα του τύπου ΙΙ.

Η φυλογενετική ανάλυση των πρωτεϊνών ΝΡ, ΡΒ1 και ΡΑ των Ελληνικών

στελεχών παρουσίαζε τον ίδιο ή σχεδόν τον ίδιο (για την πρωτεΐνη ΡΑ) διαχωρισμό

σε κλάδους και την ίδια (Lai et al., 2001), κατάταξη των Ελληνικών στελεχών στον

υποκλάδο II της Florida ως προς τις ΝΡ και ΡΒ1 και στον Αμερικανικό κλάδο ως

προς την ΡΑ πρωτεΐνη. Επομένως, η φυλογενετική ανάλυση που παρουσιάζεται στην

παρούσα μελέτη επιβεβαιώνει την άποψη ότι η εξέλιξη των πρωτεϊνών των

πολυμερασών των πρόσφατων στελεχών του ιού της γρίπης των ιπποειδών Η3Ν8,

βαίνει παράλληλα με εκείνη της ΗΑ πρωτεΐνης (Μanuguerra et al., 2001). Σύμφωνα

με τα δικά μας αποτελέσματα, όμως, αυτό ισχύει μόνο για τις πρωτεΐνες ΡΑ και ΡΒ1

και όχι για την ΡΒ2, διότι η ΡΒ2 παρουσιάζεται πιο συντηρημένη και δεν ακολουθεί

το ίδιο φυλογενετικό πρότυπο στον διαχωρισμό των κλάδων, όπως αυτό παρατηρείται

για τις πρωτεΐνες ΗΑ, ΝΑ, ΝΡ, ΡΑ, ΡΒ1 και NS1. Ο χαμηλός ρυθμός εξέλιξης της

ΡΒ2 πρωτεΐνης έχει χρεωθεί σε περιοριστικούς παράγοντες της λειτουργίας της, που

σχετίζονται με το εκάστοτε στέλεχος του ιού (Gorman et al., 1990). Επομένως, η

συντηρητικότητα του γονιδίου ΡΒ2 εξηγεί την έλλειψη που παρουσιάζει στην

εξειδίκευσή του ξενιστή  και ίσως να μην αποτελεί εμπόδιο στην προσαρμογή του

ιού σε άλλο είδος ξενιστή. Παρόλα αυτά, τα ενζωοτικά στελέχη Η3Ν8 που

απομονώθηκαν την περίοδο 2005-2008 από σκύλους  συγκρινόμενα με στελέχη

Η3Ν8 των ιπποειδών, εμφανίζουν τις μεγαλύτερες αλλαγές στις ΗΑ και ΡΒ2

πρωτεΐνες (Rivailler et al., 2010). Αυτές οι αντικαταστάσεις στην ΡΒ2 πρωτεΐνη

θεωρείται ότι συμμετέχουν στη βελτιστοποίηση των αλληλεπιδράσεων του RNP

συμπλέγματος του ιού με τους παράγοντες υποδοχής του ξενιστή στο περιβάλλον του

πυρήνα του κυττάρου (Guilligay et al., 2008). Πιθανόν για τον ίδιο λόγο η ΡΒ2

πρωτεΐνη παρουσιάζεται συντηρημένη ανάμεσα στα διάφορα στελέχη Η3Ν8 της

γρίπης των ιπποειδών από το 1990 έως σήμερα.
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Η μοριακή ανάλυση των Ελληνικών στελεχών από τις δύο επιζωοτίες, έδειξε 100%

ομοιότητα μεταξύ τους. Το γεγονός ότι το ίδιο στέλεχος συνέχισε να κυκλοφορεί από

το 2003 έως και το 2007 δείχνει επικράτηση του στελέχους αυτού στους

ανεμβολίαστους πληθυσμούς των ιπποειδών, στην ίδια περιοχή. Δεδομένου αυτού

καθώς και του ότι η πρωτεΐνη ΗΑ των εν λόγω στελεχών προέρχεται από εξελικτική

στάση, μπορούμε να υποθέσουμε ότι ίσως να υπάρχει κάποια δεξαμενή του

στελέχους αυτού. Επίσης, θα πρέπει να ληφθεί υπόψη ότι η παρούσα μελέτη αφορά

ανεμβολίαστα άλογα και επομένως οι διαφορές στην ανοσοποιητική κατάσταση των

ζώων αντιπροσωπεύουν διαφορές στην επιλεκτική πίεση των επικρατούντων κάθε

φορά στελεχών. Επομένως, μία άλλη υπόθεση που μπορεί να εξηγήσει την παραμονή

του ίδιου στελέχους είναι η χαμηλή εξελικτική πίεση που δέχεται αυτό το

ανασυνδυασμένο στέλεχος.

Η μοριακή και φυλογενετική ανάλυση των γονιδιακών τμημάτων των στελεχών

που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη συμφωνούν στην άποψη, που έχει ήδη

διατυπωθεί, ότι διάφορα στελέχη της γρίπης των ιπποειδών συγκυκλοφορούν

ανάμεσα στους πληθυσμούς χωρίς τα νέο-αναδυόμενα στελέχη να αντικαθιστούν τα

παλαιότερα (Lai et al., 2001, Daly et al., 1996, Bryant et al., 2009). Τόσο η

παράλληλη κυκλοφορία στελεχών με διαφορετική φυλογενετική εξέλιξη, όσο και η

ανάδυση στελεχών που είχαν παραμείνει σε «στάση» είναι σημαντικοί παράγοντες

που πρέπει να ληφθούν υπόψη κατά την επιλογή των εμβολιακών στελεχών. Η απλή

προσθήκη νέων στελεχών στα εμβόλια δεν θεωρείται σκόπιμη, διότι ο αντιγονικός

ανταγωνισμός καταλήγει σε φτωχή ανοσοποιητική απάντηση. Επίσης, κίνδυνο για

νέες επιζωοτίες, ακόμα και εμβολιασμένων ιπποειδών, αποτελεί η πιθανή αναδιάταξη

μεταξύ διαφορετικών συγκυκλοφορούντων στελεχών ή ανάμεσα σε νέο-αναδυόμενα

στελέχη και στελέχη σε εξελικτική στάση, όπως έγινε στην περίπτωση των

Ελληνικών στελεχών σε ανεμβολίαστα ζώα.

Συμπερασματικά, από τη συγκεκριμένη μελέτη αποδεικνύεται η παρουσία του ιού

της γρίπης Α των ιπποειδών σε ζώα με συμπτώματα αναπνευστικής λοίμωξης στην

Ελλάδα, το 2003 και το 2007. Για πρώτη φορά αναφέρεται απομόνωση και μοριακός

χαρακτηρισμός στελέχους Η3Ν8 της γρίπης των ιπποειδών στην Ελλάδα.

Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι τα Ελληνικά στελέχη, που παρουσιάζονται στην

παρούσα μελέτη, προέκυψαν από ανασυνδυασμό στελεχών που είχαν προκαλέσει

σοβαρές επιζωοτίες της νόσου στην Ευρώπη το 2003 και το 1993. Τέτοιου είδους

αναδιάταξη δεν αναφέρεται για πρώτη φορά παγκοσμίως. Η έλλειψη συστήματος
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επιτήρησης της γρίπης για τα ιπποειδή στην χώρα μας, αλλά και σε άλλες γειτονικές

χώρες, καθιστά αδύνατη την εξαγωγή συμπερασμάτων, όπως το αν τέτοια

αναδιαταγμένα στελέχη είναι κοινά στην χώρα μας ή αν πρόκειται για στελέχη που

απαντώνται σε ανεμβολίαστους πληθυσμούς.

Το γεγονός ότι στελέχη Η3Ν8 της γρίπης των ιπποειδών απομονώθηκαν από τους

χοίρους το 2005 και το 2006 (Tu et al., 2009),ενώ επιπλέον προκάλεσαν σοβαρές

επιζωοτίες σε σκύλους στις ΗΠΑ, στην Αυστραλία και στο Ηνωμένο Βασίλειο την

περίοδο 2003-2008 (Crawford et al., 2005, Rivailler et al., 2010, Newton et al., 2007,

Kirkland et al., 2010) υποδηλώνει ότι τα ιπποειδή ίσως να μην αποτελούν πια τον

τελικό ξενιστή αυτών των στελεχών. Οι Tu και συνεργάτες (2009), δεν μπόρεσαν να

καταλήξουν αν η μετάδοση του ιού Η3Ν8 από τα ιπποειδή στους χοίρους ήταν τυχαίο

γεγονός ή σχετίζεται με την εξέλιξη του ιού. Αντιθέτως, η μετάδοση από τα ιπποειδή

στους σκύλους, κατά την περίοδο 2003-2008, φαίνεται ότι οδήγησε τελικά στην

εμφάνιση ενός διακριτού κλάδου εξέλιξης του ιού Η3Ν8 των σκύλων από εκείνον

των ιπποειδών (Rivailler et al., 2010). Επομένως, η μελέτη ανασυνδυασμένων

στελεχών ή στελεχών που χαρακτηρίζονται από αλλαγές στην παθογόνο δράση ή στη

διάσπαση του φραγμού των ειδών, μπορεί να μας δώσει πληροφορίες για την εξέλιξη

του ιού της γρίπης.

Μέχρι σήμερα, οι περισσότερες μελέτες περιορίζονται στη μοριακή και

φυλογενετική ανάλυση του ΗΑ γονιδίου, καθώς ο χαρακτηρισμός του μπορεί να

δείξει την λοιμογόνο δύναμη του ιού (Daly et al., 1996). Αυτό, όμως, δεν είναι

απαραίτητα ενδεικτικό της παθογόνου και λοιμογόνου δράσης. Η παθογόνος δράση

του ιού της γρίπης των ιπποειδών είναι πολυγονιαδιακό γνώρισμα (Wright et al.,

2007), επομένως η μοριακή και φυλογενετική ανάλυση και των υπόλοιπων γονιδίων

του ιού κρίνεται ολοένα και περισσότερο αναγκαία προκειμένου να εξαγχθούν

συμπεράσματα για τη δράση των Η3Ν8 στελεχών.

Τα ειδικά ζεύγη εκκινητών που σχεδιάστηκαν για τις ανάγκες της παρούσας

μελέτης, θα μπορούσαν να αποτελέσουν χρήσιμο εργαλείο για την ανίχνευση και το

γενετικό χαρακτηρισμό των γονιδίων («εσωτερικών» γονιδίων) που κωδικοποιούν τις

εσωτερικές πρωτεΐνες των στελεχών της γρίπης των ιπποειδών. Παράλληλα, η

φυλογενετική ανάλυση όλων των γονιδιακών τμημάτων των Ελληνικών στελεχών

μαζί με άλλα διεθνή παρέχει πληροφορίες για την κατανόηση της εξέλιξης των Η3Ν8

ιών και αποτελεί θεμέλιο για την περεταίρω μελέτη του μηχανισμού ανασυνδυασμού

μεταξύ συγκυκλοφορούντων στελεχών διαφορετικών εξελικτικών κλάδων. Ο
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μοριακός και φυλογενετικός χαρακτηρισμός των «εσωτερικών» γονιδίων επιτρέπουν

τη μελλοντική ανάλυση των αντικαταστάσεων των νουκλεοτιδίων, που

χαρακτηρίζουν τους διαφορετικούς εξελικτικούς κλάδους.

Τέλος, η μελέτη όλων των γονιδίων ανασυνδυασμένων στελεχών, όπως είναι τα

Ελληνικά στελέχη, μπορεί να αποτελέσει τη βάση ώστε να αποσαφηνιστούν σκοτεινά

σημεία που αφορούν την οικολογία και την εξέλιξη των ιών  της γρίπης των

ιπποειδών. Πιθανόν, τέτοιοι ανασυνδυασμοί να μην είναι τυχαίοι, αλλά αντίθετα να

βασίζονται σε κάποιον εξελικτικό μηχανισμό.

Καταλήγοντας τα ευρήματα της παρούσας μελέτης είναι τα εξής:

 Στην Ελλάδα, για πρώτη φορά αναφέρεται ο μοριακός χαρακτηρισμός και

φυλογενετική ανάλυση του υποτύπου Η3Ν8 της γρίπης Α των ιπποειδών.

 Η μοριακή και φυλογενετική ανάλυση όλων των γονιδίων των απομονωθέντων

στελεχών έδειξε ότι ο αιτιολογικός παράγοντας των επιζωοτιών γρίπης ιπποειδών

στην Ελλάδα τα έτη 2003 και 2007 ήταν ένα ανασυνδυασμένο στέλεχος Η3Ν8.

 Διαπιστώθηκε η παρουσία στελεχών που βρίσκονται σε κατάσταση «εξελικτικής

στάσης».

Ενώ τα οφέλη από την παρούσα μελέτη είναι τα εξής:

 Η χρήση κυτταροκαλλιεργειών MDCK υποστηρίζει σε μεγάλο ποσοστό την

απομόνωση του ιού της γρίπης των ιπποειδών Η3Ν8.

 Το γονίδιο ΗΑ αναπαράγεται με απόλυτη πιστότητα κατά τον πολλαπλασιασμό

στελεχών Η3Ν8 σε MDCK κυτταροκαλλιέργειες, χωρίς να προσαρτά μεταλλάξεις

από τα κύτταρα-ξενιστές.

 Η χρήση του τεστ του in vitro ανοσοπροσδιορισμού, Directigen Flu A, για την

ανίχνευση του ιού της γρίπης των ιπποειδών υποστηρίζει με επάρκεια την

ανίχνευση του ιού.

 Επιβεβαιώνεται η συγκυκλοφορία διαφόρων στελεχών Η3Ν8 της γρίπης των

ιπποειδών που ανήκουν σε διαφορετικούς εξελικτικούς κλάδους.

 Τα ζεύγη εκκινητών που σχεδιάστηκαν κατά την παρούσα μελέτη θα μπορούσαν

να αποτελέσουν εργαλείο για την ανίχνευση των «εσωτερικών» γονιδίων της

γρίπης των ιπποειδών.

 Η μοριακή και φυλογενετική ανάλυση όλων των γονιδίων των Ελληνικών

στελεχών αποτελούν χρήσιμη βάση για περαιτέρω μελέτη, καθώς δεν υπάρχουν

πολλές κατατεθειμένες αλληλουχίες των γονιδίων αυτών. Η γενετική ανάλυση
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των προαναφερθέντων γονιδίων είναι χρήσιμη όχι μόνο για την Ελλάδα, αλλά και

παγκοσμίως, για μελλοντική μελέτη της παθογόνου δράσης και της εξέλιξης των

ιών της γρίπης των ιπποειδών.
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Πολλαπλή στοίχιση αλληλουχιών αμινοξέων των ελληνικών στελεχών και διεθνών στελεχών κατατεθιμένων στο GeneBank που χρησιμοποιήθηκαν κατά την παρούσα
μελέτη.

HA
Alignment: Sequences\H3\.fas

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
10         20         30         40         50         60         70

A/equine/Miami/1/1963 VTNATELVQS TSTGKICNNP YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH YDVFXYENWD LFIERSSAFS NCYPYDVPDY
A/equine/Athens/2003 ---XTELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Athens/2007 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/eq/Newmarket/2/93 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/swine/Chibi/01/2005 VTNATELVQS ISIGKICNNP YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Cheltenham/1/01 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYESWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Lincolnshire/1/2002 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYESWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Leicestershire/1/00 VTNATELVQS ISMGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Switzerland/P112/2007 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Gansu/7/2008 VTNATELVQS ISMGKICNNS YRILDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Argentina/1/96 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Kentucky/1/92 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Kentucky/1/90 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/eq/Newmarket/1/93 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Wisconsin/1/03 VTNATELVQS ISMGKICNNS YRILDGRNCT LIDAMLGDPH CDAFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Bari/2005 VTNATELVQS ISMGKICNNS YRILDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/California/191/2003 VTNATELVQS ISTGKICNNS YRILDGRNCT LIDAMLGDPH CDAFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Kentucky/5/2002 VTNATELVQS ISMGKICNNS YRILDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Lambourn/22778/92 VTNATELVQS TSIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equi 2/Avesta/93 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Berlin/1/91 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Roma/5/1991 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Fontainebleau/1976 VTNATELVQS TSIGKICNNP YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFXYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Romania/1980 VTNATELVQS TSIGKICNNP YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFXYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Uruguay/1/1963 VTNATELVQS TSTGKICNNP YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFXYGNWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Newmarket/5/2003 VTNATELVQS ISMGKICNNS YRILDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Switzerland/173/1993 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
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A/equine/Rook/93753/1989 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/eq/Sussex/89/ VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Yorkshire/3/2009 VTNATELVQS ISMGKICNNS YRILDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Aboyne/1/05 VTNATELVES ISMGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYESWD LFIERSSASS NCYPYDIPDY
A/equine/Berlin/13/02 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Berlin/14/02 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Berlin/1/1989 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Berlin/2/91 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Cheshire/1/2006 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/eq/Ella/89/ VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDVFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDISDY
A/equine/Grobois/1/1998 VTNVTELVQS ISMGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYESWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Hong Kong/1/92 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY
A/equine/Italy/1199/1992 VTNATELVQS ISIGKICNNS YRVLDGRNCT LIDAMLGDPH CDDFQYENWD LFIERSSAFS NCYPYDIPDY

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
80         90        100        110        120 130        140

A/equine/Miami/1/1963 ASLRSLVASS GTLEFMAEGF TWTGVTQNGG SSACRRGSAD SFFSRLNWLT QSESSYPTLN VTMPNNDNFD
A/equine/Athens/2003 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGG SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Athens/2007 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGG SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/eq/Newmarket/2/93 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGG SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/swine/Chibi/01/2005 ASLRSVVASS GTLEFTAEEF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT ESGSSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Cheltenham/1/01 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Lincolnshire/1/2002 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KFGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Leicestershire/1/00 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF AWTGVTQNGS SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Switzerland/P112/2007 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSENSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Gansu/7/2008 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNKNFD
A/equine/Argentina/1/96 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF IWTGVTQNGR SGSCKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNENFD
A/equine/Kentucky/1/92 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGG SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNKNFD
A/equine/Kentucky/1/90 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGG SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNKNFD
A/eq/Newmarket/1/93 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNKNFD
A/equine/Wisconsin/1/03 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGSSYPTLN VTMPNNKNFD
A/equine/Bari/2005 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNKNFD
A/equine/California/191/2003 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGSSYPTLN VTMPNNKNFD
A/equine/Kentucky/5/2002 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNKNFD
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A/equine/Lambourn/22778/92 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT NSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equi 2/Avesta/93 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Berlin/1/91 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Roma/5/1991 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Fontainebleau/1976 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACRRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNNNFD
A/equine/Romania/1980 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGG SGACRRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNNNFD
A/equine/Uruguay/1/1963 ASLRSLVASS GTLEFMAEGF TWTGVTQNGR SSACRRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNDNFD
A/equine/Newmarket/5/2003 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNKNFD
A/equine/Switzerland/173/1993 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT NSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Rook/93753/1989 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/eq/Sussex/89/ ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Yorkshire/3/2009 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNKNFD
A/equine/Aboyne/1/05 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNKNFD
A/equine/Berlin/13/02 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT ESGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Berlin/14/02 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT ESGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Berlin/1/1989 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGT SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Berlin/2/91 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Cheshire/1/2006 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPTLN VTMPNNKNFD
A/eq/Ella/89/ ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Grobois/1/1998 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Hong Kong/1/92 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD
A/equine/Italy/1199/1992 ASLRSIVASS GTLEFTAEGF TWTGVTQNGR SGACKRGSAD SFFSRLNWLT KSGNSYPILN VTMPNNKNFD

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
150        160        170        180        190        200        210

A/equine/Miami/1/1963 KLYIWGIHHP STNNEQTKLY VQASGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDVLMI
A/equine/Athens/2003 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Athens/2007 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/eq/Newmarket/2/93 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/swine/Chibi/01/2005 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPLVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Cheltenham/1/01 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDVLMI
A/equine/Lincolnshire/1/2002 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDVLMI
A/equine/Leicestershire/1/00 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDVLMI
A/equine/Switzerland/P112/2007 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILTI
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A/equine/Gansu/7/2008 KLYIWGIHHP SSNQEQTKLY IQESGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Argentina/1/96 KLYIWGIHHP SSNNEQTKLY IQESGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Kentucky/1/92 KLYIWGIHHP SSNNEQTKLY IQETGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Kentucky/1/90 KLYIWGIHHP SSNNEQTKLY IQESGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/eq/Newmarket/1/93 KLYIWGIHHP SSNQQQTELY IQESGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Wisconsin/1/03 KLYIWGIHHP SSNQEQTKLY IQESGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Bari/2005 KLYIWGIHHP SSNQEQTKLY IQESGRVTVS TKRSQQTMIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/California/191/2003 KLYIWGIHHP SSNQEQTKLY IQESGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Kentucky/5/2002 KLYIWGIHHP SSNQEQTKLY IQESGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Lambourn/22778/92 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equi 2/Avesta/93 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Berlin/1/91 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Roma/5/1991 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Fontainebleau/1976 KLYIWGIHHP STNNEQTKLY VQELGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPGVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Romania/1980 KLYIWGIHHP STNNEQTKLY VQELGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Uruguay/1/1963 KLYIWGIHHP STNNEQTKLY VQASGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDVLMI
A/equine/Newmarket/5/2003 KLYIWGIHHP SSNQEQTKLY IQESGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Switzerland/173/1993 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY TQESGRVTVS TERSQQTVIP NIRSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Rook/93753/1989 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILTI
A/eq/Sussex/89/ KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Yorkshire/3/2009 KLYIWGIHHP SSNQEQTKLY IQESGRVTVS TKRNQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Aboyne/1/05 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDVLMI
A/equine/Berlin/13/02 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILTI
A/equine/Berlin/14/02 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILTI
A/equine/Berlin/1/1989 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Berlin/2/91 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Cheshire/1/2006 KLYIWGIHHP SSNQQQTELY IQESGRVTVS TKRSQQTIIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/eq/Ella/89/ KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILMI
A/equine/Grobois/1/1998 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSRQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDVLMI
A/equine/Hong Kong/1/92 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILTI
A/equine/Italy/1199/1992 KLYIWGIHHP SSNKEQTKLY IQESGRVTVS TERSQQTVIP NIGSRPWVRG QSGRISIYWT IVKPGDILTI

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
220        230        240        250        260        270        280
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A/equine/Miami/1/1963 NSNGNLIAPR GYFKMRTGKS SIMRSDAPID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYVKQSTLK
A/equine/Athens/2003 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKITYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Athens/2007 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKITYGKC PKYIRQNTLK
A/eq/Newmarket/2/93 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKITYGKC PKYIRQNTLK
A/swine/Chibi/01/2005 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Cheltenham/1/01 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSKCITPN GSIPNDKPFQ NVNKITYGRC PKYIRQNTLK
A/equine/Lincolnshire/1/2002 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSKCITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGRC PKYIRQNTLK
A/equine/Leicestershire/1/00 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSKCITPN GSIPNNKPFQ NVNKITYGQC PKYIRQNTLK
A/equine/Switzerland/P112/2007 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDAPID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Gansu/7/2008 NSNGNLVAPR GYFKLKTGKS SVMRSDVPID ICVSECITPN GSISNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Argentina/1/96 NSNGNLVAPR GYFKLKTGKS SVMRSDAPID ICVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Kentucky/1/92 NSNGNLVAPR GYFKLRTGRS SVMRSDAPID ICVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Kentucky/1/90 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDAPID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/eq/Newmarket/1/93 NSNGNLVAPR GYFKLKTGKS SVMRSDAPID ICVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Wisconsin/1/03 NSNGNLVAPR GYFKLKTGKS SVMRSDVPID ICVSECITPN GSISNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Bari/2005 NSNGNLVAPR GYFKLKTGKS SVMRSDVPID ICVSECITPN GSISNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/California/191/2003 NSNGNLVAPR GYFKLKTGKS SVMRSDAPIE ICVSECITPN GSISNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Kentucky/5/2002 NSNGNLVAPR GYFKLKTGKS SVMRSDVPID ICVSECITPN GSISNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Lambourn/22778/92 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equi 2/Avesta/93 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Berlin/1/91 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKXFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Roma/5/1991 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Fontainebleau/1976 NSNGNLVAPR GYFKMRTGKS SIMRSDAPID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIKQNTLK
A/equine/Romania/1980 NSNGNLVAPR GYFKMRTGKS SIMRSDAPID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGEC PKYIKQNTLK
A/equine/Uruguay/1/1963 NSNGNLIAPR GYFKMRTGKS SIMRSDAPID TCVSECITPN GSIPNNKPFQ NVNKVTYGKC PKYVKQSTLK
A/equine/Newmarket/5/2003 NSNGNLVAPR GYFKLKTGKS SVMRSDVPID ICVSECITPN GSISNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Switzerland/173/1993 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKITYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Rook/93753/1989 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDAPID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/eq/Sussex/89/ NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALIG TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Yorkshire/3/2009 NSNGNLVAPR GYFKLKTGKS SVMRSDVPID ICVSECITPN GSISNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Aboyne/1/05 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKITYGRC PKYIRQNTLK
A/equine/Berlin/13/02 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDAPID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Berlin/14/02 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDAPID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Berlin/1/1989 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDAPID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Berlin/2/91 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQX---
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A/equine/Cheshire/1/2006 NSNGNLVAPR GYFKLKTGKS SVMRSDAPID ICVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/eq/Ella/89/ NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDAPIG TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Grobois/1/1998 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSKCITPN GSIPNDKPFQ NVNKITYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Hong Kong/1/92 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKVTYGKC PKYIRQNTLK
A/equine/Italy/1199/1992 NSNGNLVAPR GYFKLRTGKS SVMRSDALID TCVSECITPN GSIPNDKPFQ NVNKITYGKC PKYIRQNTLK

A/equine/Miami/1/1963 LATGMRNV
A/equine/Athens/2003 LATGMRNV
A/equine/Athens/2007 LATGMRNV
A/eq/Newmarket/2/93 LATGMRNV
A/swine/Chibi/01/2005 LATGMRNV
A/equine/Cheltenham/1/01 LATGMRNV
A/equine/Lincolnshire/1/2002 LATGMRNV
A/equine/Leicestershire/1/00 LATGMRNV
A/equine/Switzerland/P112/2007 LATGMRNV
A/equine/Gansu/7/2008 LATGMRNV
A/equine/Argentina/1/96 LATGMRNV
A/equine/Kentucky/1/92 LATGMRNV
A/equine/Kentucky/1/90 LATGMRNV
A/eq/Newmarket/1/93 LATGMRNV
A/equine/Wisconsin/1/03 LATGMRNV
A/equine/Bari/2005 LATGMRNV
A/equine/California/191/2003 LATGMRNV
A/equine/Kentucky/5/2002 LATGMRNV
A/equine/Lambourn/22778/92 LATGMRNI
A/equi 2/Avesta/93 LATGMRNI
A/equine/Berlin/1/91 LATGMRNV
A/equine/Roma/5/1991 LATGMRNV
A/equine/Fontainebleau/1976 LATGMRNV
A/equine/Romania/1980 LATGMRNV
A/equine/Uruguay/1/1963 LATGMRNV
A/equine/Newmarket/5/2003 LATGMRNV
A/equine/Switzerland/173/1993 LATGMRNV
A/equine/Rook/93753/1989 LATGMRNV
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A/eq/Sussex/89/ LATGMRNV
A/equine/Yorkshire/3/2009 LATGMRNV
A/equine/Aboyne/1/05 LATGMRNV
A/equine/Berlin/13/02 LATGMRNV
A/equine/Berlin/14/02 LATGMRNV
A/equine/Berlin/1/1989 LATGMRNV
A/equine/Berlin/2/91 --------
A/equine/Cheshire/1/2006 LATGMRNV
A/eq/Ella/89/ LATGMRNV
A/equine/Grobois/1/1998 LATGMRNV
A/equine/Hong Kong/1/92 LATGMRNI
A/equine/Italy/1199/1992 LATGMRNV

NA

Alignment: H:\PhD\Sequences\ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ\N8 AA.fas

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
10         20         30         40         50         60         70

A/equine/Athens/2007 MNPNQKIITI GSASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNE TGLNCKGTII REYNETVRVE KITQWHNTSA
A/equine/Athens/2003 MNPNQKIITI GSASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNE TGLNCKGTII REYNETVRVE KITQWHNTSA
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) MNPNQKIITI GSASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNE TGLNCKGTII REYNETVRVE KITQWHNTSA
A/equine/Gansu/7/2008 MNPNQKIITI GSASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNE TGLNCKGTII REYNETVRVE KITQWHNTSA
A/Equine/Alaska/1/91 (H3N8), N MNPNQKIIAI GSASLGILIL NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNCNRTII REYNETVRVE RITQWYNTST
A/equine/California/8560/2002 MNPNQKIIAI GFASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNCKGTII REYNETVRVE KITQWYNTSA
A/equine/Huabei/1/2007 MNPNQKIITI GSASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNE TGLNCKGTII REYNETVRVE KITQWHNTSA
A/equine/Hubei/6/2008 MNPNQKIITI GSASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNE TGLNCKGTII REYNETVRVE KITQWHNTSA
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 MNPNQKIITI GSASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNE TGLNCKGTII REYNETVRVE KITQWHNTSA
A/equine/Kentucky/1/1992 MNPNQKIIAI GSASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNCKGTII REYNETVRVE RITQWYNTST
A/equine/La Plata/1/1993( ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
A/equine/Liaoning/9/2008 MNPNQKIITI GSASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNE TGLNCKGTII REYNETVRVE KITQWHNTSA
A/equine/Massachussetts/213/20 ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
A/equine/Mysore/1/2008 MNPNQKIITI GSASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNE TGLNCKGTII REYNETVRIE KITQWHYTSA
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A/equine/New York/452/2003 MNPNQKILAI GFASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNR TDLNCKGTII REYNETVRVE KITQWYNTST
A/canine/New York/100528-6/200 MNPNQKIIAI GSASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNK TDLNCKGTII REYNETVRVE KLTQWYNTST
A/equine/Ohio/1/2003 MNPNQKIIAI GFASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNR TDLNCKGTII REYNETVRVE KITQWYNTST
A/equine/Wisconsin/1/03 MNPNQKIIAI GFASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNR TDLNCKGTII REYNETVRVE KITQWYNTST
A/equine/Fontainbleu/1/1979 MNPNQKIIAI GSASLGILIL NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNCNGTII REYNETVRVE RITQWYNTNT
A/equine/Kentucky/1/1981 MNPNQKIIAI GSASLGILIL NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNCNGTII REYNETVRVE RITQWYNTNT
A/equine/Kentucky/5/02 MNPNQKIIAI GFASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNCKGTII REYNETVRVE KITQWYNTSA
A/Equine/Miami/1/63 MNPNQKIITI GSASLGLVIL NVILHVVSII VTVLVLSNNG TGPNCNGTII REYNETVRVE RITQWYNTNI
A/equine/Newmarket/1/1993 MNPNQKIIAI GSASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNCKGTII REYNETVRVE RITQWYNTST
A/equine/Newmarket/2/1993 MNPNQKIIAI GSASLGVLIL NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNCNGTII REYNETVRVE RITQWYNTST
A/equine/Newmarket/5/2003 MNPNQKIIAI GFASLGILII NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNCKGTII REYNETVRVE KITQWYNTSA
A/equine/Roma/5/1991 MNPNQKIIAI GSASLGILIL NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNCNGTII REYNETVRVE RITQWYNTST
A/equine/Romania/1/1980 MNPNQKIIAI GSASLGILIL NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNCNGTII REYNETVRVE RITQWYNTNT
A/equine/Sussex/1/1989 MNPNQKIIAI GSASLGILIL NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNCNGTII REYNETVRVE RITQWYNTST
A/swine/Anhui/01/2006 MNPNQKIIAI GSASLGVLIL NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNYNGTII REYNETVRVE RITQWYNTST
A/swine/Chibi/01/2005 MNPNQKIIAI GSASLGVLIL NVILHVVSII VTVLVLNNNG TGLNYNGTII REYNETVRVE RITQWYNTST
A/equine/Uruguay/1/1963 MNPNQKIITI GSASLGLVFL NVILHVVSII VTVLVLSNNG TGPNCNGTII REYNETVRIE RITQWYNTNI

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
80         90        100 110        120        130        140

A/equine/Athens/2007 IKYIERPPNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Athens/2003 IKYIERPPNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) IKYIERPPNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Gansu/7/2008 IKYIERPPNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/Equine/Alaska/1/91 (H3N8), N IEYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/California/8560/2002 IKYIERPPNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Huabei/1/2007 IKYIERPPNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Hubei/6/2008 IKYIERPPNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 IKYIERPPNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Kentucky/1/1992 IEYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/La Plata/1/1993( ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
A/equine/Liaoning/9/2008 IKYIERPPNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Massachussetts/213/20 ~~~~~~~~~~ ~~MNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Mysore/1/2008 IKYIERPPNE YYMNNTEPLC ETQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVIVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
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A/equine/New York/452/2003 IKYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/canine/New York/100528-6/200 IKYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Ohio/1/2003 IKYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Wisconsin/1/03 IKYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Fontainbleu/1/1979 IEYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPLECRTF FLTHGSLLND
A/equine/Kentucky/1/1981 IEYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPLECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Kentucky/5/02 IKYIERPPNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/Equine/Miami/1/63 IEYIEEPSNE YYMSNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPLECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Newmarket/1/1993 IEYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Newmarket/2/1993 IEYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Newmarket/5/2003 IKYIERPPNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Roma/5/1991 IEYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Romania/1/1980 IEYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPLECRTF FLTHGSLLND
A/equine/Sussex/1/1989 IEYIERPSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/swine/Anhui/01/2006 IEYIERSSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/swine/Chibi/01/2005 IEYIERSSNE YYMNNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPSECRTF FLTQGSLLND
A/equine/Uruguay/1/1963 IEYIERPSNE YYMSNTEPLC EAQGFAPFSK DNGIRIGSRG HVFVIREPFV SCSPLECRTF FLTQGSLLND

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
150        160        170        180        190        200        210

A/equine/Athens/2007 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT IGVTGPDNQA IAVVNYGGVP
A/equine/Athens/2003 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT IGVTGPDNQA IAVVNYGGVP
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT IGVTGPDNQA IAVVNYGGIP
A/equine/Gansu/7/2008 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT IGVTGPDNQA IAVVNYGGIP
A/Equine/Alaska/1/91 (H3N8), N KHSNGTMKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFEAVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA VAVVNYGGVP
A/equine/California/8560/2002 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA IAVVNYGGVP
A/equine/Huabei/1/2007 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT IGVTGPDNQA IAVVNYGGIP
A/equine/Hubei/6/2008 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT IGVTGPDNQA IAVVNYGGIP
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT IGVTGPDNQA IAVVNYGGIP
A/equine/Kentucky/1/1992 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA IAVVNYGGVP
A/equine/La Plata/1/1993( ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~X IAVVNYGGVP
A/equine/Liaoning/9/2008 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT IGVTGPDNQA IAVVNYGGIP
A/equine/Massachussetts/213/20 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA IAVVNYGGVP
A/equine/Mysore/1/2008 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT IGVTGPDNQA IAVVNYGGIP
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A/equine/New York/452/2003 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA IAVVNYGGVP
A/canine/New York/100528-6/200 KHSNGTIKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA KFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA IAIVNYGGVP
A/equine/Ohio/1/2003 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA IAVVNYGGVP
A/equine/Wisconsin/1/03 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA IAVVNYGGVP
A/equine/Fontainbleu/1/1979 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK VGQSPNVYQA RFEAVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDTQA VAVVHYGGVP
A/equine/Kentucky/1/1981 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK VGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA VAVVNYGGVP
A/equine/Kentucky/5/02 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA IAVVNYGGVP
A/Equine/Miami/1/63 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVE VGQSPNVYQA RFEAVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDAQA VAVVHYGGVP
A/equine/Newmarket/1/1993 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA IAVVNYGGVP
A/equine/Newmarket/2/1993 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA IAVVNYGGVP
A/equine/Newmarket/5/2003 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA IAVVNYGGVP
A/equine/Roma/5/1991 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA VAVVNYGGVP
A/equine/Romania/1/1980 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK VGQSPNVYQA RFEAVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDTQA VAVVHYGGVP
A/equine/Sussex/1/1989 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA VAVVNYGGVP
A/swine/Anhui/01/2006 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA VAVVNYGGVP
A/swine/Chibi/01/2005 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVK IGQSPNVYQA RFESVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDNQA VAVVNYGGVP
A/equine/Uruguay/1/1963 KHSNGTVKDR SPYRTLMSVE VGQSPNVYQA RFEAVAWSAT ACHDGKKWMT VGVTGPDAQA VAVVHYGGVP

....|....| ....|....| .
220        230

A/equine/Athens/2007 VDIINSWAGD ILRTQESSRT C
A/equine/Athens/2003 VDIINSWAGD ILRTQESSRT C
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) VDIINSWEGD ILRTQESSCT C
A/equine/Gansu/7/2008 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/Equine/Alaska/1/91 (H3N8), N VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/California/8560/2002 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Huabei/1/2007 VDIINSWEGD ILRTQESSCT C
A/equine/Hubei/6/2008 VDIINSWEGD ILRTQESSCT C
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 VDIINSWEGD ILRTQESSCT C
A/equine/Kentucky/1/1992 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/La Plata/1/1993( VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Liaoning/9/2008 VDIINSWEGD ILRTQESSCT C
A/equine/Massachussetts/213/20 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Mysore/1/2008 VDIINSWAGD ILRTQESSCT G
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A/equine/New York/452/2003 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/canine/New York/100528-6/200 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Ohio/1/2003 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Wisconsin/1/03 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Fontainbleu/1/1979 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Kentucky/1/1981 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Kentucky/5/02 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/Equine/Miami/1/63 VDVINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Newmarket/1/1993 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Newmarket/2/1993 VDIINSWAWD ILRTQESSCT C
A/equine/Newmarket/5/2003 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Roma/5/1991 VDVINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Romania/1/1980 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Sussex/1/1989 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/swine/Anhui/01/2006 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/swine/Chibi/01/2005 VDIINSWAGD ILRTQESSCT C
A/equine/Uruguay/1/1963 VDVINSWAGD ILRTQESSCT C

NP
Alignment: H:\PhD\Sequences\ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ\NP AA.fas

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
10         20         30         40         50         60         70

A/equine/Yokohama/aq19/2009(H3 ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
A/equine/Alaska/29759/1991(H3N ~~~~~~XHSL SDIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 ~~~~~~XHSL SDIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Avesta/1/1993(H3N8)) ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) ~~~~~~~XSL SDIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 ~~~~~~~~XL SDIKVMASQG TKRSYEQMET GGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 ~~~~~~~~~~ ~~~~~MASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Athens/2003 ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~XVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/California/8560/2002( ~~~~~~~XSL SDIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
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A/equine/Athens/2007 ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~XVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8) NP ~~~~~~~~~~ ~XIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Heilongjiang/10/2008( ~~~~~~~~~~ ~XIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8) NP ~~~~~~~~~~ ~XIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8) N ~~~~~~~~~~ ~~~~~MASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 ~~~~~~~~~~ ~XIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8) N SKSRVDNHSL SDIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/La Plata/1/1993(H3N8) ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) ~~~~~~~~~~ ~XIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Miami/1/1963(H3N8) NP ~~~~~~~XSL SDIKAMASQG TKRSYEQMET GGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLSDHEGR
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 ~~~~~~~~~~ ~~~~~MASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 ~~~~~~~~~~ ~~~~~MASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8) NP ~~~~~~~~~~ ~~~~~MASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Roma/5/1991(H3N8) NP ~~~~~~~~~X SDIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
(A/equine/Sussex/1/1989(H3N8) ~~~~~~XHSL SDIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Switzerland/173/1993( ~~~~~~XHSL SDIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8) ~~~~~~XHSL SDIKAMASQG TKRSYEQMET GGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLSDHEGR
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8) ~~~~~~~~~~ ~~~~~MASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
(A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8 ~~~~~~~~~~ ~XIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) ~~~~~~~~~~ ~XIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) ~~~~~~~~~~ ~~~~~MASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) ~~~~~~~~~~ ~XIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) ~~~~~~~~~~ ~XIKVMASQG TKRSYEQMET DGERQNATEI RASVGRMVGG IGRFYVQMCT ELKLNDHEGR

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
80         90        100        110        120        130        140

A/equine/Yokohama/aq19/2009(H3 ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
A/equine/Alaska/29759/1991(H3N LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWI RELILHDKEE IMRVWRQANN
A/equine/Avesta/1/1993(H3N8)) ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRRDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Athens/2003 LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
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A/equine/California/8560/2002( LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Athens/2007 LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8) NP LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Heilongjiang/10/2008( LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8) NP LIQNSITIGR MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8) N LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8) N LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/La Plata/1/1993(H3N8) ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Miami/1/1963(H3N8) NP LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRRDGKWM RELILYDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWI RELILHDKEE IMRVWRQANN
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8) NP LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Roma/5/1991(H3N8) NP LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWI RELILHDKEE IMRIWRQANN
(A/equine/Sussex/1/1989(H3N8) LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Switzerland/173/1993( LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWI RELILHDKEE IMRVWRQANN
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8) LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRRDGKWM RELILYDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8) LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
(A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8 LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) LIQNSITIER MVLSAFDERR NKYLEEHPSA GKDPKKTGGP IYRRKDGKWM RELILHDKEE IMRIWRQANN

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
150        160        170        180        190        200        210

A/equine/Yokohama/aq19/2009(H3 ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
A/equine/Alaska/29759/1991(H3N GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMIMELIR
A/equine/Avesta/1/1993(H3N8)) ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMIMELIR
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTIVMELIR
A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
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A/equine/Athens/2003 GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/California/8560/2002( GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Athens/2007 GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8) NP GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Heilongjiang/10/2008( GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8) NP GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8) N GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8) N GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/La Plata/1/1993(H3N8) ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Miami/1/1963(H3N8) NP GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMIMELIR
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8) NP GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Roma/5/1991(H3N8) NP GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMIMELIR
(A/equine/Sussex/1/1989(H3N8) GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Switzerland/173/1993( GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMIMELIR
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8) GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8) GEDATAGLTH MMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
(A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8 GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LMQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) GEDATAGLTH IMIWHSNLND TTYQRTRALV RTGMDPRMCS LTQGSTLPRR SGAAGAAVKG VGTMVMELIR

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
220        230        240        250        260        270        280

A/equine/Yokohama/aq19/2009(H3 ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~XAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Alaska/29759/1991(H3N MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Avesta/1/1993(H3N8)) ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~XAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
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A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Athens/2003 MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/California/8560/2002( MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Athens/2007 MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8) NP MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LTFLARSALI
A/equine/Heilongjiang/10/2008( MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LTFLARSALI
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8) NP MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LTFLARSALI
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8) N MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LTFLARSALV
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LTFLARSALI
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8) N MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/La Plata/1/1993(H3N8) ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~XQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LTFLARSALI
A/equine/Miami/1/1963(H3N8) NP MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8) NP MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Roma/5/1991(H3N8) NP MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
(A/equine/Sussex/1/1989(H3N8) MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Switzerland/173/1993( MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8) MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8) MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LIFLARSALI
(A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8 MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LTFLARSALI
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LTFLARSALI
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LTFLARSALI
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LTFLARSALI
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) MIKRGINDRN FWRGENGRRT RIAYERMCNI LKGKFQTAAQ RAMMDQVREG RNPGNAEIED LTFLARSALI

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
290        300        310        320        330        340        350

A/equine/Yokohama/aq19/2009(H3 LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Alaska/29759/1991(H3N LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Avesta/1/1993(H3N8)) LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
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A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 LRGSVAHKSC LPACVYGLAV ASGYDFEKEG YSLVGVDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Athens/2003 LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/California/8560/2002( LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Athens/2007 LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8) NP LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Heilongjiang/10/2008( LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8) NP LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8) N LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGHDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8) N LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/La Plata/1/1993(H3N8) LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIISL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Miami/1/1963(H3N8) NP LRGSVAHKSC LPACVYGLAV ASGYDFEREG YSLVGIDPFK LLQNSQVFSL IRPNENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8) NP LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Roma/5/1991(H3N8) NP LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
(A/equine/Sussex/1/1989(H3N8) LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Switzerland/173/1993( LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8) LRGSVAHKSC LPACVYGLAV ASGYDFEREG YSLVGIDPFK LLQNSQVFSL IRPNENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8) LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
(A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8 LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) LRGSVAHKSC LPACVYGLAV TSGYDFEKEG YSLVGIDPFK LLQNSQIFSL IRPKENPAHK SQLVWMACHS

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
360        370        380        390        400        410        420

A/equine/Yokohama/aq19/2009(H3 AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLTTRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Alaska/29759/1991(H3N AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSRY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Avesta/1/1993(H3N8)) AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSRY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
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A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSRY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 AAFEDLRVSN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSRY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLTTRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Athens/2003 AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/California/8560/2002( AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLTTRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Athens/2007 AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8) NP AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Heilongjiang/10/2008( AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8) NP AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8) N AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8) N AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLTTRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/La Plata/1/1993(H3N8) AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Miami/1/1963(H3N8) NP AAFEDLRVSN FIRGTKVVPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSRY WAIRTRSGGN TNQQRASAGQ
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSRY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8) NP AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLTTRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Roma/5/1991(H3N8) NP AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSRY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
(A/equine/Sussex/1/1989(H3N8) AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSRY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Switzerland/173/1993( AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSRY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8) AAFEDLRVSN FIRGTKVVPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSRY WAIRTRSGGN TNQQKASAGQ
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8) AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLTTRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
(A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8 AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) AAFEDLRVLN FIRGTKVIPR GQLATRGVQI ASNENMETID SSTLELRSKY WAIRTRSGGN TSQQRASAGQ

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
430        440        450        460        470        480        490

A/equine/Yokohama/aq19/2009(H3 ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Alaska/29759/1991(H3N ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
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A/equine/Avesta/1/1993(H3N8)) ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENARSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENARSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Athens/2003 ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDE~~~~~~
A/equine/California/8560/2002( ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Athens/2007 ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDE~~~~~~
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8) NP ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Heilongjiang/10/2008( ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8) NP ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8) N ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8) N ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/La Plata/1/1993(H3N8) ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSGD VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Miami/1/1963(H3N8) NP ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENARSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8) NP ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Roma/5/1991(H3N8) NP ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
(A/equine/Sussex/1/1989(H3N8) ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENARSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Switzerland/173/1993( ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8) ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENARPED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8) ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMENAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
(A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8 ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) ISVQPTFSVQ RNLPFERATI MAAFTGNTEG RTSDMRTEII RMMESAKSED VSFQGRGVFE LSDEKATNPI

....|....| ....|....| ....|....| ..
500        510        520

A/equine/Yokohama/aq19/2009(H3 VPSFDMS~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~
A/equine/Alaska/29759/1991(H3N VPSFDMSNEG SYFFGDNTEE FDS*X~~~~~ ~~
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A/equine/Austria/421/1992(H3N8 VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/equine/Avesta/1/1993(H3N8)) VPSFX~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*~~~~~~ ~~
A/equine/Athens/2003 ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~
A/equine/California/8560/2002( VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/equine/Athens/2007 ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8) NP VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/equine/Heilongjiang/10/2008( VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8) NP VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8) N VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*~~~~~~ ~~
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8) N VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*RKIPLF LX
A/equine/La Plata/1/1993(H3N8) VPSFDMX~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/equine/Miami/1/1963(H3N8) NP VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDN*RK~~~~ ~~
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*~~~~~~ ~~
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*~~~~~~ ~~
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8) NP VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*RKIPFV ST
A/equine/Roma/5/1991(H3N8) NP VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
(A/equine/Sussex/1/1989(H3N8) VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/equine/Switzerland/173/1993( VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*RKX~~~ ~~
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8) VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDN*X~~~~~ ~~
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8) VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*~~~~~~ ~~
(A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8 VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*~~~~~~ ~~
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) VPSFDMSNEG SYFFGDNAEE FDS*X~~~~~ ~~

NS1
Alignment: H:\PhD\Sequences\ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ\ns aa.fas

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
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10         20         30         40         50         60         70
A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/ATHENS/2003 NS ~~~~~~~~~~ ~XCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/ATHENS/2007 NS ~~~~~~~~~~ ~XCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Essex/1/2005(H3N8)) s MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRRRSITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Switzerland/P112/2007 MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLDIETATRA GKQIVEQILE
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLNIETATRA GKQIVEQILE
A/equine/Aboyne/1/2005(H3N8)) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLNIEIATRA GKQIVEQILE
A/equine/Ahmedabad/1/2009(H3N8 MDSNTVSSFQ VDCFLWHVCK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRRRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLDIETATRA GKQIVEQILE
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLDIETATRA GKQIVEQILE
A/equine/California/1/2007(H3N MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGSTL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/California/2/2007(H3N MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGSTL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/California/8560/2002( MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/California/8560/2002( MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Cheshire/1/2006(H3N8) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLNIETATRA GKQIVEQILE
A/equine/Cheshire/1/2007(H3N8) MDSNPVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Cheshire/2/2007(H3N8) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Cheshire/3/2007(H3N8) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Florida/2/2006(H3N8)) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGSTL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Fontainebleau/1979(H3 MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLDIETATRA GKQIVERILE
A/equine/Grobois/1/98(H3N8)) n MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLDIETATRA GKQIVEQILE
A/equine/Horsham/1/2007(H3N8)) MDSNSSFQVD CFLWHVRKRF ADQELGDAPF LDRLRRDQKS LRGRGITLGL DIETATHAGK QIVEQILEKE
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRRRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Kentucky/4/2007(H3N8) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGSTL GLDIETATHA GKQIVKQILE
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Kentucky/7/2007(H3N8) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGSTL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Kentucky/9/2004(H3N8) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGSTL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Lanark/1/2006(H3N8)) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Lincolnshire/1/2002(H MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGNTL GLDIEIATRA GKQIVEQILE
A/equine/Lincolnshire/1/2006(H MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLNIEIATRA GKQIVEQILE
A/equine/Maidstone/2/2007(H3N8 MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
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A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGSTL GLDIETATRA GKQIVERILE
A/equine/New Market/1979(H3N8) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL ALDIETATRA GKQIVERILE
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLDIETATRA GKQIVEQILE
A/equine/Avesta/1/1993(H3N8)) -XSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLDIETATRA GKQIVEQILE
A/eq/Hong Kong/1/92(H3N8)) non MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLDIETATRA GKQIVEQILE
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLDIETATRA GKQIVEQILE
A/eq/Lambourn/22778/92(H3N8)) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLEGRGGAL GLDIETAARA GRQMVGRILE
A/equine/Newmarket/1/2007(H3N8 MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLDIETATRA GKQIVEQILE
A/equine/Switzerland/173/1993( MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRSSTL GLDIETATRA GKQIVEQILE
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) tr MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGSTL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Richmond/1/2007(H3N8) MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/eq/Roma/5/91(H3N8)) nonstruc MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLKGRGSTL GLDIETATRA GKQIVEQIME
A/equine/Southampton/1/2006(H3 MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE
A/equine/Southampton/1/2007(H3 MDSNTVSSFQ VDCFLWHVRK RFADQELGDA PFLDRLRRDQ KSLRGRGITL GLDIETATHA GKQIVEQILE

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
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A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/ATHENS/2003 NS KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/ATHENS/2007 NS KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Essex/1/2005(H3N8)) s KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Switzerland/P112/2007 EESDEAFKMT IASVPASRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 EESDEALKMT IASVPASRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Aboyne/1/2005(H3N8)) EESDEELKMT IASIPVSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFEK
A/equine/Ahmedabad/1/2009(H3N8 KESNEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFET
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) EESDEALKMT IASVPASRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) EESDEALKMT IASVPASRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/California/1/2007(H3N KESDEALKMT IASVPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/California/2/2007(H3N KESDEALKMT IASVPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/California/8560/2002( KESDEALKMT IASVPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/California/8560/2002( KESDEALKMT IASVPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Cheshire/1/2006(H3N8) DESDEALKMT IASVPASRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
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A/equine/Cheshire/1/2007(H3N8) KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Cheshire/2/2007(H3N8) KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Cheshire/3/2007(H3N8) KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Florida/2/2006(H3N8)) KESDEALKMT IASVPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK ITGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Fontainebleau/1979(H3 EESDEALKMT IASVPASRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCVRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Grobois/1/98(H3N8)) n EESDEALKMT IASVPVSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFEM
A/equine/Horsham/1/2007(H3N8)) SDEALKMTIA SIPTSRYLTD MTLDEMSRDW FMLMPKQKVT GSLCIRMDQA IMDKNIILKA NFSVIFERLE
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Kentucky/4/2007(H3N8) KESDEAFKMT IASVPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) KESDEALKMT IASVPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Kentucky/7/2007(H3N8) KESDEALKMT IASVPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Kentucky/9/2004(H3N8) KESDEALKMT IASVPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Lanark/1/2006(H3N8)) KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Lincolnshire/1/2002(H EESDEELKMT IASIPASRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Lincolnshire/1/2006(H EESDEELKMT IASIPVSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIVDKNIIL KANFSVIFEK
A/equine/Maidstone/2/2007(H3N8 KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s EESDEALKMT IASVPASRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VAGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/New Market/1979(H3N8) EESDEALKMT IASVPASRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 EESDEAFKMT IASVPVSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Avesta/1/1993(H3N8)) EESDEALKMT IASVPVSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/eq/Hong Kong/1/92(H3N8)) non EESDEALKMT IASVPVSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VIGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) EESDEALKMT IASVPASRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/eq/Lambourn/22778/92(H3N8)) EESDEALKMT IASVPVSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Newmarket/1/2007(H3N8 KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 EESDEALKMT IASVPVSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Switzerland/173/1993( EESDEALKMT IASVPVSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) tr KESDEALKMT IASVPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Richmond/1/2007(H3N8) KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/eq/Roma/5/91(H3N8)) nonstruc EESDEALKMT IASVPVSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Southampton/1/2006(H3 KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTLDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
A/equine/Southampton/1/2007(H3 KESDEALKMT IASIPTSRYL TDMTFDEMSR DWFMLMPKQK VTGSLCIRMD QAIMDKNIIL KANFSVIFER
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
150        160        170        180        190        200        210

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/ATHENS/2003 NS LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/ATHENS/2007 NS LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Essex/1/2005(H3N8)) s LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Switzerland/P112/2007 LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRVSETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGFKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Aboyne/1/2005(H3N8)) LETLILLRAF TEEGTVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIEI LIGGFKWNDN TVRVSETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Ahmedabad/1/2009(H3N8 LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN KIRISETLQR FAWRSCHENG
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRVSETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRVSETLQR FAWRSSHENG
A/equine/California/1/2007(H3N LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/California/2/2007(H3N LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/California/8560/2002( LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/California/8560/2002( LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Cheshire/1/2006(H3N8) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGFKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Cheshire/1/2007(H3N8) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSYENG
A/equine/Cheshire/2/2007(H3N8) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSYENG
A/equine/Cheshire/3/2007(H3N8) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Florida/2/2006(H3N8)) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Fontainebleau/1979(H3 LETLIILRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRVSEALQR FAWRSSNENG
A/equine/Grobois/1/98(H3N8)) n LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIRV LIGGFKWNDN TVRVSETLQR FAWRNSHENG
A/equine/Horsham/1/2007(H3N8)) TLILLRAFTE EGAVVGEISP LPSLPGHTNE DVKNAIGVLI GGLKWNDNTV RISETLQRFA WRSSHENGRP
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Kentucky/4/2007(H3N8) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Kentucky/7/2007(H3N8) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Kentucky/9/2004(H3N8) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Lanark/1/2006(H3N8)) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Lincolnshire/1/2002(H LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSFPGHT NEDVKNAIGI IIGGFKWNDN TVRVSEILQR FAWRSSHENG
A/equine/Lincolnshire/1/2006(H LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIEI LIGGFKWNDN TVRVSETLQR FAWRSSYENG
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A/equine/Maidstone/2/2007(H3N8 LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLEWNDN TVRVSETLQR FAWRSSHENG
A/equine/New Market/1979(H3N8) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRVSETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Avesta/1/1993(H3N8)) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRVSETLQR FAWRSSHENG
A/eq/Hong Kong/1/92(H3N8)) non LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRVSETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/eq/Lambourn/22778/92(H3N8)) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRVSETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Newmarket/1/2007(H3N8 LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRVSETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Switzerland/173/1993( LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRVSETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) tr LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Richmond/1/2007(H3N8) LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSYENG
A/eq/Roma/5/91(H3N8)) nonstruc LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRVSETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Southampton/1/2006(H3 LETLILLRAF TEEGAIVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSHENG
A/equine/Southampton/1/2007(H3 LETLILLRAF TEEGAVVGEI SPLPSLPGHT NEDVKNAIGV LIGGLKWNDN TVRISETLQR FAWRSSYENG

....|....| ....|....| .
220        230

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/ATHENS/2003 NS RPSFPPKQK* KMERTTKPE. .
A/equine/ATHENS/2007 NS RPSFPPKQK* KMERTTKPE. .
A/equine/Essex/1/2005(H3N8)) s RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Switzerland/P112/2007 RPSFPPKQKR KMERTIESEV *
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 RSSFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Aboyne/1/2005(H3N8)) RPTFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Ahmedabad/1/2009(H3N8 RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) RPSFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) RPSFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/California/1/2007(H3N RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/California/2/2007(H3N RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/California/8560/2002( RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/California/8560/2002( RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
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A/equine/Cheshire/1/2006(H3N8) RSSFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Cheshire/1/2007(H3N8) RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Cheshire/2/2007(H3N8) RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Cheshire/3/2007(H3N8) RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Florida/2/2006(H3N8)) RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Fontainebleau/1979(H3 RPSFPPKQKR KMARTIESEV *
A/equine/Grobois/1/98(H3N8)) n RPTFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Horsham/1/2007(H3N8)) SFPSKQK*KM ERTIKPEI*. .
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Kentucky/4/2007(H3N8) RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Kentucky/7/2007(H3N8) RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Kentucky/9/2004(H3N8) RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Lanark/1/2006(H3N8)) RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Lincolnshire/1/2002(H RPTFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Lincolnshire/1/2006(H RPTFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Maidstone/2/2007(H3N8 RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s RPSFPPKQKR KMARTIESEV *
A/equine/New Market/1979(H3N8) RPSFPPKQKR KMARTIESEV *
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 RPSFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Avesta/1/1993(H3N8)) RPSFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/eq/Hong Kong/1/92(H3N8)) non RPSFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) RPSFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/eq/Lambourn/22778/92(H3N8)) RPSFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Newmarket/1/2007(H3N8 RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 RPTFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Switzerland/173/1993( RPSFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) tr RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Richmond/1/2007(H3N8) RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/eq/Roma/5/91(H3N8)) nonstruc RPSFPPKQKR KMERTIEPEV *
A/equine/Southampton/1/2006(H3 RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
A/equine/Southampton/1/2007(H3 RPSFPSKQK* KMERTIKPEI *
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PA
Alignment: H:\PhD\Sequences\ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ\PA aa.fas

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
10         20         30         40         50         60         70

A/equine/Newmarket/5/2003 PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIESGDPNA
A/equine/Athens/2003 PA ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Athens/2007 PA ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Gansu/7/2008  PA MEDFVRQCFN PMVVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIDSGDPNA
A/equine/Newmarket/2/1993 PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VIIESGDPNA
A/equine/Newmarket/1/1993  PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIESGDPNA
A/equine/Austria/421/1992 PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VIIESGDPNA
A/equine/Huabei/1/2007  PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIDSGDPNA
A/equine/Hubei/6/2008  PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIDSGDPNA
A/equine/Roma/5/1991 PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VIIESGDPNA
A/equine/Switzerland/173/1993 MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VIIESGDPNA
A/equine/Xinjiang/1/2007  PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIDSGDPNA
A/equine/Avesta/1/1993 PA ---------- ------XEKA XKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VIIESGDPNA
A/equine/California/8560/2002 MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIESGDPNA
A/equine/Fontainbleu/1/1979 PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VIIESGDPNA
A/equine/Heilongjiang/10/2008 MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIDSGDPNA
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIDSGDPNA
A/equine/Kentucky/5/02 PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIESGDPNA
A/equine/La Plata/1/1993 ---------- ------XEKA XKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VIIESGDPNA
A/equine/Liaoning/9/2008 PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIDSGDPNA
A/equine/Miami/1/1963 PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFIDELGES VIIESGDPNA
A/equine/Ohio/1/2003 PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIESGDPNA
A/equine/Sussex/1/1989 PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VIIESGDPNA
A/equine/Uruguay/1/1963 PA MENFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINERGES VIIESGDPNA
A/equine/Wisconsin/1/03 PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELSES VVIESGDPNA
A/equine/Xinjiang/2/2007  PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIDSGDPNA
A/equine/Xinjiang/3/2007 PA MEDFVRQCFY PMMVVLAGKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIDSGDPNA
A/equine/Xinjiang/4/2007 PA MEDFVRQCFN PMIVELAEKA MKEYGEDPKI ETNKFAAICT HLEVCFMYSD FHFINELGES VVIDSGDPNA
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
80         90        100        110        120        130        140

A/equine/Newmarket/5/2003 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Athens/2003 PA ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Athens/2007 PA ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Gansu/7/2008  PA LLKHRFEIIE GRDRTIAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Newmarket/2/1993 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Newmarket/1/1993 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Austria/421/1992 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRT EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Huabei/1/2007  PA LLKHRFEIIE GRDRTIAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Hubei/6/2008  PA LLKHRFEIIE GRDRTIAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKKNRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Roma/5/1991 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Switzerland/173/1993 LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Xinjiang/1/2007  PA LLKHRFEIIE GRDRTIAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKKNRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Avesta/1/1993 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/California/8560/2002 LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Fontainbleu/1/1979 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Heilongjiang/10/2008 LLKHRFEIIE GRDRTIAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKKNRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 LLKHRFEIIE GRDRTIAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKKNRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Kentucky/5/02 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/La Plata/1/1993 LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Liaoning/9/2008 PA LLKHRFEIIE GRDRTIAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKKNRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Miami/1/1963 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRV EKPKFLPDLY DYKENRFIEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Ohio/1/2003 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTX VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Sussex/1/1989 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Uruguay/1/1963 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRV EKPKFLPDLY DYKENRFIEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Wisconsin/1/03 PA LLKHRFEIIE GRDRTMAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKENRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Xinjiang/2/2007  PA LLKHRFEIIE GRDRTIAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKKNRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Xinjiang/3/2007 PA LLKHRFEIIE GRDRTIAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKKNRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS
A/equine/Xinjiang/4/2007 PA LLKHRFEIIE GRDRTIAWTV VNSICNTTRA EKPKFLPDLY DYKKNRFVEI GVTRREVHIY YLEKANKIKS

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
150        160        170        180        190        200        210
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A/equine/Newmarket/5/2003 PA EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Athens/2003 PA ---------- -------RAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Athens/2007 PA ---------- -------RAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Gansu/7/2008  PA EKTHIHIFSF TGEEMATRAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Newmarket/2/1993 PA EKTHIHIFSF TGEEMGTKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Newmarket/1/1993  PA EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Austria/421/1992 PA EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Huabei/1/2007  PA EKTHIHIFSF TGEEMATRAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Hubei/6/2008  PA EKTHIHIFSF TGEEMATRAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Roma/5/1991 PA EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Switzerland/173/1993 EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Xinjiang/1/2007  PA EKTHIHIFSF TGEEMATRAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Avesta/1/1993 PA EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGX--- ---------- ----------
A/equine/California/8560/2002 EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Fontainbleu/1/1979 PA EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Heilongjiang/10/2008 EKTHIHIFSF TGEEMATRAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 EKTHIHIFSF TGEEMATRAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Kentucky/5/02 PA EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/La Plata/1/1993 EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWX- ---------- ----------
A/equine/Liaoning/9/2008 PA EKTHIHIFSF TGEEMATRAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Miami/1/1963 PA EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Ohio/1/2003 PA EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Sussex/1/1989 PA EKTHIHIFSF TGEEMGTKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Uruguay/1/1963 PA EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASKGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Wisconsin/1/03 PA EKTHIHIFSF TGEEMATKAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Xinjiang/2/2007  PA EKTHIHIFSF TGEEMATRAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Xinjiang/3/2007 PA EKTHIHIFSF TGEEMATRAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMAMRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT
A/equine/Xinjiang/4/2007 PA EKTHIHIFSF TGEEMATRAD YTLDEESRAR IKTRLFTIRQ EMASRGLWDS FRQSERGEET IEERFEITGT

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
220        230        240        250        260        270        280

A/equine/Newmarket/5/2003 PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFEPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Athens/2003 PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFKPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Athens/2007 PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFKPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
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A/equine/Gansu/7/2008  PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFKPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Newmarket/2/1993 PA MRRLANYSLP PNFSSLGSFR VYVDGFEPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKI PGGPPCHQRS
A/equine/Newmarket/1/1993  PA MRRLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFEPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Austria/421/1992 PA MRRLANYSLP PNFSSLESFR VYVDGFEPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKI PGGPPCHQRS
A/equine/Huabei/1/2007  PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFKPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Hubei/6/2008  PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFKPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Roma/5/1991 PA MRRLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFEPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKI PGGPPCHQRS
A/equine/Switzerland/173/1993 MRRLANYSLP PNFSSLESFR VYVDGFEPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKI PGGPPCHQRS
A/equine/Xinjiang/1/2007  PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFKPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Avesta/1/1993 PA ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/California/8560/2002 MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFEPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Fontainbleu/1/1979 PA MRRLANYSLP PNFSSLENFR AYVDGFEPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLRI PGGPPCHQRS
A/equine/Heilongjiang/10/2008 MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFKPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFKPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Kentucky/5/02 PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFEPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/La Plata/1/1993 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Liaoning/9/2008 PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFKPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Miami/1/1963 PA MRRLADHSLP PNFSSLENFR AYVDGFEPNG CIEGKLSQMS KEVNARIEPF LKTTPRPLRI PGGPPCSQRS
A/equine/Ohio/1/2003 PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFEPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Sussex/1/1989 PA MRRLANYSLP PNFSSLESFR VYVDGFEPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKI PGGPPCHQRS
A/equine/Uruguay/1/1963 PA MRRLANHSLP PNFSSLENFR AYVDGFEPNG CIEGKLSQMS KEVNARIEPF LKTTPRPLRI PGGPPCSQRS
A/equine/Wisconsin/1/03 PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFEPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Xinjiang/2/2007  PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFKPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Xinjiang/3/2007 PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFKPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS
A/equine/Xinjiang/4/2007 PA MRKLANYSLP PNFSSLENFR VYVDGFKPNG CIESKLSQMS KEVNARIEPF SKTTPRPLKM PGGPPCHQRS

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
290        300        310        320        330        340        350

A/equine/Newmarket/5/2003 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP SIVKPHEKGI NPNYLQAWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Athens/2003 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Athens/2007 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Gansu/7/2008  PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Newmarket/2/1993 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP SIVKPHEKGI NPNYLQAWKQ VLAELQDLEN
A/equine/Newmarket/1/1993  PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP SIVKPHEKGI NPNYLQAWKQ VLAELQDLEN
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A/equine/Austria/421/1992 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP SIVKPHEKGI NPNYLQAWKQ VLAELQDLEN
A/equine/Huabei/1/2007  PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Hubei/6/2008  PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Roma/5/1991 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP SIVKPHEKGI NPNYLQAWKQ VLAELQDLEN
A/equine/Switzerland/173/1993 KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP SIVKPHEKGI NPNYLQAWKQ VLAELQDLEN
A/equine/Xinjiang/1/2007  PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Avesta/1/1993 PA ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/California/8560/2002 KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP SIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Fontainbleu/1/1979 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP SIVKPHEKGI NPNYLQAWKQ VLAELQDIEN
A/equine/Heilongjiang/10/2008 KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Kentucky/5/02 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP SIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/La Plata/1/1993 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Liaoning/9/2008 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Miami/1/1963 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQAWKQ VLAELQDLEN
A/equine/Ohio/1/2003 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP SIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Sussex/1/1989 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP SIVKPHEKGI NPNYLQAWKQ VLAELQDLEN
A/equine/Uruguay/1/1963 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQAWKQ VLAELQDLEN
A/equine/Wisconsin/1/03 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP SIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLAELQDLEN
A/equine/Xinjiang/2/2007  PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Xinjiang/3/2007 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN
A/equine/Xinjiang/4/2007 PA KFLLMDALKL SIEDPSHEGE GIPLYDAIKC MKTFFGWKEP NIVKPHEKGI NPNYLQTWKQ VLEEIQDLEN

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
360        370        380        390        400        410        420

A/equine/Newmarket/5/2003 PA EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Athens/2003 PA EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Athens/2007 PA EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Gansu/7/2008  PA EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Newmarket/2/1993 PA EEKTPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDINDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Newmarket/1/1993  PA EEKTPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Austria/421/1992 PA EEKTPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDINDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Huabei/1/2007  PA EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Hubei/6/2008  PA EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
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A/equine/Roma/5/1991 PA EEKTPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDINDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Switzerland/173/1993 EKKTPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDINDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Xinjiang/1/2007  PA EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Avesta/1/1993 PA ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/California/8560/2002 EERTPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Fontainbleu/1/1979 PA EAKIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Heilongjiang/10/2008 EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Kentucky/5/02 PA EERTPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/La Plata/1/1993 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Liaoning/9/2008 PA EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Miami/1/1963 PA EEKIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPEA RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Ohio/1/2003 PA EERTPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDXDEPXT RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Sussex/1/1989 PA EEKTPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDINDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Uruguay/1/1963 PA EEKIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPEP RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Wisconsin/1/03 PA EEKDPKTKNM KKTSQLKWAL SENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Xinjiang/2/2007  PA EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Xinjiang/3/2007 PA EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS
A/equine/Xinjiang/4/2007 PA EERIPKTKNM KKTSQLKWAL GENMAPEKVD FEDCKDISDL KQYDSDEPET RSLASWIQSE FNKACELTDS

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
430        440        450        460        470        480        490

A/equine/Newmarket/5/2003 PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Athens/2003 PA SWIELDEIGE DVAP...... .......... .......... .......... .......... ..........
A/equine/Athens/2007 PA SWIELDEIGE DVAP...... .......... .......... .......... .......... ..........
A/equine/Gansu/7/2008  PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCATMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Newmarket/2/1993 PA SWIELDEIGE DIAPIEYIAS MRRNYFSAEF SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Newmarket/1/1993  PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Austria/421/1992 PA SWIELDEIGE DIAPIEYIAS MRRNYFTAEV SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Huabei/1/2007  PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCATMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Hubei/6/2008  PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCATMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Roma/5/1991 PA SWIELDEIGE DIAPIEYIAS MRRNYFTAEV SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDEY QLIPMISKCR
A/equine/Switzerland/173/1993 SWIELDEIGE DIAPIEYIAS MRRNYFTAEV SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Xinjiang/1/2007  PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCATMDEF QLIPMISKCR
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A/equine/Avesta/1/1993 PA ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/California/8560/2002 SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Fontainbleu/1/1979 PA SWIELDEIGE DIAPIEYIAS MRRNYFTAEV SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDDF QLIPMISKCR
A/equine/Heilongjiang/10/2008 SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCATMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCATMDEL QLIPMISKCR
A/equine/Kentucky/5/02 PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDEF QLIPMISKCR
A/equine/La Plata/1/1993 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Liaoning/9/2008 PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCATMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Miami/1/1963 PA SWIELDEIGE DVAPIEHIAS MRRNYFTAEV SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDDF QLIPMISKCR
A/equine/Ohio/1/2003 PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDEF QXIPMISKCR
A/equine/Sussex/1/1989 PA SWIELDEIGE DIAPIEYIAS MRRNYFTAEV SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Uruguay/1/1963 PA SWIELDEIGE DVAPIEHIAS MRRNYFTAEV SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDDF QLIPMISKCR
A/equine/Wisconsin/1/03 PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEV SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCAAMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Xinjiang/2/2007  PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCATMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Xinjiang/3/2007 PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCATMDEF QLIPMISKCR
A/equine/Xinjiang/4/2007 PA SWIELDEIGE DVAPIEYIAS MRRNYFTAEI SHCRATEYIM KGVYINTALL NASCATMDEF QLIPMISKCR

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
500        510        520        530        540 550        560

A/equine/Newmarket/5/2003 PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Athens/2003 PA .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
A/equine/Athens/2007 PA .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
A/equine/Gansu/7/2008  PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Newmarket/2/1993 PA TKEGRRKTNL YGYIIKERSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Newmarket/1/1993  PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Austria/421/1992 PA TKEGRRKTNL YGYIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Huabei/1/2007  PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Hubei/6/2008  PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Roma/5/1991 PA TKEGRRKTNL YGYIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Switzerland/173/1993 TKEGRRKTNL YGYIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Xinjiang/1/2007  PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Avesta/1/1993 PA ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/California/8560/2002 TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Fontainbleu/1/1979 PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RLEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
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A/equine/Heilongjiang/10/2008 TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Kentucky/5/02 PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/La Plata/1/1993 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Liaoning/9/2008 PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Miami/1/1963 PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RLEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Ohio/1/2003 PA TKEGRRKTNL YGFIVKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Sussex/1/1989 PA TKEGRRKTNL YGYIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Uruguay/1/1963 PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RLEQHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Wisconsin/1/03 PA TKEGRRKTNL YGFIVKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Xinjiang/2/2007  PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Xinjiang/3/2007 PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP
A/equine/Xinjiang/4/2007 PA TKEGRRKTNL YGFIIKGRSH LRNDTDVVNF VSMEFSLTDP RFEPHKWEKY CVLEIGDMLL RTAVGQVSRP

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
570        580        590        600 610        620        630

A/equine/Newmarket/5/2003 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Athens/2003 PA .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
A/equine/Athens/2007 PA .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
A/equine/Gansu/7/2008  PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPRGVEE
A/equine/Newmarket/2/1993 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Newmarket/1/1993  PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Austria/421/1992 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Huabei/1/2007  PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPRGVEE
A/equine/Hubei/6/2008  PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPRGVEE
A/equine/Roma/5/1991 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Switzerland/173/1993 MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Xinjiang/1/2007  PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPRGVEE
A/equine/Avesta/1/1993 PA ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/California/8560/2002 MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Fontainbleu/1/1979 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Heilongjiang/10/2008 MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPRGVEE
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FYENKSETWP IGESPRGVEE
A/equine/Kentucky/5/02 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
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A/equine/La Plata/1/1993 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Liaoning/9/2008 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPRGVEE
A/equine/Miami/1/1963 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Ohio/1/2003 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Sussex/1/1989 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Uruguay/1/1963 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Wisconsin/1/03 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPKGVEE
A/equine/Xinjiang/2/2007  PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPRGVEE
A/equine/Xinjiang/3/2007 PA MFLYVRTNRT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPRGVEE
A/equine/Xinjiang/4/2007 PA MFLYVRTNGT SKIKMKWGME MRRCLLQSLQ QIESMIEAES SVKEKDMTKE FFENKSETWP IGESPRGVEE

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
640        650        660        670        680        690        700

A/equine/Newmarket/5/2003 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Athens/2003 PA .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
A/equine/Athens/2007 PA .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
A/equine/Gansu/7/2008  PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Newmarket/2/1993 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Newmarket/1/1993  PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Austria/421/1992 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Huabei/1/2007  PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Hubei/6/2008  PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Roma/5/1991 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Switzerland/173/1993 GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Xinjiang/1/2007  PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Avesta/1/1993 PA ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/California/8560/2002 GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Fontainbleu/1/1979 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Heilongjiang/10/2008 GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Kentucky/5/02 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/La Plata/1/1993 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Liaoning/9/2008 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Miami/1/1963 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKILLIVQ ALRDNLEPGT FDLGGLYESI EECLINDPWV
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A/equine/Ohio/1/2003 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Sussex/1/1989 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Uruguay/1/1963 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKILLIVQ ALRDNLEPGT FDLGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Wisconsin/1/03 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Xinjiang/2/2007  PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Xinjiang/3/2007 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSV ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV
A/equine/Xinjiang/4/2007 PA GSIGKVCRTL LAKSVFNSLY ASPQLEGFSA ESRKLLLIVQ ALRDNLEPGT FDIGGLYESI EECLINDPWV

....|....| ....|..
710

A/equine/Newmarket/5/2003 PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Athens/2003 PA .......... .......
A/equine/Athens/2007 PA .......... .......
A/equine/Gansu/7/2008  PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Newmarket/2/1993 PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Newmarket/1/1993  PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Austria/421/1992 PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Huabei/1/2007  PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Hubei/6/2008  PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Roma/5/1991 PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Switzerland/173/1993 LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Xinjiang/1/2007  PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Avesta/1/1993 PA ---------- -------
A/equine/California/8560/2002 LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Fontainbleu/1/1979 PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Heilongjiang/10/2008 LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Kentucky/5/02 PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/La Plata/1/1993 ---------- -------
A/equine/Liaoning/9/2008 PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Miami/1/1963 PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Ohio/1/2003 PA LL-------- -------
A/equine/Sussex/1/1989 PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Uruguay/1/1963 PA LLNASWFNSF LTHALK*
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A/equine/Wisconsin/1/03 PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Xinjiang/2/2007  PA LLNASWFNSF LTHALK*
A/equine/Xinjiang/3/2007 PA LLNASWVNSF LTHALK*
A/equine/Xinjiang/4/2007 PA LLNASWFNSF LTHALK*

PB2
Alignment: H:\PhD\Sequences\ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ\PB2 aa.fas

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
10         20         30         40         50         60         70

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 ---------M ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Athens/2003 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Athens/2007 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s -------XNM ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) --------XM ERIKELRDLM SQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8)) -------XNM ERIKELRDLM SQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) ---------M ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) -------XNM ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) -------XNM ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) ---------M ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) -------XNM ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) --------XM ERIKELRDLM SQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/California/8560/2002( ------XFNM ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/California/191/2003(H ------YYNM ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 -------XNM ERIKELRDLM SQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) SESRSNIFNM ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) -------XNM ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Massachussetts/213/20 ---XTLYFNM ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s -------XNM ERIKELRDLM SQSRIREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/New York/452/2003(H3N --------XM ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/New York/146066/2007( ---------M ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB ---------- ---------- LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 -------FNM ERIKELRDLM SQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) ---------M ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
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A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s -------XNM ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 ---------M ERIKELRDLM LQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 ---------M ERIKELRDLM SQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Roma/5/1991(H3N8)) se -------XNM ERIKELRDLM SQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK
A/equine/Switzerland/173/1993( -------XNM ERIKELRDLM SQSRTREILT KTTVDHMAII KKYTSGRQEK NPALRMKWMM AMKYPITADK

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
80         90        100        110        120 130        140

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Athens/2003 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---XTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Athens/2007 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---XTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPATSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8)) RIMGMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTVHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPATSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPATSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPATSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/California/8560/2002( RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/California/191/2003(H RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKRGTFG
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPATSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Massachussetts/213/20 RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s RIMGMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTVHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/New York/452/2003(H3N RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/New York/146066/2007( RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPATSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPATSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG



Γρίπη Ιπποειδών :  ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

187

A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 RIMEMIPERN EQGQSLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Roma/5/1991(H3N8)) se RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG
A/equine/Switzerland/173/1993( RIMEMIPERN EQGQTLWSKT NDAGSDRVMV SPLAVTWWNR NGPTTSTIHY PKVYKTYFEK VERLKHGTFG

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
150        160        170        180        190        200        210

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Athens/2003 PB2 PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Athens/2007 PB2 PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8)) PVHFRNQVKI RRRVDINPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/California/8560/2002( PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/California/191/2003(H PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Massachussetts/213/20 PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s PVHFRNQVKI RRRVDINPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/New York/452/2003(H3N PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/New York/146066/2007( PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKITPL
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKISPL
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
A/equine/Roma/5/1991(H3N8)) se PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL
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A/equine/Switzerland/173/1993( PVHFRNQVKI RRRVDVNPGH ADLSAKEAQD VIMEVVFPNE VGARILTSES QLTITKEKKE ELQDCKIAPL

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
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A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Athens/2003 PB2 MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVK NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Athens/2007 PB2 MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVK NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVK NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8)) MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVK NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVK NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVK NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/California/8560/2002( MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/California/191/2003(H MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVK NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Massachussetts/213/20 MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDVDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/New York/452/2003(H3N MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/New York/146066/2007( MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB MVAYMLEREL IRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVK NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVK NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Roma/5/1991(H3N8)) se MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
A/equine/Switzerland/173/1993( MVAYMLEREL VRKTRFLPVA GGTSSVYIEV LHLTQGTCWE QMYTPGGEVR NDDIDQSLII AARNIVRRAT
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
290        300        310        320        330        340        350

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Athens/2003 PB2 VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Athens/2007 PB2 VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8)) VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILRQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILEQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/California/8560/2002( VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/California/191/2003(H VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Massachussetts/213/20 VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILRQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/New York/452/2003(H3N VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/New York/146066/2007( VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Roma/5/1991(H3N8)) se VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE
A/equine/Switzerland/173/1993( VSADPLASLL EMCHSTQIGG IRMVDILKQN PTEEQAVDIC KAAMGLRISS SFSFGGFTFK RTSGSSVKRE

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
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360        370        380        390        400 410        420
A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Athens/2003 PB2 EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVF-------
A/equine/Athens/2007 PB2 EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVF-------
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8)) EEVLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL FQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRSL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL FQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRSL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/California/8560/2002( EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/California/191/2003(H EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 EEVLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKETRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Massachussetts/213/20 EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s EEVLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRGAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQENCMI
A/equine/New York/452/2003(H3N EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/New York/146066/2007( EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAVIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKTTRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKATRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Roma/5/1991(H3N8)) se EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKETRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI
A/equine/Switzerland/173/1993( EEMLTGNLQT LKIRVHEGYE EFTMVGRRAT AILRKETRRL IQLIVSGRDE QSIAEAIIVA MVFSQEDCMI

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
430        440        450        460        470        480        490

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
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A/equine/Athens/2003 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Athens/2007 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIVNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8)) KAARGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/California/8560/2002( KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/California/191/2003(H KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Massachussetts/213/20 KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/New York/452/2003(H3N KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/New York/146066/2007( KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Roma/5/1991(H3N8)) se KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPNMTPST EMSLRGVRVS
A/equine/Switzerland/173/1993( KAVRGDLNFV NRANQRLNPM HQLLRHFQKD AKVLFQNWGI EPIDNVMGMI GILPDMTPST EMSLRGVRVS

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
500        510        520        530        540 550        560

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Athens/2003 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Athens/2007 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
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A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8)) KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNV LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/California/8560/2002( KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/California/191/2003(H KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNV LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Massachussetts/213/20 KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNV LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/New York/452/2003(H3N KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/New York/146066/2007( KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Roma/5/1991(H3N8)) se KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ
A/equine/Switzerland/173/1993( KMGVDEYSST ERVVVSIDRF LRVRDQRGNI LLSPEEVSET QGTEKLTIIY SSSMMWEING PESVLVNTYQ

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
570        580        590        600        610        620        630

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Athens/2003 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Athens/2007 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) WIIKNWEFVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
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A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8)) WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKMEFEPFQ SLVPRAARGQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TVQIIKLLPF
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) WIIRNWEIVK IQWSQDPTML HNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) WIIKNWEFVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/California/8560/2002( WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/California/191/2003(H WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRGQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Massachussetts/213/20 WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKMEFEPFQ SLVPRAARGQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TVQIIKLLPF
A/equine/New York/452/2003(H3N WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/New York/146066/2007( WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 WIIKNWEFVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 WIIRNWEIVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Roma/5/1991(H3N8)) se WIIKNWEFVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF
A/equine/Switzerland/173/1993( WIIKNWEFVK IQWSQDPTML YNKIEFEPFQ SLVPRATRSQ YSGFVRTLFQ QMRDVLGTFD TAQIIKLLPF

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
640        650        660        670        680 690        700

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Athens/2003 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Athens/2007 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8)) AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
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A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/California/8560/2002( AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/California/191/2003(H AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Massachussetts/213/20 AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/New York/452/2003(H3N AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/New York/146066/2007( AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNRA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALIEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Roma/5/1991(H3N8)) se AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL
A/equine/Switzerland/173/1993( AAAPPEQSRM QFSSLTVNVR GSGMRILVRG NSPVFNYNKA TKRLTVLGKD AGALTEDPDE GTAGVESAVL

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
710        720        730        740        750        760        770

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Athens/2003 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Athens/2007 PB2 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) RGFLILGKEN KKYGPALSIN ELSKLTKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8)) RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSNLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*-
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C



Γρίπη Ιπποειδών :  ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

195

A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAS KRIRMAIN*-
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLTKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/California/8560/2002( RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/California/191/2003(H RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAINX-
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLTKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Massachussetts/213/20 RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAINX-
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSNLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/New York/452/2003(H3N RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAINY-
A/equine/New York/146066/2007( RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*-
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDI VLVMKRKRDS X--------- ----------
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLTKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*-
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLAKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLTKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLTKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Roma/5/1991(H3N8)) se RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLTKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C
A/equine/Switzerland/173/1993( RGFLILGKEN KRYGPALSIN ELSKLTKGEK ANVLIGQGDV VLVMKRKRDS SILTDSQTAT KRIRMAIN*C

....|....|
780

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 *IX-------
A/equine/Athens/2003 PB2 ----------
A/equine/Athens/2007 PB2 ----------
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s ----------
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) *IV*------
A/equine/Uruguay/1/1963(H3N8)) RIV*------
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) ----------
A/equine/Xinjiang/1/2007(H3N8) ----------
A/equine/Xinjiang/2/2007(H3N8) ----------
A/equine/Xinjiang/3/2007(H3N8) ----------
A/equine/Xinjiang/4/2007(H3N8) ----------
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A/equine/Berlin/1/1989(H3N8)) *IV*------
A/equine/California/8560/2002( *IV*------
A/equine/California/191/2003(H ----------
A/equine/Fontainbleu/1/1979(H3 *IV*------
A/equine/Kentucky/5/02(H3N8)) *IV*KRPCFY
A/equine/Liaoning/9/2008(H3N8) ----------
A/equine/Massachussetts/213/20 ----------
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s RIV*------
A/equine/New York/452/2003(H3N ----------
A/equine/New York/146066/2007( ----------
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB ----------
A/equine/Austria/421/1992(H3N8 *IV*------
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) ----------
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s ----------
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 *IX-------
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 *IX-------
A/equine/Roma/5/1991(H3N8)) se *IV*------
A/equine/Switzerland/173/1993( *IV*------

PB1
Alignment: H:\PhD\Sequences\ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ\PB1 aa 2.fas

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
10         20         30         40         50         60         70

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
Influenza A virus (A/equine/At ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
Influenza A virus (A/equine/At ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE TGAPQLNPID
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A/equine/California/8560/2002( MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) MDVNPTLLFL KVPAQNAIST TFPYTGDPPY SHGTGTGYTM DTVNRTHQYS EKGKWTTNTE IGAPQLNPID

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
80         90        100        110        120 130        140

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVIQQTRVD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
Influenza A virus (A/equine/At ---------- ---------- ---------- ------CLET MEVIQQTRMD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
Influenza A virus (A/equine/At ---------- ---------- ---------- ------CLET MEVIQQTRMD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVIQQTKMD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVIQQTRVD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVIQQTRMD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVVQQTRVD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/California/8560/2002( GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVIQQTRVD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVIQQTRMD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVIQQTRMD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVIQQTRVD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVVQQTRVD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVVQQTRVD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVVQQTRVD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVIQQTRVD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVIQQTRMD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) GPLPEDNEPS GYAQTDCVLE AMAFLEESHP GIFENSCLET MEVVQQTRVD KLTQGRQTYD WTLNRNQPAA

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
150        160        170        180        190        200        210
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A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 TALANTIEVF RSNGLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
Influenza A virus (A/equine/At TALANTIEVF RSNGLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
Influenza A virus (A/equine/At TALANTIEVF RSNGLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s TALANTIEVF RSNGLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) TALANTIEVF RSNGLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 TALANTIEVF RSNGLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s TALANTIEVF RSNDLTSNES GRLIDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKKMV TQRTIGKKKQ
A/equine/California/8560/2002( TALANTIEVF RSNGLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) TALANTIEVF RSNGLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s TALANTIEVF RSNGLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB TALANTIEVF RSNGLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) TALANTIEVF RSNDLTSSES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 TALANTIEVF RSNDLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 TALANTIEVF RSNDLTSNDS GRLMDFLKDV MESMNKEEIE ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) TALANTIEVF RSNGLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) TALANTIEVF RSNGLTSNES GRLMDFLKDV MEPMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) TALANTIEVF RSNDLTSNES GRLMDFLKDV MESMNKEEME ITTHFQRKRR VRDNMTKRMV TQRTIGKKKQ

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
220        230        240        250        260        270        280

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 RLNRKSYLIR TLTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
Influenza A virus (A/equine/At RLNRKSYLIR TLTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
Influenza A virus (A/equine/At RLNRKSYLIR TLTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s RLNRKSYLIR TLTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) RLNRKSYLIR TLTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 RLNRKSYLIR TLTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s RLNRKSYLIR ALTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/equine/California/8560/2002( RLNRKSYLIR TLTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) RLNRKSYLIR TLTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s RLNRKSYLIR TLTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB RLNRKSYLIR TLTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) RLNRKSYLIR ALTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 RLNRKSYLIR ALTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 RLNRKSYLIR ALTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
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A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) RLNRKSYLIR TLTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) RLNRKSYLIR TLTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) RLNRKSYLIR ALTLNTMTKD AERGKLKRRA IATPGMQIRG FVYFVETLAR RICEKLEQSG LPVGGNEKKA

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
290        300        310        320        330        340        350

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNQP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
Influenza A virus (A/equine/At KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNQP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
Influenza A virus (A/equine/At KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNQP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNRP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNQP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 KLANVVRKMT TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNRP KWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRMFLA MITYITRNQP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/equine/California/8560/2002( KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNQP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNRP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNRP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNQP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRMFLA MITYITRNQP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNQP EWFRNVLSIA TIMFSNKMAR
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRMFLA MITYITRNQP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNQP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRIFLA MITYITRNRP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) KLANVVRKMM TNSQDTELSF TITGDNTKWN ENQNPRMFLA MITYITRNQP EWFRNVLSIA PIMFSNKMAR

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
360 370        380        390        400        410        420

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 LGKGYMFESK SMKLRAQIPA EMLASIDLKY FNDSTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
Influenza A virus (A/equine/At LGKGYMFESK SMKLRAQIPA EMLASIDLKY FNDSTKEKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
Influenza A virus (A/equine/At LGKGYMFESK SMKLRAQIPA EMLASIDLKY FNDSTKEKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s LGKGYMFESK SMKLRTQIPA EMLASIELKY FNDSTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) LGKGYMFESK SMKLRTQIPA GMLASIDLKY FNDPTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 LGKGYMFESK SMKLRTQIPA EMLASIELKY FNDSTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s LGKGYMFESK SMKLRTQIPA EMLASIDLKY FNDSTKKKIE KIRPLLIDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
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A/equine/California/8560/2002( LGKGYMFESK SMKLRAQIPA EMLASIDLKY FNDSTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) LGKGYMFESK SMKLRTQIPA EMLASIELKY FNDSTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s LGKGYMFESK SMKLRTQIPA EMLASIELKY FNDSTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB LGKGYMFESK SMKLRTQIPA EMLASIDLKY FNDSTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) LGKGYMFESK SMKLRTQIPA EMLASIDLKY FNDSTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 LGKGYMFESK SMKLRTQIPA EMLASIDLKY FNDSTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 LGKGYMFESK SMKLRTQIPA GMLASIDLKY FNDSTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) LGKGYMFESK SMKLRTQIPA GMLASIDLKY FNDPTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) LGKGYMFESK SMKLRTQIPA EMLASIELKY FNDSTKKKIE KIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) LGKGYMFESK SMKLRTQIPA EMLASIDLKY FNDSTKKKIE RIRPLLVDGT ASLSPGMMMG MFNMLSTVLG

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
430        440        450        460        470        480        490

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHEGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
Influenza A virus (A/equine/At VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHEGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
Influenza A virus (A/equine/At VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHEGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHGGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHEGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHGGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHEGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/California/8560/2002( VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHEGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHGGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHGGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHEGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHEGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHEGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHEGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHEGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHGGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) VSILNLGQRK YTKTTYWWDG LQSSDDFALI VNAPNHEGIQ AGVDRFYRTC KLVGINMSKK KSYINRTGTF

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
500        510        520        530        540        550        560
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A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
Influenza A virus (A/equine/At EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINN... .......... ..........
Influenza A virus (A/equine/At EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINN... .......... ..........
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/equine/California/8560/2002( EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGMTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGVTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) EFTSFFYRYG FVANFSMELP SFGVSGINES ADMSIGMTVI KNNMINNDLG PATAQMALQL FIKDYRYTYR

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
570        580        590        600 610        620        630

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDEDY KGRLCNPLNP
Influenza A virus (A/equine/At .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
Influenza A virus (A/equine/At .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDDDY KGRLCNPLNP
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDEDY KGRLCNPLNP
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDDDY KGRLCNPLNP
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKAGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDEDY QGRLCNPLNP
A/equine/California/8560/2002( CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDEDY KGRLCNPLNP
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDDDY KGRLCNPLNP
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDDDY KGRLCNPLNP
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDEDY KGRLCNPLNP
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDEDY KGRLCNPLNP
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDEDY KGRLCNPLNP
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDEDY KGRLCNPLNP
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A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDEDY KGRLCNPLNP
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDDDY KGRLCNPLNP
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) CHRGDTQIQT RRSFELKKLW EQTRSKTGLL VSDGGPNLYN IRNLHIPEVC LKWELMDEDY KGRLCNPLNP

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
640        650        660        670        680        690        700

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
Influenza A virus (A/equine/At .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
Influenza A virus (A/equine/At .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/equine/California/8560/2002( FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) FVSHKEIESV NSAIVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) FVSHKEIESV NSAVVMPAHG PAKSMEYDAV ATTHSWIPKR NRSILNTSQR GILEDEQMYQ KCCNLFEKFF

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
710        720        730        740        750        760        770

A/equine/Newmarket/5/2003(H3N8 PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKDEF AEIMKICSTI EELRRQK**I *LDL......
Influenza A virus (A/equine/At .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
Influenza A virus (A/equine/At .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
A/equine/Gansu/7/2008(H3N8)) s PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKDEF AEIMKICSTI EELRRQK*.. ..........
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKDEF AEIMKICSTI EELRRQK*.. ..........
A/equine/Inner Mongolia/8/2008 PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKDEF AEIMKICSTI EELRRQK*.. ..........
A/equine/Miami/1/1963(H3N8)) s PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKEEF AEIMKICSTI EELRRQK**I *LDLHE....
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A/equine/California/8560/2002( PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKDEF AEIMKICSTI EELRRQK**I *LDLH.....
A/equine/Huabei/1/2007(H3N8)) PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKDEF AEIMKICSTI EKLRRQK*.. ..........
A/equine/Hubei/6/2008(H3N8)) s PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKDEF AEIMKICSTI EELRRQK*.. ..........
A/equine/Ohio/1/2003(H3N8)) PB PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKDEF AEIMKICSTI EELRRQK**I *LDLHEKMPC
A/equine/Kentucky/1/1992(H3N8) PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKDEF AEIMKICSTI EELRRQK**I *LDLRE....
A/equine/Newmarket/1/1993(H3N8 PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKEEF AEIMKICSTI EELRRQK**I *LDLREKMPC
A/equine/Newmarket/2/1993(H3N8 PSSSYRRPVG ISSMVEAVVS RARIDARIDF ESGRIKKEEF AEIMKICSTI EELRRQK**I *LDL......
A/equine/Wisconsin/1/03(H3N8)) PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKDEF AEIMKICSTI EELRRQK*.. ..........
A/donkey/Xinjiang/5/2007(H3N8) PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKDEF AEIMKICSTI EELRRQK*.. ..........
A/equine/Sussex/1/1989(H3N8)) PSSSYRRPVG ISSMVEAMVS RARIDARIDF ESGRIKKEEF AEIMKICSTI EELRRQK**I *LDLRE....
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οργανισμού που παρείχε την
εκπαίδευση ή κατάρτιση
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• Τίτλος MSc Applied Bioscience / Biotechnology & Molecular Biology
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ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΣΕ ΕΥΡΩΠΑΪΚΑ
ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΑ

ConFluTech
Βασικές μοριακές τεχνικές για την διάγνωση της γρίπης των πτηνών,

Δεκέμβριος 2007, Βουκουρέστι.
Ως διδάσκων σε σεμινάρια εθνικού επιπέδου με θέμα την απομόνωση

ιού της γρίπης σε κυτταρικές σειρές. Νοέμβριος 2008, Αθήνα.
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