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POVZETEK

Decembra 2014 je veterinar na farmi pitancev zakhial ne primere drisk pri prash. V
januarju 2015 smo na isti farmi z metodo RT-PCRealmem asu prvi ugotovili prisotnost
bolezni prasSije epidemine diareje (PED) v Sloveniji z dokazom nukleinskslike virusa
PED. Za doloanje nukleotidnega zaporedja smo uporabili tehnmlagaslednje generacije
sekvenciranja (NGS) lon Torrent. Doitev nukleotidnega zaporedja celotnega genoma
virusa PED smo uspesno izvedli iz pozitivhega vadiata, odvzetega v septembru 2015 pri
prasSiih z drisko iz prve oku ene reje pri nas. Osamitakleinskih kislin smo izvedli s
komercialnim kompletom QlAanfbviral RNA in v nadaljevanju s standardnim TR{Zol
protokolom. Za pripravo knji nice smo uporabili Iofotal RNA Kit 2.0, emulzijski PCR in
obogatitev knji nice pa smo izvedli z lon PGM template OT2 200 komercialnim
kompletom. Celoten genom virusa PED SLO/JH-11/20K8J297956) ima 28.028
nukleotidov in je uvrsen med S INDEL seve virusov PED. Genetska primargalotnega
genoma s sevi v genski banki je pokazala, da peskkkemu sevu virusa PED najbolj soroden
sev FR/001/2014 iz Francije, od katerega se rgelikw 44 nukleotidih, sev
GER/L0O0719/2014 iz Nenije, od katerega se razlikuje v 49 nukleotidih, sdva
BEL/15V010/2015 iz Belgije se razlikuje v 93 nullielth in od ameriSkega seva S INDEL
OH851 v 185 nukleotidih. Sev SLO/JH-11/2015 je msih podatkih etrti evropski sev
virusa PED, kateremu je bilo dokno nukleotidno zaporedje celotnega genoma, invinrs

s podroja veterinarske medicine v Sloveniji, ki smo mualdi celoten genom.

Klju ne besede: prasibolezni — virologija; virus praje epidemine diareje — genetika —
klasifikacija; genom virusni; molekulsko zaporedjggdatki; analiza sekvenc — metode;

veri na reakcija s polimerazo v realnerasu; filogeneza; Slovenija.
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SUMMARY

In December 2014, clinical cases of diarrhea irs piggre recognised by a veterinarian at a
pig-fattening farm. In January 2015, the presenicéhe porcine epidemic diarrhea (PED)
virus has been confirmed for the first time in &ola by real-time RT-PCR method. lon-
Torrent next-generation sequencing (NGS) technolap/been used for the determination of
the nucleotide sequence of the complete genoméDf \Rrus. In September 2015, the PED
positive fecal sample, obtained from pigs with diaa, was selected for NGS from the first
infected pig holding in Slovenia. The isolationrafcleic acids has been performed using the
QlAamp® viral RNA kit and subsequently using the stand&Rizol® protocol. lon Total
RNA Kit 2.0 has been used for the preparation eflitrary, while lon PGNM template OT2
200 commercial kit has been used for emulsion P@dRthe enrichment of the library. The
size of the complete genome of PED virus SLO/JR2Q1% (KU297956) is 28.028
nucleotides and belongs into the group of S INDHiaiss of PEDV. The phylogenetic
comparison of the complete genome with the straim® the GenBank has shown that the
most closely related to the Slovene PED virusrnairstFR/011/2014 from France with 44-nt
changes, followed by strain GER/L00719/2014 fromrm@ny with 49-nt changes, strain
BEL/15V010/2015 from Belgium with 93-nt changesdahe American strain S INDEL
OH851 with 185-nt changes. According to our dategirs SLO/JH-11/2015 is the fourth
European strain of PED virus with known nucleotsdguence of the complete genome and
the first virus from the field of veterinary mediei in Slovenia to have its complete genome

sequenced.

Keywords: swine diseases — virology; coronavirugdtions — virology; porcine epidemic
diarrhea virus — genetics — classification; genamnal; sequence analysis — methods; real-
time polymerase chain reaction; phylogeny; Slovenia
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SEZNAM OKRAJSAYV IN SIMBOLOV

AK': aminokislina

BoCoV: goveji koronavirus; angl. bovine coronavirus
CCoV: pasji koronavirus; angl. canine coronavirus

cDNA: komplementarna deoksiribonukleinska kislina
CoV: koronavirus

dATP: deoksiadenozin trifosfat

dCTP: deoksicitidin trifosfat

ddATP: dideoksiadenozin trifosfat

ddCTP: dideoksicitidin trifosfat

ddGTP: dideoksigvanozin trifosfat

ddTTP: dideoksitimidin trifosfat

dGTP: deoksigvanozin trifosfat

DNA: deoksiribonukleinska kislina

dTTP: deoksitimidin trifosfat

E: protein ovojnice; angl. envelope protein

EVD: epidemina virusna diareja; angl. epidemic virus diarrhea
FCoV: ma ji koronavirus; angl. feline coronavirus

FIPV: virus ku nega peritonitisa mé&, angl. feline infectious peritonitis virus
GA: angl. genome analyzer

HCoV: humani koronavirus; angl. human coronavirus
IBV : virus ku nega bronhitisa; angl. infectious broitshvirus
IGV: angl. Integrative Genomics Viewer

ISP: angl. lon Spher® Particles

M: membranski protein

MERS: srednjevzhodni respiratorni sindrom; angl. MidBEst respiratory syndrome

MHYV : virus miSjega hepatitisa; angl. mouse hepatitissv

mp: pomo ni membranski protein; angl. accesory membrarotein

N: protein nukleokapside

NGS:. sekvenciranje naslednje generacije; angl. nex¢iggion sequencing

ORF: odprti bralni okvir; angl. open reading frame

Xl
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PCR: veri na reakcija s polimerazo; angl. polymerabkaino reaction

PED: prasi ja epidemina diareja; angl. porcine epidemic diarrhea

PEDV: virus praSije epidemine diareje; angl. porcine epidemic diarrhea virus

PGM: angl. personal genome machine

PRCV: prasiji respiratorni koronavirus; angl. porcine respargtcoronavirus

gPCR: veri na reakcija s polimerazo v realnemsu; angl. real-time polymerase chain
reaction

RaCoV: zaj ji koronavirus; angl. rabbit coronavirus

RCoV: podganji koronavirus; angl. rat coronavirus

RNA: ribonukleinska kislina

RT-PCR: reverzna transkripcija in veri na reakcija s podirazo; angl. reverse transcription
and polymerase chain reaction

RT-gPCR: reverzna transkripcija in veri na reakcija s podrazo v realnemasu; angl. real-
time reverse transcription and polymerase chaictica

S: protein receptorja; angl. spike protein

SARS: sindrom akutne respiratorne stiske; angl. seaeute respiratory syndrome

TCoV: puranji koronavirus; angl. turkey coronavirus

TGE: virusno vnetje elodca inrevesja; angl. transmissible gastroenteritis

TGEV: virus virusnega vnetja elodca imevesja; angl. transmissible gastroenteritis virus

UTR: nekodirajoa regija; angl. untranslated region
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1 UVOD

Temelje za hitro dolanje zaporedja nukleotidov (sekvenciranje) v nuldkih kislinah je
leta 1977 postavil Friderick Sanger z odkritiemtppka z uporabo kemijsko modificiranih
nukleotidov, ki ob njihovi vgradnji zaustavijo s&zio verige (Sanger in sod., 1977). S tem se
je zael hiter razvoj podrga biotehnologije, znanstveniki pa so vse bolj savali pomen in
vrednost genetike ter genomike. Projelkbveski genom, ki se je zal v osemdesetih letih
prejSnjega stoletja, je bil mednarodni in interginarni projekt, katerega cilj je bil doldi
celotno nukleotidno zaporedje humanega genoma. Bakge pojavila potreba po novih,
hitrejSih in uinkovitejSih metodah visoko zmogljivostnega sekveaga, kar je imelo za
posledico razvoj mnogih novih tehnologij, ki se dane uporabljajo v laboratorijih po celem
svetu. To je privedlo do hitrega razvoja Stevilralali ic veri ne reakcije s polimerazo (PCR,
angl. polymerase chain reaction), sekvenatorjevpriacipu kapilarne elektroforeze ter

avtomatizacije in izboljSav mnogih, e poznanih elallarnih tehnologij.

Prva tehnologija sekvenciranja nove generacije (N@3a tris e prisla leta 2005, s strani
podjetia 454 Life Sciences, ki je zasnovalo prvkvemator nove generacije GS 20.
Sekvenatorji so aparature, ki uporabljajo tehngépdgiatere omog@jo dolo anje sekvenc
celotnih genomov v enem samem ciklu, ki lahko ttajaekaj ur do nekaj dni. To je dose ek,
za katerega bi v preteklosti, s sekvenciranjem @ag8rju, lahko potrebovali mesece ali leta.
Razvoj tehnologij je prinesel veazli nih metod doloanja nukleotidnega zaporedja, kot sta
454 sistem, ki temelji na pomno evanju z emulziskPCR in pirosekvenciranju, ali SOLID
tehnologija, ki se poslu uje emulzijskega PCR irkv@nciranja s sintezo. Sekvenciranje s
sintezo uporabljajo tudi platforme podjetja llluminVsem omenjenim tehnologijam je
skupno to, da za zaznavo vezave nukleotida v rgstajverigo uporabljajo opthe sisteme
za merjenje iluminescence ali fluorescence. Telgi@lcsekvenciranja naslednje generacije
(NGS, angl. next generation sequencing) lon Tosrensmo jo uporabili za izvedbo nasSe
raziskave, pa temelji na uporabi polprevodnikaz kinerjenjem spremembe pH, do katere
pride ob vgraditvi nukleotida v nastajagoverigo, pretvori kemno informacijo spro¥&nega
H* iona v digitalno obliko. Tak3en nia sekvenciranja ne zahteva uporabe kemi

oznaenih nukleotidov in posebne opte tehnologije, kar bistveno zni a ceno reagentov i
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posamezne aparature. Tehnologija lon Torrent je zatadi svoje ni je cene, inkovitosti in

preprostosti uporabe postala dostopna tudi mar@aratorijem.

V nasi raziskavi smo uporabili aparaturo lon PeasdBenome Machin® (PGM) System
(LifeTechnologies, Thermo Fischer Scientific, ZDKj) jo je Veterinarska fakulteta Univerze
v Ljubljani pridobila v letu 2014. Poleg doitve celotnega genoma virusa prgsi
epidemine diareje (PED) smo se v tej raziskavi tudi balpmznali s celotnim procesom

sekvenciranja s tehnologijo NGS in njenimi knitimi to kami.

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

V Sloveniji do leta 2015 nismo imeli potrjeneganpera izbruha PED. Kljub temu, da je virus
poznan e od leta 1971, do nedavnega ni powrovelikih ekonomskih Skod, zato
epidemiolosko stanje v Evropi ni dobro poznano. XjiAe virus PED stalno prisoten in je
zato iz tega dela sveta vebjavljenih podatkov. Povano zanimanje za oku be z virusom
PED se je pojavilo po prvih potrjenih izbruhih v ZDeta 2013, kjer je epidemija virusa PED
povzroila velike izgube v praSereji. V zadnjih dveh letih so po svetu ugotavljpbjav
Stevilnih razliic virusa, v zaetku leta 2015 pa je bil virus PED potrjen tudidveh prasijih
rejah v Sloveniji (Toplak in sod., 2015). Z dokvijo celothega genoma bi pripomogli k
poznavanju epidemioloSkega stanja v Evropi, nateje genetsko karakterizirali nas sev in ga
primerjali z ostalimi poznanimi sevi iz genske bankpodatkov (GenBank,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Povzitelj PED bi postal prvi virus, kateremu bi v

veterinarski medicini v Sloveniji doldi celotno nukleotidno zaporedie.

1.2 CILJI RAZISKOVANJA

Cilj raziskovanja je dolati celoten genom virusa PED, ki se je pred kratkinai pojavil v
Sloveniji. To bomo izvedli s pomi tehnologije lon Torrent na aparaturi lon P&M
System (LifeTechnologies, Thermo Fischer Scientii®A). Dobljeno zaporedje bomo s
pomo jo programov Integrative Genomics Viewer (IGV, Bdodnstitute, ZDA) ter
DNASTAR Lasergene 10 Core Suite (DNASTAR, ZDA), lareali, dolo ili posamezne
bralne okvirje in ga primerjali z drugimi sekvenaanrusa PED iz baze podatkov GenBank.

S filogenetsko analizo bomo pokazali genetske pmweim doloili razlike med posameznimi
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sevi. Z umestitvijo naSega seva med ostale znane bemo pripomogli k boljSemu
razumevanju epizootiologije virusa PED, tako v @aleem prostoru kot v svetovnem merilu.
Tekom dela bomo zasnovali osnovni protokol za kisneutinsko uporabo lon PGM

System sekvenatorja.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Sev virusa PED, ki je bil potrjen v Sloveniji, spatied S INDEL seve.

Sev virusa PED, ki se pojavlja v Sloveniji je gesket soroden ostalim sevom, ki so
prisotni v Evropi po letu 2013.

Osamitev virusne RNA iz blata s komercialnim komphe QIAamViral RNA Mini
kita in komercialnim reagentom TRIZoje primera metoda za pridobitev virusne

nukleinske kisline za metodo NGS.

S tehnologijo sekvenciranja lon Torrent je magohitro in zanesljivo dolati
nukleotidno zaporedje celotnega virusnega genomez huporabe specifiih

oligonukleotidnih zaetnikov.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 PREGLED ZGODOVINSKIH PODATKOV O POJAVLJANJU
KORONAVIRUSOV

Za etki raziskovanja virusov, ki jih danes uvagno v dru inoCoronaviridae(koronavirusi),
segajo v leto 1931, ko so v Severni Dakoti propisali novo obolenje dihal pri pidncih.
Bolezen so poimenovali ku ni bronhitis (Schalk inawn, 1931). Sest let kasneje so iz
piS an jih embrijev, inokuliranih na horioalantoisno merabo, uspeli osamiti povzritelja,
virus ku nega bronhitisa perutnine (IBV) (BeaudetteHudson, 1937). Prvi celoten genom
virusa IBV so v letu 1986 doldi s postopkom sekvenciranja po Sangerju (Boutsdnedod.,
1987).

V 1940-ih letih so opisali vge Stevilo obolenj, ki jih povzrajo koronavirusi pri sesalcih,
kot sta virus ku nega vnetja elodca imevesja (TGEV) (Doyle in Hutchings, 1946) in virus
miSjega hepatitisa (MHV) (Cheever in sod., 1949ta 1966 so odkrili prva humana
koronavirusa HCoV 229E (Tyrell in Bynoe, 1966) irCelV OC43 (Hamre in Procknow,

1966), ki sta povzrala bla ja prehladna obolenja in oku be dihal.

Ta odkritla so vzpodbudila zanimanje za koronavieusoku be in pojasnila nekatere
antigenske lastnosti ter filogenetske poveze medirfMcintosh in sod., 1969; Bradburne,
1970; Pensaert in sod., 1981). V omenjenih Studiabgotavljali precejsSnjo razliko med IBV
in ostalimi preiskovanimi koronavirusi. Pensaertsod, (1981) v svoji raziskavi niso uspeli
potrditi uvrstitve koronavirusu-podobnega seva C¥7ihed koronaviruse na podlagi
antigenskih lastnosti. Med koronaviruse so sev CVfakrat uvrstili na podlagi elektronske
mikroskopije (Pensaert in Debouck, 1978), danegepao, da je bil to prvi poznan sev virusa
PED.

Leta 1984 so v Belgiji odkrili novo, respiratornazhi ico koronavirusa TGE, katero so
poimenovali prasji respiratorni koronavirus (PRCV). Ta se za razlidd TGEV namno uje
predvsem v epitelijskih celicah respiratornegaesmst ter alveolarnin makrofagih, oku ba pa
je obi ajno nezaznavna. Pragioku eni z PRCV proizvajajo zana protitelesa proti virusu
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TGE, zato je protitelesa obeh oku b nemogaoazlikovati s serumnevtralizacijskim testom.
PRCYV je endemno prisoten tako v Evropi kot v Ameriki (Wesleysnod., 1991).

Danes vemo, da so koronavirusne oku be prisotneSgavilnih vrstah sesalcev, kot so
netopirji, prasii, kiti in ljudje, poleg sesalcev pa so koronavirp®gosti tudi pri pticah
(Tabela 1). Koronavirusi so prete no vrstno speaifi kljub temu pa so znani primeri prenosa
med vrstami. Koronavirusi ka ejo afiniteto predvsato epitelnih celic dihal, prebavil in

makrofagov (Lee, 2015).
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Tabela 1: Koronavirusne oku be pri raziih vrstah gostiteljev ter njihova mesta razmnomgaa(povzeto po
Saif, 2004).
Table 1: Coronavirus infections in different hgsésies and their replication sites (adopted froify 3804).

Koronavirus: Gostitelj: Mesto razmno evanja/bolezen:
TGEV (virusno vnetje elodcain praSi Prebavila, dihala (zgornja)
revesja)
PRCV (prasiji respiratorni koronavirus) praSi Dihala, viremija
PEDV (praSija epidemina diareja) prasi Prebavila
FIPV (virus ku nega peritonitisa m&) ma ka Dihala (zgornja), prebavila, sistemskia
oku ba
FCoV (maji koronavirusni enteritis) m&a Prebavila (tankorevo)
CCoV (pasji koronavirus) pes Prebavila (tankevo)
RaCoV (zajji koronavirus) zajec Sistemska oku ba
MHYV (virus miSjega hepatitisa) mis Prebavila, jetantralni iv ni sistem
RCoV (podganiji koronavirus) podgana Dihala, @, slinske leze
prasi Dihala, osrednji ivni sistem
BoCoV (goveji koronavirus) govedo Dihala, prebavila
IBV (virus ku nega bronhitisa) koko$ Dihala (zgoa)j prebavila, jajcevod,
ledvice
TCoV (koronavirusni enteritis puranov puran Pralaaftanko revo)
Civet cat CoV (koronavirus cibetovk) cibetovkauaski Dihala in prebavila
pes
SARS 6indrom akutne respiratorne lovek Dihala (pljua), prebavila, viremija
stiske)
MERS (srednjevzhodni respiratorni lovek Dihala in prebavila
sindrom)
HCoV-229E (humani koronavirus 229g) lovek Dihala (zgornja)
HCoV-0OC43 (humani koronavirus lovek Dihala (zgornja)
0C43)
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2.1.1 Epidemija SARS in mo no pove ano zanimanje za dru ino

Coronaviridae

Do leta 2003 smo poznali 19 koronavirusov, v getsiiki (GenBank) pa so bile dostopne
sekvence celotnih genomov le desetih koronaviru@eo in sod., 2007; Woo in sod.,
2009a). eprav so ugotovljeni koronavirusi pri ivalih powzli precej huda obolenja, je do
izbruha epidemije SARSa (angl.: severe acute ragpy syndrome) v letih 2002-2003
veljalo, da koronavirusi pri ljudeh povzigo le blaga obolenja zgornjega in spodnjega
dihalnega trakta. V letu 2002 je so na Kitajskem pugotovili nov humani koronavirus, ki je
povzro al hude, atipine pljunice z visoko smrtnostjo, imenovanega sindrom adgdn
ote enega dihanja - SARS (Drosten in sod., 2003akek in sod., 2003). Kmalu po zdku
epidemije SARS so povzritelja osamili, sekvencirali celoten genom in gaadkderizirali
(Qin in sod., 2003). Ugotovili so, da ima SARS zotski potencial in bi naj na ljudi presel
preko cibetovk in netopirjev iz rodRhinolophus Zmo nost hitrega Sirjenja virusa preko
aerosola in zaradi Stevilnih stikov obolelih z zdnai ljudmi je imelo za posledico, da je
SARS na Kitajskem dosegel epideme razse nosti (Cheng in sod., 2007).SARSse jarbhzs
tudi na Tajvan, v Vietnam in Singapur, izven pogmoAzije so o posameznih primerih
poro ali tudi iz Toronta v Kanadi (Hung LS, 2003). Vikepo pojavu omenjene epidemije je
priSlo do poveanega zanimanja za koronaviruse, pal@ se je tudi Stevilo sekvenc celotnih

genomov v podatkovni zbirki GenBank.

Pove anju Stevila znanih koronavirusov in njihovih celibt genomov je sledilo tudi ve
primerjalnih filogenetskih raziskav. Leta 2007 s@®in sodelavci opravili obse no Studijo
koronavirusov pri netopirjih na Kitajskem. Ugotaviko prisotnost petih raziih
koronavirusov, od teh dva do tedaj Se nepoznana&Cdd HKU9 in HKU10. Sekvencirali so
Stiri celotne genome ter jih primerjali z e znamigenomi koronavirusov. Rezultati so kazali
na to, da bi bilo potrebno uvesti dve dodatni pogski v 2. skupino koronavirusov.
Predlagali so, da je bolj smiselno klasificiratir@oaviruse skupine 1, s podskupinama 1a in
1b, skupine 2, s podskupinami 2a, 2b, 2c in 2dskepino 3, v sedem samostojnih skupin
(Woo in sod., 2007). Dve leti kasneje so Woo inetadci opravili podobno Studijo tudi pri
pticah. Zaznanih ptjih koronavirusov ni bilo veliko, zaradi podobnilastnosti ptic in

netopirjev pa so sklepali, da je velika verjetnakst,so pri pticah prisotni Se drugi, do tedaj



M. Ipavec: Doloitev celotnega ... praje epidemine diareje z ... lon Torrent sekvenciranja. 8
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2016. Raznig&lna naloga

nepoznani koronavirusi. Opravili so epidemioloSkad§o pri poginjenih divjih pticah in
odkrili tri nove koronaviruse: BuCoV HKU11, ThCoVKW12 in MuCoV HKU13. Uspeli so
sekvencirati celotne genome omenjenih virusov @dglna rezultate primerjav z e znanimi

koronavirusi, predlagali novo podskupino 3c (Wosdd., 2009a).

Junija, leta 2012 so v Savdski Arabiji ptoveku, ki je zbolel z akutno pljmico in ledvi no
odpovedjo osamili nov koronavirus in ga poimenow@oV-EMC. Klini na slika, ki jo je
virus povzroal je bila zelo podobna SARSu. Z dalwijo celothega genoma virusa so
ugotovili, da je nov virus najbli je dvema koronawsoma, ki so ju osamili pri netopirjih:
HKU4 in HKU5 in spada med betakoronaviruse (Zaki AMsod., 2012). Podoben primer
oku be so leta 2012 ugotovili pri pacientu iz Kasgam z genetsko primerjavo osamljenih
virusov ugotovili, da gre za istega povatelja. Virus so preimenovali v MERS koronavirus
(angl. Middle East respiratory syndrome). Z reteatyro Studijo so virus MERS potrdili, kot
povzro itelja izbruha te kih obolenj dihal pri ljudeh epkila 2012 v Jordaniji. O sporadiih
primerih so poroali tudi v Zdru enih Arabskih Emiratih, Giji, Maleziji, Filipinih, Angliji,
Franciji, Tuniziji, Egiptu, ZDA, Italiji in na Nizaemskem. Do julija 2014 so potrdili e preko
800 primerov MERS. NovejSe raziskave so pokazadejedMERS koronavirus naoveka
preSel iz oku enih kamel (Al Tawfig in Memish, 2014

2.1.2 Predlagan model evolucije koronavirusov

Glede na opravljene primerjalne filogenetske Stugjpredlagan model evolucije kjer naj bi
bili netopirji rezervoar za alfa- in betakoronawey ptice pa rezervoar virusov, ki so uers
med gama- in deltakoronaviruse. To teorijo podpiegtvo, da poznamo bogato raznolikost
netopirskin koronavirusov v rodovih alfa- in betakoavirusov, ne pa pri gama- in
deltakoronavirusih. Ist@sno je znana velika raznolikost fiti koronavirusov v rodu gama-
in deltakoronavirusov, ne pa pri alfa- in betak@warusih. Ali so se koronavirusi najprej
pojavili pri pticah in nato preskdi na netopirje, ali obratno, Se ni pojasnjenoa#da pa je, da
so koronavirusi relativno pogosto preskakovali esjotrst netopirjev ter znotraj vrst ptic.
Preskok na druge vrste sesalcev se je pogostegl zgonetopirjih, kot pri pticah (Woo in
sod., 2012).
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2.2 PREGLED ZGODOVINSKIH PODATKOV O POJAVLJANJU
VIRUSA PED

Pojav bolezni, ki jo povzra virus PED, so prvizabeleili leta 1971 v Veliki Britaniji,
vendar takrat samega povzitelja Se niso poznali (Oldham, 1972). Bolezen garwih letih

opisali kot nov sindrom prage epidemine diareje (Wood, 1977).

2.2.1 Ugotovitev povzro itelja PED

V zgodnjih 70. letih prejSnjega stoletja so bolezaanali tudi v Belgiji. Povzratelja so
prvi opisali pri eksperimentalno oku enih pujskih, kate so oralno aplicirali zmleta
revesja naravno okuenih prasv z izraenimi klininimi znaki. Z elektronskim
mikroskopom so vrevesni vsebini in narevesni sluznici prasev odkrili virione, za katere
so predvidevali, da spadajo med koronaviruse (GhaseCartwright, 1978). V Belgiji so
koronavirusom podobne delce prav tako ugotoviligirolelih prasSiih iz Stirih preiskovanih
rej. Koronavirus so poimenovali z imenom CV777 gotovili, da se razlikuje od do takrat
vseh znanih pragih koronavirusov. Opravljena je bila tudi raziskas katero so potrdili, da
v krvnih serumih praSev pred letom 1971, ni bilo prisotnih speaiiih protiteles proti virusu
PED. To odkritje je potrdilo, da gre za novo ugdjen virus v evropski populaciji pragv
(Pensaert in Debouck, 1978).

2.2.2 Pojavljanje virusa PED po svetu

Do nedavnega PED ni bila zelo poznana bolezen tuslepa so ji zaradi relativno majhnih
ekonomskih Skod posvali manj pozornosti. I1zjema so Azijske dr ave, vdw@h je PED od
vsega zaetka povzroal precejSnje ekonomske Skode in relativno visakadrsost pri sesnih
pujskih. V hudi epidemiji, ki so jo prvizaznali leta 2013 v ZDA, je PED povzilosmrt ve

kot 8 milijonov sesnih pujskov. Takrat se je zanijeaza bolezen PED bistveno posato.
Poro ajo tudi o epidemiji v Ju ni Koreji, Tajvanu in nlaponskem (Lee, 2015). PED je danes
prepoznana kot ena izmed nevarnejSih pji&Sivirusnih bolezni, ki predstavlja veliko

ekonomsko gro njo prasereji po svetu.
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2.2.2.1Pojavljanje oku b z virusom PED v Evropi

Odkritju virusa PED v Veliki Britaniji in Belgiji 8 sledili manjSi izbruhi in potrditev
prisotnosti virusa Se v nekaterih drugih evropskilavah. V naslednjih dveh desetletjih so o
praSiji epidemini diareji poroali na eSkem, Mad arskem, Nizozemskem, v Italiji,
Nem iji, Franciji, Spaniji, Bolgariji in Svici (Song irPark, 2012). V devetdesetih letih je
priSlo do obutnega zmanjSanja Stevila izbruhov v Evropi, paloso samo Se o posameznih
primerih (Carvajal in sod., 2015). V letih 20052006 je priSlo v severni Italiji do epidemije
PED, v kateri so obolevali prasivseh starosti v 63 rejah pradv (Martelli in sod., 2008). To
je bila edina zabele ena epidemija PED takSnegagdy Evropi v zadnjih 10 letih. Po letu
2013 so o0 posameznih izbruhih paah v Nem iji (Staedler in sod., 2015), Italiji (Alborali in
sod., 2014), Belgiji (Theuns in sod., 2015), Fran@brasland in sod., 2015), Ukrajini
(Dastejerdi in sod., 2015) in na Nizozemskem (VanWolf in sod., 2015).

2.2.2.2Pojavljanje oku b z virusom PED v Aziji

Prvi izbruh PED so na Japonskem zabele ili leta2l @8laboratorijskimi preiskavami tkivnih
vzorcev tankega revesa obolelih pra®v so izKkljuili prisotnost virusa TGE,
elektronskomikroskopska preiskava pa je dokazalsofmost koronavirusom-podobnih
virusnih delcev (Takahashi in sod., 1983). Istegga 0 prisotnost virusa PED potrdili tudi na
Kitajskem (Xuan in sod., 1984). V devetdesetihhlgé priSlo do razSiritve PED v Korejo
(Kweon in sod., 1993), na Filipine ter na Tajskeirf@ntapunt in sod., 1995). O izbruhih v
Vietnamu in Tajvanu so porali pribli no deset let kasneje. V Azijskih dr avatstaja PED
do danes aktualna bolezen, ki redno povanabruhe z relativno visoko smrtnostjo pujskov,
ter je vzrok za velike ekonomske Skode. V zadnjasu je PED v Aziji pridobil endenme

razse nosti (Carvajal in sod., 2015).

2.2.2.3Pojavljanje oku b z virusom PED v ZDA

Prvi pojav prasije epidemine diareje v ZDA so ugotovili leta 2013, v zvezmiadi lowa
(Stevenson in sod., 2013). Genom seva virusa PES) ga osamili je najbolj podoben sevu,
ki je v letih 2011 in 2012 povzral izbruhe na Kitajskem (Stevenson in sod., 20T8kom
leta 2013 se je virus PED izjemno hitro razSirilStevilne zvezne drave in dosegel
epidemine razse nosti. O izbruhih so poadi kar v 25 zveznih dr avah, pa tudi izven ZDA,

v Mehiki, Peruju, Dominikanski Republiki in Kanad.letu 2014 so prisotnost virusa potrdili
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tudi v Kolumbiji in Ekvadorju (EFSA, 2014). VirusBD je v ZDA povzroil ogromne
ekonomske Skode, saj je populacija doimgrasSiev e v prvem letu epidemije padla za
skoraj 10% (Jung in Saif, 2015).

2.3 KLASIFIKACIJA VIRUSOV PED

Virus PED uvrSamo v druino Coronaviridage ki skupaj z druinami Arteriviridae,
Mesoniviridaein Roniviridae predstavljajo red\Nidovirales kateremu je skupna strategija
pomno evanja in organizacija genoma. Dru irfdoronaviridae se nadalje deli na dve
poddru ini; Coronavirinaein Torovirinae. Predvideva se, da so se vsi predstavniki reda
Nidoviralesrazvili iz skupnega prednika. Koronaviruse danes/m@aamo v Stiri rodove in
sicer alfakoronaviruse, betakoronaviruse, gamalkavionse in nedavno odkrit rod
deltakoronavirusov (Jung in Saif, 2015, MacLachianDubovi, 2011; Virus taxonomy,
2015).Virus PED uvramo med alfakoronaviruse skupaj z virusom TGE, PR@Kisom

FIP, pasjim koronavirusom in drugimi. (Virus taxomp, 2015).

Virioni koronavirusov so pleomorfne ali sfeme oblike, velikosti 80-220 nm, velikost virusa
PED pa je priblino 130 nm. Za koronaviruse je zirea virusna ovojnica s Stevilnimi
peplomerami, ki so pri virusu PED v obliki kija welikosti 18-23 nm. Notranja struktura je
ikozaedrine oblike, znotraj katere je helikalna nukleokapsidGenom predstavlja
enojnovijana, pozitivno polarna molekula RNA velikosti 25-8b, ki kodira tri do Stiri
strukturne proteine. Pomno evanje virusa potekaoptazmi gostiteljeve celice, novi virioni
nastajajo na membrani endoplazmatskega retikulumsse ispros&jo s procesom eksocitoze
(MacLachlan in Dubovi, 2011; Straw in sod., 2006).

2.4 GENOM VIRUSA PED

Genom virusa PED je zgrajen iz enojnowvija, pozitivno polarne molekule RNA. Dol ina se
giblje okoli 28.000 nukleotidov (nt). Genom je omgaran podobno kot genomi ostalih
koronavirusov, kodira pa Stiri strukturne protetae Stiri nestrukturne proteine. (Jung in Saif,
2015).
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Na 5 koncu genoma virusa PED najdemo nekodimjaegijo (angl. untranslated
region,UTR) in 7 odprtih bralnih okvirjev (angl. @p reading frame, ORF ): ORFl1a, ORF1b
in ORF2-6.

ORFla in 1b obsegata priblino dve tretjini celayae genoma in kodirata virusne
nestrukturne proteine. ORFla kodira poliprotein likego. ORFlb se izrazi z -1
ribosomalnim zamikom bralnega okvirja in kodira &NA odvisno RNA polimerazo,

eksonukleazo, endoribonukleazo in metiltransfer&ibosomalni zamik povzro nastanek

poliproteina, ki se z interno proteazo razcepi Bakbn nih produktov: nsp (nestrukturni
protein) 1-16 (Lee, 2015; Song in sod., 2015).

Odprti bralni okvirji v nadaljevanju kodirajo 4 akturne proteine: glikozilirani protein
receptorja (angl. spike), ki je navadno omm@a s rko S in je velikosti 150-220 kDa,
nukleoprotein (N) v velikosti 58 kDa, membranskof@in (M) v velikosti 20-30 kDa, protein
ovojnice (E) v velikosti 7 kDa in pomo ni gen ORESlika 1 in Slika 2) (Lee, 2015).
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Slika 1: Shematen prikaz zgradbe genoma virusa PED. Oznaka pptegiopoliprotein 1a, oznaka pplab pa
poliprotein 1ab (Lee, 2015).

Figure 1: Schematic presentation of PED viral gematnucture. Ppla stands for poliprotein 1a, pstabds for
poliprotein 1ab (Lee, 2015).
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Slika 2: Shemateen prikaz zgradbe viriona PED (Lee, 2015).
Figure 2: Schematic presentation of PED virioncgtite (Lee, 2015).

RNP

Strukturni protein receptorja (S) je 1.383 aminbkislolg glikoprotein ovojnice virusa tipa 1
in je sestavljen iz dveh podenot: S1 in S2 (SlikaNBegova vloga je pripenjanje viriona na
gostiteljevo celico in omoga vstop viriona v celico, poleg tega pa v naravrgostitelju
spro i nastanek nevtralizacijskih protiteles. Sagel tudi pri adaptaciji rasti na catih
kulturah vin vitro pogojih ter atenuaciji virusa in vivo pogojih. Zaradi raznolikosti je
protein receptorja primeren za dadmje sorodnosti med sevi virusa PED, razvoj
diagnostinih metod in cepiv. Zaradi pojavljanja velike gesket raznolikosti in sprememb
aminokislinskega zaporedja proteina S, se od pryegava virusa PED pa do danes seve
najve krat genotipizira glede na to regijo virusnega geao Ta naj bi vplivala tudi na
patogenost posameznih sevov, kar se ka e predvseazlvno mo no izra enih klini nih
znakih pri klasinih sevih virusa PED in novih, S INDEL sevih, zdeta so zndlne delecije

In insercije v genu za protein receptorja. Spremembproteinu receptorja se s pridom
uporablja pri epizootioloSkih raziskavah (Lee, 2036ng in sod., 2015).
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Slika 3: Shematien prikaz strukture gena, ki kodira protein recgptfoumesSen v celoten genom virusa PED
(Deng in sod., 2016).

Figure 3: Schematic presentation of spike protenegstructure in comparison with complete genometstre
of PED virus (Deng et al., 2016).

Membranski protein (M) predstavlja najyiedele virusne ovojnice, potreben je za sestavo
novih virionov ter spro a nastanek nevtralizacifskirotiteles v gostitelju. Pri gostitelju naj bi

spro al tudi produkcijo interferona alfa (Lee, 2QX%ong in sod., 2015).

Protein ovojnice (E) ima kljwno vlogo pri sestavljanju virusne ovojnice in sestaovih
virionov ter pri spro anju stresnega odziva celgestitelja. Pri izstopu virionov iz celice
vpliva na delovanje ionskih kan&bv. Pri atenuiranih sevih virusa PED in sevu DRD3
poro ali o deleciji v genu, ki kodira protein E, vengaosledice omenjene spremembe Se niso
popolnoma pojasnjene (Lee, 2015; Song in sod., 2015

Protein nukleokapside (N) je fosfoprotein, ki v i@blvija nice obdaja virusni genom.
Sodeluje pri pomno evanju PEDV in patogenezi PE&),ammemogoa delovanje interferona
in s tem predstavlja del strategije izogibanja iskemu sistemu gostitelja. Uporaben je pri
diagnostiki oku b z virusom PED (Lee, 2015; Songod., 2015).

Gen ORF3 naj bi kodiral protein za tvorbo ionskdgmal ka, kar naj bi vplivalo na

pomno evanje in virulenco virusa PED (Lee, 2015).

2.5 EPIZOOTIOLOGIJA VIRUSOV PED

Ob prvem pojavu PED v Evropi, leta 1971, so uggadivina ilno mo no vodeno diarejo,

vendar so bili, v primerjavi s TGE, sesni pujsisteeno manj prizadeti, smrtnost je bila ni ja.
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Bolezen so najprej poimenovali epidema virusna diareja (EVD). Ko je pet let kasneje
priSlo do ponovnih izbruhov, se je bolezen kazdajSimi klini nimi znaki, prizadete so bile
vse kategorije pradv, vklju no s sesnimi pujski. Da bi Isi med obema oblikama bolezni
so EVD razdelili na dva podtipa. EVD tipa 1 je ptljal prvo klini no obliko iz leta 1971,
EVD tipa 2 pa novo obliko. Kasneje je bila bolezenotno preimenovana v praé
epidemino diarejo. Prvi sev CV777, kateremu so ddieeloten genom, spada med klass
seve virusa PED. V Evropi so se do nedavnega palanianj patogeni sevi z bla jo klinho
obliko, medtem ko je v Aziji virus PED od svojegavgga pojava povzral precejsnje
ekonomske Skode zaradi hujSe oblike bolezni, kies&azala z visoko smrtnostjo sesnih
pujskov. Sev, ki se je v letu 2013 pojavil v ZDAe g izjemno hitro razSiril v Severni
Ameriki in pridobil znailnosti epidemije. Zanj je bila znéna skoraj 100 % smrtnost sesnih
pujskov. Raziskave so pokazale veliko podobnosttaskim sevom iz leta 2011-2012,
China/2012/AH2012. V januarju 2014 so v ZDA pab o Stevilnih primerih, pri katerih so
bili klini ni znaki znailni za PED, a brez visoke smrtnosti pri sesnihsgily. Po osamitvi
virusa in sekvenciranju celotnega genoma so paotrdid gre za oku bo z virusom PED.
Osamljen sev OH815 je bil v 99% nukleotidnega zeg@r podoben prvotnim ameriskim
sevom, veja razlika pa se je pokazala v prvih 1170 nuklebtidgenu za protein receptorja
(S). Osamljen sev OH815 je bil najbli je kitajskeraavu CH/HBQX/10. Stevilne izbruhe so
zabele ili z novo, manj patogeno varianto PED, lgsrso to skupino sevov poimenovali S
INDEL skupina. Danes v ZDA kro ijo visoko virulentsevi virusa PED in redkeje dokazani
S INDEL sevi. V epidemni obliki se je PED po letu 2013 pojavil tudi v & Koreji,
Tajvanu in na Japonskem. Sevi, ki so se pojavilla@@onskem, so bili sorodni sevom iz ZDA
in Kitajske (Lee, 2015; Wang in sod., 2014). O 2014 dalje por@jo o izbruhih PED tudi
v evropskih dr avah kot so Nerja, Francija, Belgija in druge. Analiza genomoumge, da
spadajo osamljeni sevi v skupino S INDEL sevovk&H in Slika 5) (Stadler in sod., 2015;
Grasland in sod., 2015; Theuns in sod., 2015).

Kljub temu, da poznamo samo en serotip virusa Rfalilogenetske primerjave ka ejo na to,
da lahko seve razdelimo v dve skupini. V skupinouss amo klasine seve, v skupino G2
pa novejSe seve, ki povzmajo izbruhe, kateri dose ejo epideme ali pandemne
razse nosti. Vsako izmed skupin lahko nadalje réimte na dve podskupini: 1a in 1b ter 2a
in 2b. V Gla uvrsamo sev CV777, vakcinalne in druge seve, prilagojea celine kulture.

V G1b pa uvrSamo novejSe seve, o katerih so patov ZDA, Ju ni Koreji, na Kitajskem in
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nedavno v Evropi. Skupino G2a predstavljajo sevisk povzroali epidemine izbruhe v
Aziji, G2b pa tisti, ki so povzrali izbruhe v Aziji in Ameriki ter dosegli razse sb
pandemije. Slednji naj bi bili rezultat tovnih mutacij sevov iz skupine Gla. Delecije v
genu za protein receptorja so skupna #nast skupin G1b in G2, domneva pa se, da so sevi
v skupini G1b nastali z rekombinacijo sevov iz skula in G2, ki se je najverjetneje
zgodila na podrqu Kitajske. Termin S INDEL sevi se uporablja tak® seve iz podskupine
G1b kot za seve iz skupine G2 (Lee, 2015).



M. Ipavec: Doloitev celotnega ... prage epidemine diareje z ... lon Torrent sekvenciranja.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2016. Raznig&lna naloga

s KM189367 2\ CanadalOntano/ON-018/2014
29 KJBA5T00.1\Mexcs/124/2014
KFB04028.1\USAllowal1 808412013
KM382226. WUSATC PC168-P212012
KF850373 1\USAISU13-22038-1A-homoganala/2013
KJB45645.1\USATexas38/2013
KJ184549 1\USAKansasKS/2013
| KFBS0370.11USAISU13-19338E-IN-homogenatel2013
KJB45658 1\USAMINois632013
KJB45653. 11USAMisconsing5/2013

KJ584361. 1WSA/OhIOH 15962/2013
0! KM302224 1WSAITC PC22A-P10/2013
KJB45671 1USAMINnesotaT6/2013

KJE45654, FUSATennesse56/2013
KJ588064, 11South Korea/KUIDL-PED-2014-001
KJE23926.1\South Korea/K 14JB01/2014
KJEB2670.1\South Korea/KNU-1305/2013
KJB45684. 1\USAMissoUr92/2013

KJB45708.1\Mexico/1 04/2013
KJT78615 1WWSANPL-PEDW2013
KMOTT 138 1\USAMInnesola 1 B8/2014
KJB4 5646, T\USANorthCarolinad /2013

- KC196276.11China Central/CH/IZMDZ Y/ 11/2011
T KJG45640 1\WUSAIOKahomad2 2013

KJG45702, 1WWSAChio1 262014
— KB4 5640 1\USANowal3 57/2013
FM4053155.1'South KomeaMNU-1406-1/2014
KJ399978 1WSMOhio/OHES1/20 14

00 |
l a1 KM392232 1WSATC lowal0s (PV38)P1/2013

— KJG45635. 1\USA/Indianat2 B32013
ol KRO11756.1\France/FRI0C1 2014
Al “D:JV KROG3452 1'Belgium BVHI2015

———— KM242131.1\China South/CHIGDZ2014
3 KMEOS210, 1\China/ShanDong/PEDV-LY/2014
KMBO3203. 1\China/PEDV- 1072012
K

I'lrs KJO20932.1\China SouthiCHYJ130330/2013
- 9“( MEG9206. 1'\ChinalliangSu/PEDV-10F/2012
M ow KMBE08208.1\China/ChongQing/PEDV-15F/2012
5 KME09209. 1\ChinalliangSuPEOV-CHZZ013
— JNB25712 1\China/BJ-2011-1/2011
— KMB09207 f\China/ZheJiang/PEDV-14/2011

— JXD8EE95.1'China South/GD-B/20M 2
- KJ196348.1\China East/SHOP/YMZ013

s
g2— KF780857 2\China/CHAX-1/2013
JO282508 1\China/CHIFJND-3/2011

L] KMBD9212 1\ChinalliangSu/PEDV-LYG/2014

i
00 KMBD9213 1\China/ZheJiang PEDV-WS/2014

KC 140102 1'\China South/CHIF1ZZ-9/2012
~ KF761675. 1\China/CHYNKM-B/2013
JX188454. 1'China/AJ1102/2011
JXE24137. 1\ChinalZJC24/20 11
g KJG0178.1 Wietnam/Vinh AnAVNUJFP 1013 12013

B8

H JX261936 1"\China/CHGD-01/2011
EF JX112709.1'China South/GD-AJ2012
e KF384500.1\China South/CH/GDGZ2012
o KME09204. 1\China/PEDV-TC/2011
JO023161.1\50uth Korea/DHR 1 3/2008 i
JNSATZ28 1\ChinalCHIS/ 1986
aol-— GUI3TTYT 1'South Korea/SMB8
1008 KMBBT 144, \China/CHM2013/2013
‘°°.| L Le053455 11 ThailandiAVCTI 22010
i ~ KRE10991 1\ Thailand EAS 1/2014
NCOO3436 NCVTTT
@ EF 185982 1\China/l_.ZC Lanzhow
W_l KCZ10146. 1"China/JS2008/2008
" KC108141.1\China EastiJS2008
|
|

0o

~ KJ158152.1'\ChinatAnhuAH-M2011
; JQO23182 1'5outh Korea/attenuated DR13
"W'l KP162057.1\China/SC1402/2014
By JXBEOTE1. 1\China EastSD-Mi2012
B — KC188944 1\PEDY Attenusted vaccine =

1

108

10| - KRE10993, 11 Thailand/CBR1/2014
19 KJBB0178,1\Wistham/Mung Tual/NVAPT113 122013
% L KJOB0180.1Wietnam/Khoai ChauHung Yen/VNIKCHY-310113/2013

Ne - SINDEL
(Amerika, Azija)

Novi SINDEL

) LMBASOST. 1\GarmanyBaden-Wuertemberg/L00721/2014
100! LIME45058.11Gemany/Badan\Wuerttemberg/LO0OT7 19/2014

Ne - SINDEL
(Kitajska)

Ne - SINDEL
(Azija)

Klasicni
SINDEL

17

Slika 4: Filogenetska primerjava celotnih genommusov PED (povzeto po Carvajal in sod., 2015).
Figure 4: Phylogenetic comparisson of the comptgteomes of PED viruses (adopted from Carvajal et al

2015).
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Slika 5: Filogenetska primerjava gena za protetepéorja virusov PED (povzeto po Carvajal in s@015).
Figure 5: Phylogenetic comparisson of the spikeginogene of the PED viruses (adopted from Carvajabd.,

2015).
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NajpogostejSi nan prenosa virusa PED je fekalno-oralna pot. Preladko poteka z
direktnim kontaktom ali indirektno, preko kontanmame krme, opreme ali transportnih
sredstev, mo en je tudi aerogeni prenos. Predvidexada se virus lahko prenese tudi s
praSijim mlekom, kar omoga prenos virusa nha potomce. Na farmo se virus PED
najpogosteje vnese preko kontaminiranega blatazhhluhanih izlokov, s transportnimi
sredstvi, ljudmi ali s klinino oziroma subklinino oku enimi novimi praSii. Mo en na in
vnosa je tudi stik z divjimi ivalmi. V reji se virs lahko ohranja zaradi slabih higienskih
razmer ali pa perzistira pri odstavljencih in pddm kjer povzroa bla je klini ne znake
obolenja in zelo nizko smrtnost. Pra& nezaznavno oku bo so lahko rezervoar virusa. V
endemino oku enih rejah, v katerih iz razhih razlogov upade maternalna imunost pri
sesnih pujskih, lahko prihaja do ponavljajpizbruhov z visoko smrtnostjo sesnih pujskov
(Liin sod., 2012; Jung in Saif, 2015; Lee, 2015).

2.6 PATOGENEZA, PATOMORFOLOGIJA IN KLINI' NI ZNAKI

2.6.1 Patogeneza

Klini ni znaki se navadno poka ejo 1-8 dni po oku bi, mho od doze virusa, kategorije
prasi ev ter seva virusa (Jung in Saif, 2015). Pri sepnjkkih je obolevnost 100 %, smrtnost
se giblje med 80 in 100%, pri odstavljencih in pdi& pa pade na 1-3%. Pri odraslih ivalih
smrtnosti obiajno ni. Klasini sevi virusa PED povzrajo hujSo klinino sliko, medtem ko je

smrtnost pri sesnih pujskih oku enih z S INDEL savja (Carvajal in sod., 2015).

Celi ni receptor za virus PED je transmembranski protmmnopeptidaza N. V velikih
koli inah jo izra ajo vili enterocitov pra§ega tankegarevesa, zato pride na tem mestu do
vstopa virusa in pomno evanja. (Li in sod., 200Posledica oku be revesnih celic z
virusom je akutna nekroza, kar hitro privede dofgé vilov v tankem revesu, zmanjSa pa se
tudi koli ina proizvedenega mucina. Obramba tankegsaesja pred mikroorganizmi je hudo
prizadeta. V dobi inkubacije je lahko e 30-50% exotcitov tankegarevesa pozitivnih na
prisotnost antigena virusa PED, 24-60 ur po pojdini nih znakov je pogosto prizadet yie
dele absorpcijskega epitelija. Tudi po 72 urahSg vedno opaziti velik dele prizadetih
enterocitiv, kar nakazuje na to, da se oku ijo tugfjenerirajoe celice (Jung in Saif, 2015).

Ni Se pojasnjeno, kje vse prihaja do pomno evanjasa v celicah drugih organov, dokazno
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pa je bilo pomno evanje virusa v pljaih makrofagih vin vitro in in vivo pogojih (Park in
Shin, 2014).

Patogeneza oku be z virusom PED je pri starejS#siph slabSe raziskana, vendar je bila
prisotnost virusa v epitelijskih celicah vilov tada in debelegarevesa potrjena tako po
eksperimentalni kot po naravni oku bi. V redkih mperih se pri plemenskih pragi in
pitancih pojavi nenadna smrt z akutno nekrozo RrbimSice, vendar tma povezava z

virusom PED Se ni poznana (Straw in sod., 2006).

Razlog, zakaj virus PED povzma tako hude klinine znake pri sesnih pujskih in blago obliko
bolezni pri starejSih ivalih, Se ni popolnoma p&jgen. Obstaja teorija, da igra pri tem veliko
vlogo poasnejSa regeneracija enterocitov pri neonatalnjskgu kot pri odstavljencih in
starejSih ivalih (Lee, 2015).

2.6.2 Patomorfologija

PatomorfoloSke spremembe so dokazali pri poskusngri naravno oku enih prash.
Najbolj prizadeto je tankorevo, ki je napolnjeno z rumeno tekovsebino (Straw in sod.,
2006). Pri sesnih pujskih je znken dilatiran elodec napolnjen s popolnoma neprdjenim
mlekom (Lee, 2015).

Dan po oku bi ali inokulaciji histoloSko opazimo nman difuzen atrofini enteritis, viden kot
mikroskopske lezije na sluznici tankegeevesa, kar asovno sovpada s pojavom diareje.
Prizadeti so predvsem vili enterocitov tankegavesa, vidna je vakuolarizacija celic in
lu§ enje revesnega epitelija. Vili se v nadaljevanju hitraj&ajo, zmanjSana je tudi encimska
aktivnost enterocitov. V enterocitih debelegeevesa ni bilo opa enih histopatoloskih
sprememb (Straw in sod., 2006; Lee, 2015).

2.6.3 Klini ni znaki

Inkubacijska doba virusa PED traja 1-8 dni, odvignad naina oku be, najpogosteje pa se
klini ni znaki pojavijo e drugi dan po oku bi (Lee, 20150ku ba se kae predvsem z
mo no vodeno diarejo, ki je najznlnejSi in pogosto edini opazen klimi znak. Klini na

slika je lahko zelo podobna oku bi z virusom TGHotevnost je do 100%. Bolezen se
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znotraj rede Siri zelo hitro in v roku enega tedna vseliiva redi ka ejo klini ne znake. V
starosti do enega tedna u® pujskov pogine po treh do Stirih dneh diarggpk smrti je
predvsem dehidracija. Smrtnost je pri sesnih phjsksoka, najvekrat okoli 50 %, vendar
lahko pri pujskih v prvem tednu starosti dose eitbd0 %, kar prizadane sestauade in je
glavni vzrok za tako velike ekonomske izgube. PaSpih, starejSih od enega tedna, klmi
znaki obi ajno nehajo po enem tednu (Straw in sod., 2006)tran rede bolezen vztraja 3-4
tedne, lahko pa tudi vemesecev (Toplak in sod., 2016). Pra%a nejo izlo ati virus z

blatom po 48 urah, izlanje pa lahko traja do 4 tedne (Lee, 2015).

Poleg vodene diareje pri pra&i opazimo tudi anoreksijo in apatijo, prisotni lsdnko tudi
znaki abdominalne bolee, predvsem pri pitancih. Do 3 % pitancev s taksiklini nimi
znaki lahko naenkrat pogine, objno Se pred pojavom diareje. Pri patomorfoloSkeagledu
trupel je navadno odkrita nekroza hrbtne miSicejviN@ stopnjo smrtnosti bele imo pri
sesnih pujskih pri pitancih pa lahko y@ smrtnost priakujemo na farmah, kjer vzrejajo na
stres obutljivejSe pasme (Straw in sod., 2006). Pri pitare@ pojavlja tudi slabSi prirast, pri
svinjah pa predvsem apatija in anoreksija.pride pri svinjah do izgube legla zaradi oku be,
so posledica pogoste te ave z reproduktivnimi org&not so agalakcija in zapoznel estrus
(Lee, 2015).

V zadnijih letih so vse bolj opazne razlike v klmi sliki pri razli nih izbruhih virusa PED,
katere se predpisuje predvsem raidin sevom virusa PED, ki kro ijo po svetu. V zku
leta 2014 so v ZDA pri prash z diarejo odkrili tudi prisotnost deltakoronawov, ki so
sorodni azijskim sevom. V Aziji niso porali o klini nih oblikah diareje povzr@ne s strani
prasSi jih deltakoronavirusov (Wang in sod., 2014). Pa |2010 so se visoko virulentni sevi
virusa PED pojavljali v ZDA in v Aziji. V ZDA naj bkro ila predvsem dva tipa PED; visoko
virulentni sev, ki je podoben Azijskim sevom teMNDEL varianta, kateri predpisujejo bla je
klini ne znake in ni jo smrtnost. Tudi sevi, ki so povaliozbruhe v Evropi po letu 2014 (v
Nem iji, Franciji in Belgiji), spadajo med S INDEL sevojavljali so se obajno na farmah

pitancev, kjer so povzrdi manjSi dvig smrtnosti (Carvajal in sod., 2015).

Na klini no sliko naj bi, poleg razlne virulence PEDV sevov, vplivali Se mnogi drugi

parametri, kot so organizacija reje, imunski stghasamezne ivali in celotnerede ter
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higienske razmere. K poslabSanju klmh znakov prispevajo tudi sasne oku be z drugimi
virusi (Carvajal in sod., 2015).

2.7 PRVI DOKAZ VIRUSA PED V SLOVENIJI

V Sloveniji so veterinarji postavili sum PED v dedau 2014. V dveh rejah prasv
pitancev je prislo do pojava klimih znakov, med katerimi je bila najtnejSa akutna vodena
diareja. Virus PED so diagnosticirali leta 2015@np jo PCR v realnemasu (Toplak in
sod., 2015).

2.8 DOKAZOVANJE VIRUSA PED

2.8.1 Dokazovanje virusa PED z metodo RT-PCR

PCR je danes pogosto uporabljena, spewfidiagnostina metoda, ki je bila prviopisana

e leta 1986 (Mullis in sod.,1986). RT-PCR (anglverse transcription and polymerase chain
reaction) je modificirana oblika PCR pri kateri sajprej izvede reverzno transkripcijo z
encimom reverzna transkriptaza, ki pretvori RNAomplementarno DNA (cDNA) (Rahman
in sod., 2013).

2.8.2 Dokazovanje virusa PED z metodo RT-qgPCR

PCR v realnemasu (QPCR: angl. real-time PCR) je metoda, ki sket@ 1986 prvi opisali
Heid in sodelavci ter omoga kvantifikacijo tare v vzorcu. Zaradi RNA zgradbe virusnega
genoma se pri dokazovanju virusa PED uporablja g2CGBverzno transkriptazo. (Heid in
sod., 1986; Espy in sod., 2006; Rahman in sod3201

Heid in sodelavci (1986) so prvi opisali metoda,kateri je merjenje koline produkta PCR
potekalo po principu fluoresceme TagMan metodologije. Gre za to, da se za izvétlbB
uporablja TagMan hibridizacijsko sondo, ki je ozer@a z dvema fluorescamma barviloma
(npr. fluorokrom FAM in duSilec TAMRA). Ko je hibdizacijska sonda intaktna, barvilo
TAMRA absorbira fluorescenco, ki jo oddaja FAM. Me@ddaljSevanjem verige z DNA
polimerazo pa se sonda cepi, TAMRA fluoreseega sevanja ne absorbira ve kar

povzroi, da fluorescenca ni veduSena. Sevanje FAM s@som in Stevilom ciklov naras
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sorazmerno s kolino nastajajoega produkta v vzorcu (Heid in sod., 1986).Danemhamo
ve je Stevilo razlinih vrst sond in barvil, ki se uporabljajo pri gP@RanGuilder in sod.,
2008).

2.8.3 Sekvenciranje po Sangerju

Watson in Crick sta leta 1953 objavillanek, v katerem sta kot strukturo DNA molekule
predlagala model dvojne vijaice, sestavljene iz Stirih nukleotidov: adenozicdidina,
timidina in gvanozina (Watson in Crick, 1953). Tdkatje je v veliki meri prispevalo k
razvoju molekularne biologije in genetike, kot jozmamo danes. V sedemdesetih letih sta
Wally Gilbert in Friderik Sanger istasno razvila razlni tehniki za doloanje nukleotidnega
zaporedja v DNA molekuli. Kot bolj uporabna se z&azala Sangerjeva metoda, ki je bila
prvi opisana leta 1977 in deluje po principu kemijshkremenjenih nukleotidov za
zaustavljanje sinteze novih verig. Stevilna odari§ podroja sekvenciranja so kasneje
omogoila izvedbo projekta loveski genom (HUGO, angl. Human Genome). Rezultat
projekta pa ni bil le dolatev zaporedja genoma in boljSe poznavanje geremyé tudi
razvoj Stevilnih novih metod in tehnologij. Avtonm@atan postopek sekvenciranja je ena od
omenjenih metod, ki so bistveno prispevale k ndpredekvenciranja in so danes
nepogresljive v mikrobioloskih laboratorijih po vsesvetu (Sanger in sod., 1977, Watson in
Berry, 2003).

Metoda sekvenciranja po Sangerju je bila v praksc@ zamudna in je zahtevala veliko dela.
Ker so bili modificirani nukleotidi najprej oznani z enakim radioaktivnim izotopom, je bilo
potrebno reakcijo izvajati v Stirih lenih epruvetah in v posebej dodmih prostorih zaradi
uporabe radioaktvnih elementov. Zato so leta 198ét in sodelavci predstavili novo
metodo oznaevanja dideoksinukleotidov s pomo Stirih razli nih fluorescennih barvil, kar

je omogoilo izvajanje sekvenciranja v eni sami reakcijskirevetki in s tem olutno
skrajSalo postopek in pocenilo preiskavo (Probersod., 1987). lzboljSavo postopka
sekvenciranja je predstavljala tudi uporaba kapédaglektroforeze, ki je bila prviopisana v
poznih osemdesetih letih, celoten postopek pa jgoneotudi avtomatizirati (Dovichi in
Zhang, 2000).
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2.8.4 Sekvenciranje naslednje generacije

Doba sekvenciranja naslednje generacije (angl. gexération sequencing, NGS) se jecta
v letu 2005, ko je podjetje 454 Life Sciences rlxzun poslalo na triSe prvi komercialno
dostopen sekvenator GS 20. Danes je na voljaaai nih platform za NGS, ki so s svojim
prihodom korenito spremenile raziskave in klm diagnostiko na podru
genomike(Voelkerding in sod., 2009).

Priprava vzorcev za NGS poteka pri vseh platformpalpodobnem postopku. Po osamitvi
nukleinskih kislin je najprej potrebna priprava ikmge za sekvenciranje. S procesom
fragmentacije se genomsko DNA/RNA razre e na krdjsggmente, na katere se s poino
encima DNA ligaze kovalentno ve e adapterje je genetski material v obliki RNA je pred
vezavo adapterjev potrebna reverzna transkrip&jaRNA molekule prepiSe v cDNA
fragmente. Sekvence adapterjev so spewfi za posamezno platformo in omogjo
pomno evanje fragmentov z encimom DNA polimeraza iIN pomno evanja knji nice se
med posameznimi platformami razlikuje, namen ppgmno iti nukleinske kisline na dovolj
veliko Stevilo kopij posameznega fragmenta, da gustsignal podaljSevanja verige pri

sekvenciranju merljiv (Mardis, 2013).

Skupna lastnost tehnologij NGS je vzporedno sekvame klonsko pomno enih ali
samostojnin DNA molekul, ki so prostorsko éme. Sekvenciranje poteka v velikem Stevilu
zaporednih ciklov, med katerimi prihaja do sintgmwédegajo e se nukleotidne verige. Ker
vzporedno poteka veliko Stevilo reakcij, se ustwaposameznem ciklu vesto megabajtov
(Mb) do gigabajtov (Gb) podatkov, ki nosijo inforolj@ o nukleotidnih zaporedjih
(Voelkerding in sod., 2009). Vezavo posameznegaStwih nukleotidov veina metod
zaznava z merjenjem iluminescence ali fluoresceimfmma pa je tehnologija lon Torrent, ki
meri spremembe pH. Ta tehnologija je cenejSa iprpstejSa, saj platforme za merjenje ne
potrebujejo optinih elementov (Liu in sod., 2012).

2.8.4.1Roche/454 Life Sciences

Prvi sistem za NGS, ki je bil komercialno uspesenpil sistem 454 podijetja 454 Life
Sciences. Njihova aparatura GS 20, je bila tuiSpredstavijena leta 2005. Temelji na
tehnologiji pirosekvenciranja (Voelkerding in so#009). Izvor pirosekvenciranja sega v leto
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1993, ko so Nyren in sodelavci opisali metodo sekiranja, ki temelji na zaznavanju
svetlobnega sevanja pirofosfatov, ki se spasob vgradnji gradnikov dNTP v nukleotidno
verigo (Nyren in sod., 1993).

V za etku je bil tak postopek sposoben ibavanja zaporedja od 100 do 150 nukleotidov, v
enem ciklu je bilo lahko obdelanih 2 Mb informadijeta 2007 je bilo podjetje 454 Life
Sciences prevzeto s strani Roche Applied Scienem kasneje je bila tr i&1 predstavljena

izboljSana, nova verzija 454 sistema (Liu in s@012).

Prednosti 454 sistema so velika hitrost dela (19audokonanje postopka sekvenciranja) ter
dol ina posameznih sekvenc, ki jih je sposoben pmavprebrati (nekaj sto nukleotidov). To
olajSa tudi de nove sekvenciranje celotnih genomov. Mo no je avtomaditi velik dele
priprave knji nice, kar zmanjSa potrebno Stevilovaplcev v postopku. Te ave pri tem
sistemu predstavlja predvsem visoka cena postdpiati pa se Stevilo napak v zaporedju
pove uje, ko gre za dol@nje zaporedja enakih nukleotidov, ki je daljSebdap (Liu in sod.,
2012). DaljSi kot so homopolimeri, a je verjetnost za nastanek napake. To je tudkyzr
da je najve napak pri sestavi nukleotinega zaporedja v obiiigercij-delecij, ne pa
substitucij (Shendure in Ji, 2008). Po letu 20125¢ sekvenciranje manj v uporabi in so ga
nadomestile druge tehnologije.

2.8.4.250LiD

SOLID (Sequencing by Oligo Ligation Detection) telogija je bila prvi predstavljena leta
2007 in je temeljila na dvo-baznemu spajanju zciigkim sekvenciranjem (Liu in sod.,
2012). Tudi SOLID je po letu 2012 manj v uporabsoga nadomestile druge tehnologije.

2.8.4.3lllumina

Solexa je bila ustanovljena leta 1998. Po neuspeSrezvoju ideje za sekvenciranje
posamezne DNA molekule, pritrjene na mikrosfero,sgopreusmerili k sekvenciranju s
klonsko pomno enimi matrnimi DNA molekulami. Platforma Solexa Genome Analyz
(GA) je prisla na triSe leta 2006. Istega leta je to tehnologijo odkuplilamina
(Voelkerding in sod., 2009). GA deluje po princignologije sekvenciranja s sintezo (angl.:
sequencing by synthesis, SBS). Knji nico za sekiurange predstavljajo nekaj sto baznih

parov dolgi odseki preiskovane nukleinske kislingrrjenimi adapterji. Po denaturaciji
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DNA molekul so enojne verige v preta celici pomno ene s tehnologijo »angl. bridge
amplification«. Tvorijo se skupine klonskih odsekdoNA katere se pred samim
sekvenciranjem obdela s ponm linearizacijskega encima, ki dvojnovijge nukleinske
kisline pretvori v enojnovijane molekule (Liu in sod., 2012). Sekvenciranje kate ciklih,
pri emer se v vsakem ciklu doda ena sama baza. Tosgeatm z uporabo modificiranih,
fluorescenno oznaenih nukleotidov, ki reverzibilno zaustavijo podalyanje verige
(Shendure et Ji, 2008).

Najve ja te ava, ki se pojavlja pri tej tehnologiji, sonejene dol ine oditanih sekvenc, ki so
posledica razlinih faktorjev, med katere spada predvsem nepradé&iovanje modificiranih
nukleotidov. Glavni tip napak, ki se pojavljajo piblo anju sekvenc se kae v obliki
substitucij, medtem ko so insercije in delecije keed Te ave, ki jih homopolimeri
predstavljajo pri drugih tehnologijah, kot je nanper sistem 454, se tu ne ka ejo v taksni
meri. Vzrok za to je podaljSevanje verige za enmdazo in odtavanje rezultatov po

vsakem posameznem ciklu (Shendure in Ji, 2008).

2.8.4.4lon Torrent

Tehnologija lon Torrent uporablja polprevodnik, lpyekaterega sprememba pH omogo
direktno pretvorbo kemnih informacij dodanih nukleotidov (A, C, T, G) vigitalne
informacije (1, 0). Do spremembe pH prihaja zarspliostitve vodikovega iona (M ob
vgradnji nukleotida v nastajajo verigo. Trenutno so na voljo za sekvenciranjerz Torrent
tehnologijo Stiri platforme. lon Proton™ Systempevi visoko zmogljiv sekvenator, ki je
sposoben v le nekaj urah sekvencirati velike gendmeje na primer loveski genom. lon
Protorl" sistem se uporablja spom lon PI™ Chip v3. lon S5™ in lon S5™ XL sta
namenjen hitremu tanemu sekvenciranju, premer se ju lahko uporablja s tremi raaimi
ipi: lon 520™ Chip, lon 530" Chip in lon 546™ Chip. lon Personal Genome MacHine
(PGM™) System je priSel na tr ig¢ leta 2010. Zaradi svoje majhnosti, sorazmernalngo
cene in hitrega delovanja je primeren za manjSer&dbrije ter za klinine vzorce. ipi za
uporabo z lon PGMW so lon 314™ Chip v2 (zmogljivost 10 Mb), lon 316Chip v2
(zmogljivost 100 Mb) in lon 318™ Chip v2 (zmogljisb 1000 Mb), ki se med seboj

razlikujejo po zmogljivosti (Liu in sod., 2012;
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http://www.thermofisher.com/search/results?querg=mgm-+chips&amp;persona=Catalog&
amp;navld=10974).

Plast za detekcijo spremembe pH
Ionski detektor

Slika 6: Shematski prikaz reakcijske mikrojamiceé jmn Torrent sekvenciranju (povzeto po Merriman in
Rothberg, 2012).

Figure 6: Schematic presentation of reaction mielbym lon Torrent sequencing (adopted from Merninia
Rothberg, 2012).

Priprava knji nice za sekvenciranje z lon PGM sereas fragmentacijo DNA, encimskim
popravljanjem koncev in vezavo adapterjev. Pomnang® knji nice poteka z emulzijskim
PCR, pri emer so DNA molekule vezane na mikrosfere s pgonosekvence,
komplementarne adapterjem. Sledi obogatitev, pmer se odstrani sfere z nezadostno
pomno eno DNA, na polnih sferah pa se izvede psdlgg oligonukleotidnih zatnikov.
Sfere se nato nanese v jamice na ustreznem ipa (Slika 7), na katerem pot
sekvenciranje (Mardis, 2013) Pretd ip se izmenjujoe preplavlja s posameznim

nukleotidom, detektor pa zazna, ali je v deiwem ciklu priSlo do vezave nukleotida ali ne.
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e je dodan nukleotid, s katerim jg preplavljen komplementaren sleéenu nukleotidu na
matrici DNA, pride do spremembe pH, ki jo sekvenatazna. e je priSlo do zaporedne
vezave dveh ali vehomolognih baz, pa je sprememba pH viSja (Liuad.s2012). Ker je
od itavanje neposredno in sekvenator deluje kot majplenmeter, je za vsako zaznavo

potrebnih le nekaj sekund (Thermo Fischer, 2016b).

Mikrojamice na Eipu

Plast za detekcijo
spremembe pH

Ionski detektor

Slika 7: Prikaz reakcijskih mikrojamic na lon 3¥4 ipu (povzeto po Merriman in Rothberg, 2012).
Figure 7: Display of reaction microwells on lon 3¥4Chip (adopted from Merriman and Rothberg, 2012).

Velika prednost lon Torrent sekvenciranja je, daodatavanje ne potrebuje detektorja za
zaznavanje fluorescence, kar se odra a \ivetrosti, manjsi velikosti platforme ter ni jieni
reagentov (Liu in sod., 2012). Povpna dol ina prebranega zaporedja je med 100 in 400
nukleotidi, z veanjem Stevila jamic naipu pa je bila dose ena v koli ina pridobljenih
podatkov, ki je narasla iz zetnih 10 Mb na 1 Gb. Najvenapak pri doloanju sekvence se
pojavlja v obliki insercij in delecij, predvsem naestih daljSih homopolimerov. Substitucije

so pri tej tehnologiji redka napaka (Mardis, 2013).
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3 MATERIALIIN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzor enje blata prasi ev na PED pozitivni farmi

Od januarja do septembra 2015 smo opravili skugnezbr enj blata praSev na isti farmi,
kjier smo 6. januarja 2015 prvidokazali prisotnost virusa PED v Sloveniji. Posante
vzor enje blata smo opravili nakljno iz petih razlinih delov posameznega boksa. Bokse
smo tudi izbirali nakljuno, namensko pa smo vzoibokse v katerih smo pri prash
pitancih opazili znake akutne diareje. Skupno sngwzeli 41 vzorcev blata pra&v.
Posamezni vzorec smo odvzeli v koli priblino 50 ml. Pri vzorenju smo uporabljali
sterilne rokavice, plasthe li ke in lon ke. Po odvzemu smo vzorce shranili na + 4 °C in jih
nemudoma transportirali v laboratorij, kjer smo plo nadaljevanja preiskav shranili v

zamrzovalniku pri temperaturi ni ji od - 60 °C.

3.2 METODE

3.2.1 Delo v Laboratoriju za molekularno virologijo

Delo smo izvajali v Laboratoriju za molekularnoologijo na Institutu za mikrobiologijo in
parazitologijo Veterinarske fakultete. V sklop ladorijev s podtlakom smo vstopali po
protokolu za laboratorij varnostne stopnje BSL3,sd@ preprdli in zmanjSali mo nost za

iznos virusov iz laboratorijskih prostorov.

Pri izvajanju vseh postopkov smo bili obdmi v dodatni zastni plas, uporabljali smo
zasitne rokavice in jih po potrebi vkrat zamenjali, z vzorci smo rokovali v brezprasnih
komorah (zagtnih laminarjih) in pri tem uporabljali sterilneateriale, proste DN-az/RN-az.
Delovne povrSine smo med delom keat oistili in razku ili. Postopke pipetiranja smo
izvajali s kalibriranimi pipetami in vedno uporadlljnastavke za pipete s filtri. Pri pripravi
vzorcev in pipetiranju smo upoStevali osnovne paistaza prepreevanje kontaminacije med

VZOrci.
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3.2.2 Priprava suspenzije vzorca iz blata

Posamezni vzorec blata smo odmrznili enourno inkjdbaa sobni temperaturi. Za pripravo
suspenzije iz vzorcev smo s sterilno Ko za enkratno uporabo odvzeli priblino 1 g vzorca
blata in mu v 15 ml epruveti dodali 9 ml RPMI 1640jiS a (Gibco, Velika Britanija).
Vsebino epruvet smo dobro premesSali z 10 sekundngBanjem na vrtimem meSalniku,
pustili 10 min na sobni temperaturi in Se enkranpesali. Suspenzije smo centrifugirali 10
minut pri 2.500 obratih na minuto. Po centrifugjtarsmo 2 ml pripravljene suspenzije

vzorcev shranili v sterilne vialke in nadaljevalosamitvijo nukleinskih kislin.

3.2.3 Osamitev nukleinskin kislin  RNA s komercialnim kompetom
QlAamp® Viral RNA Mini Kit

Osamitev virusne RNA smo po navodilih proizvajaleeedli s komercialnim kompletom
QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Nemija), ki je namenjen hitri in standardizirani
osamitvi virusne RNA iz vzorcev plazme, seruma, zbed nih telesnih tekan in
supernatantov celih kultur. Po koncu postopka je dobljena viruRA prosta proteinov,
inhibitorjev, nukleaz in ostalih nesto . V vsako osamitev smo zraven vzorcev vkijusSe

najmanj eno pozitivno in eno negativno kontrolo.

3.2.4 Dokaz prisotnosti nukleinskih kislin virusa PED v vzorcih z metodo
RT-gPCR

Po osamitvi nukleinskih kislin iz vzorcev blata smspecifino dokazovanje prisotnosti
nukleinskih kislin virusa PED izvedli s komerciaimikitom RT-qPCR v realnemasu
(virotype® PEDV/TGEV RT-PCR Rgt, Qiagen, Neija), ki je namenjen sasnemu
dokazovanju prisotnosti virusov PED in TGE, v ragko meSanico pa je vkljena tudi
interna pozitivna kontrola. Postopek smo izvajah pavodilih proizvajalca. Pri izvedbi
postopka smo uporabljali materiale proste DN-azd&NKer reverzna transkripcija in PCR
potekata v isti reakcijski epruvetki, je bila mostdkontaminacije zmanjSana. Uporabili smo
oligonukleotidne sonde, ki so bile ozeae s fluorescemimi barvili FAM za PEDV, Quasar
670/Cy5 za TGEV in HEX za interno kontrolo.
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Rezultate smo dobili v obliki vrednosti Ct (angycte treshold), ki predstavljajo zaporedno
Stevilko cikla v katerem je jakost fluorescenceraziega barvila presegla nastavljen prag
zaznave (angl. treshold). Nije vrednosti Ct ponmentiSje Stevilo kopij virusne RNA v

preiskovanem vzorcu.

3.2.5 Ponovna osamitev nukleinskih kislin virusa PED iz pzitivnih vzorcev

za potrebe sekvenciranja celotnega genoma

Iz Sestih predhodno potrjenih mmo pozitivnih vzorcev z metodo RT-gPCR za dokamsar
PED smo za potrebe NGS ponovno izvedli osamiteVemskih kislin iz originalnih vzorcev
z namenom, da bi potrdili ustreznosstosti izbranih vzorcev in kolino prisotne virusne

nukleinske kisline za nadaljnjo uporabo v postopé&kvenciranja celotnega genoma.

Osamitev smo izvedli zaporedno, z dvema komerci@nikompletoma po navodilih
proizvajalca. Uporabili smo QlAanfipViral RNA Mini kit (Qiagen, Nemija) in TRIzol®
Reagent (Life Technologies, ZDA). Osamitev viruf¥A smo najprej izvedli s QlAanip
Viral RNA Mini kit (Qiagen, Nemija) pri vseh Sestih vzorcih, temu pa je sledilaaSamitev
s TRIzof Reagent (Life Technologies, ZDA). Po zak§uni osamitvi smo dobljene kome
vzorce preverili z metodo RT-gPCR (virotyg@EDV/TGEV RT-PCR Rgt, Qiagen).

3.2.5.1Ponovna priprava suspenzije iz vzorcev blata

Postopek priprave posameznega vzorca smo izveatlijekbilo opisano pod t&o 3.2.2. Po
centrifugiranju smo suspenzijo vzorcev Se dodaiitardli skozi sterilni filter s porami

velikosti 0,45 nm (Sartorius, Nefjg).

3.2.5.20samitev virusne nukleinske kisline s komercialninkompletom QlAamp Viral
RNA Mini kit (Qiagen, Nem ija)

Osamitev virusne RNA smo najprej izvedli s QlAdtapal RNA Mini kit (Qiagen,

Nem ija). Za vsak vzorec smo osamitev RNA izvedli v ldveonovitvah. Za razliko od

navodil proizvajalca smo tokrat na koncu osamitWAReluirali v 100 ul in ne v 60 ul pufra

AVE.
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3.2.5.30samitev virusne nukleinske kisline z reagentom TRiol® (Life technologies,
ZDA)

Obe ponovitvi posamezne osamljene RNA (100 ul + @QOki smo ju v prejSnjem koraku
pridobili s kompletom QlAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen, Nemija), smo zdruili v
kon ni volumen 200 pl za posamezni vzorec. Postopeknibga smo nato izvedli Se s
komercialnim reagentom TRIZd[Life technologies, ZDA) po navodilih proizvajalaasi na
tak nain zagotovili bolj iste vzorce virusne nukleinske kisline. Reagent ZBR! je
namenjen hitri osamitvi celotne, visoko kvalitetRINA iz tkivnih in celi nih vzorcev.

Primeren je za hkratno obdelavo jega Stevila vzorcev.

3.2.5.4Kvantifikacija virusne RNA z metodo RT-qPCR

Pred nadaljevanjem postopka smo za potrditev usggmosamezne osamitve virusne RNA
iz vzorcev izvedli dokazovanje nukleinskih kislimusa PED s komercialnim kompletom RT-
gPCR v realnemasu (virotyp& PEDV/TGEV RT-PCR Rgt, Qiagen, Neija), kot je bilo e
opisano pod tcko 3.2.4.

3.2.6 Priprava vzorcev za NGS

Priprava vzorcev in kvalitetne knji nice je kljni postopek, sestavljen iz vé&orakov, ki v
zelo veliki meri vplivajo na rezultate dolanja nukleotidnih zaporedij s tehnologijami NGS,
zato je pomembno, da so postopki izvedeni strokawnoatanno, ter da se skozi celoten

potek dela skrbi, da ne pride do kontaminacije e&or

3.2.6.1Merjenje koli ine osamljene RNA v vzorcih

Pred zaetkom priprave knji nice za NGS smo kadho osamljene RNA v vzorcih izmerili s
Qubit® 3.0 fluorometrom (Invitrogen, Life Technologies,D&) in Qubif® assays
komercialnim kompletom po navodilih proizvajalc@ubit® 3.0 fluorometer je namizni
fluorometer, namenjen hitremu in nataemu merjenju koline DNA, RNA ali proteinov v
vzorcih. Koncentracijo v vzorcu zazna preko fluoessnega barvila, ki oddaja sevanje ob
vezavi na tamo molekulo, kar zmanjSa ke morebitne kontaminacije. Za opravljanje
meritev potrebujemo minimalno 1l vzorca, kar olajSa potek dela z manjSimi kiolami

vzorcev.
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3.2.6.2Fragmentacija

Postopek priprave DNA knji nice za sekvenciranjeosizvedl|i z lon Total RNA-Seq Kit v2.0
(Life Technologies, ZDA) po navodilih proizvajalc@®olo ene postepke smo prilagodili
glede na koliino izmerjene RNA. Cilj postopka je iz osamljeneusne RNA pripraviti
kvalitetho cDNA kniji nico za nadaljnje postopke pgavedbi NGS. Uporabljen komplet je
primeren za sekvenciranje do 200 nukleotidov dolfydgmentov nukleinskih kislin in
podpira uporabortnih kod oziroma barkod (angl. barcodes), ki s @mmogo ajo dolo anje
nukleotidnega zaporedja veazli nih vzorcev na istemipu. Uporabili smo lon RNA-Seq
Barcode 1-16 Kit (Life Technologies, ZDA).

Prvi korak v pripravi knjinice je fragmentacija asljene RNA. Pri tem postopku smo
uporabili vodo prosto nukleaz in sledili navodil@mizvajalca. Fragmentirano RNA smo dali
na led in takoj nadaljevali S enjem po protokolu proizvajalca. Uporabili smo Mat

Bead Cleanup Module.

3.2.6.3Vezava adapterjev

Na o0iS eno fragmentirano RNA smo adapterje vezali po néitogroizvajalca. Uporabili
smo lon Adapter Mix v2, ki je komplet oligonukleddv z enovijano degenerirano sekvenco
na enem koncu in definirano sekvenco, ki je potaeka nadaljevanje postopka na lon
PGM™ sistemu na drugem koncu. Uporaba omenjenih oligeotidov usmeri orientacijo
RNA molekul pri hibridizaciji tako, da so proizvetuetarne molekule (matrice) primerne za

sekvenciranje iz smeri 5’ konca verige.

3.2.6.4Reverzna transkripcija

Z reverzno transkripcijo smo eleli pridobiti enavee cDNA kopije fragmentiranih RNA
molekul. Uporabili smo 10X RT Buffer pufer, 2,5 mdNTP Mix in lon RT Primer v2 (Life

Technologies, ZDA). Dobljeno cDNA smoistili po predpisanem protokolu proizvajalca.

3.2.6.5Pomno evanje cDNA in priprava knji nice z barkodami

Za pripravo knji nice z barkodami smo uporabili I8iotal RNA-Seq Kit v2 in lon Xpres¥
RNA-Seq Barcode 01-16 Kit (Life Technologies, ZDA)jo po konanem postpku astili po
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navodilih proizvajalca. QS eno namno eno cDNA z vezanimi barkodami smo do madl|

uporabe shranili v zamrzovalniku na - 20 °C.

3.2.6.60cena uspesnosti priprave knji njice

Uspesnost priprave in kvaliteto pridobljene knjceismo izmerili na aparaturi LabCRisX
(Caliper, Life Sciences, ZDA), ki je namenjenadeanju nukleinskih kislin ali proteinov
glede na njihovo velikost. Uporabili smo komerciakomplet HT DNA High Sensitivity

LabChig® Kit po navodilih proizvajalca. Meritve smo opravik podjetju Omega d.o.0.

Tehnologija, uporabljena pri LabCHigsX temelji na principu gelske elektroforeze. Arali
vzorcev poteka avtomatizirano, nipih, kar bistveno skrajSaas, ki je potreben za levanje
molekul razli nih velikosti, hkrati pa omogo neposredno pretvorbo dobljenih informacij v
digitalno obliko in s tem olajSa interpretacijo uéatov.

3.2.6.7Zdru evanje vzorcev, vezava matri ne cDNA na lon PGM™ Template OT2 200
lon Sphere™ Particles sferice, obogatitev in pomno evanje vzara s sistemom
lon OneTouch™2

lon PGM™ Template OT2 200 komplet je namenjen puprzorcev na lon One Touch 2
sistemu (Life Technologies, ZDA), ki je vkljan v postopek sekvenciranju z lon Torrent
tehnologijo . Sistem vsebuje inStrumenta lon OneliChoES, ki je namenjen obogatitvi
pozitivnih sferic, in lon One Touch 2 inStrumentik& 8), ki je namenjen pomno evanju z
emulzijskim PCR. Postopek obogatitve in pomno eaaknji nice na lon Sphere™ partiklih
(v nadaljevanju sferice) je avtomatiziran, kar oma@gla jo in hitrejSo pripravo vzorcev za
sekvenciranje. Na sferice se ve ejo matg nukleinske kisline pripravljene knji nice, ki se

na posamezni sferici pomno ijo.

V prvem koraku smo pripravili lon OneTouch™ 2 apara za uporabo po navodilih
proizvajalca. Sledila je uporaba priprava raztopmaepomno evanje z emulzijskem PCR.
Uporabili smo lon PGNM Template OT2 200 Reagent Mix, lon PGMTemplate OT2 200
PCR Reagent B, lon PGM Template OT2 200 Enzyme Mix in lon PG Template OT2
200 lon Spherd" Particles (ISP, v nadaljevanju sferice), po nahlodproizvajalca.

Pripravljene barkodirane sferice smo ustrezno thirder zmeSali v skupen vzorec. Tega
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smo nato dodali, v ustrezni kali, k meSanici za pomno evanje z emulzijskem PTRKoj
smo nadaljevali s polnjenjem reakcijskega filtra BGM™ OneTouch Plus Reaction Filter
Assembly. Z vzorcem napolnjen reakcijski filter smamestili na lon OneTouch™ 2

aparaturo in zagnali emulzijski PCR po navodilibipvajalca.

Po konanem pomno evanju z emulzijskem PCR smo slediliaalem proizvajalca za
pripravo vzorca, ki gre v obogatitev (angl. enri@nt) pred sekvenciranjem. Koncentracijo
pozitivnih sferic (angl. template positive ISPs)cspreverili s fluorometrom Qubit3.0 (Life
Technologies, ZDA), ki ima program za testiranjalitete ISP (odstotek ISP na katere se je
uspe$no vezala matia cDNA). Uporabili smo lon Sphéfé Quality Control Kit, po
navodilih proizvajalca. Delo smo nadaljevali z oltityijo pozitivnih ISP z vezano matrio
cDNA na instrumentu lon OneTouhES, po navodilih proizvajalca.

Slika 8: lon OneToucH' 2 indtrument (Veterinarska fakulteta).

Figure 8: lon OneToucdl 2 instrument (Veterinary faculty).
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3.2.7 Sekvenciranje celothega genoma virusa PED s tehngigm Ion
Torrent

Sekvenciranje celotnega genoma virusa PED smo iipnavaparaturi lon PGM™ System
aparaturi (Slika 9), s komercialnim kompletom loGNM™ HIiQ™ Sequencing Kit (Life
Technologies, ZDA). Za uporabo so na voljo trijei: lon 314™ Chip v2, lon 316™ Chip
v2 in lon 318™ Chip v2 (Slika 10). Pri naSem detaosuporabili najman;jSiip, lon 314™
Chip v2.

persanal genome machine

Slika 9: Sekvenator lon PGM System (Veterinarska fakulteta).
Figure 9: lon PGNM System sequencing platform (Veterinary faculty).
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Ion 314 ¢ip Ion 316 cip

Slika 10: lon 314™ Chip v2 ter lon 316™ Chip Vipi (Veterinarska fakulteta).
Figure 10: lon 314™ Chip v2 and lon 316™ Chip vipsh(Veterinary faculty).

3.2.7.1Nastavitev nove izvedbe na Torrent Server in pripraa lon PGM™ aparature za

uporabo

Na spletni strani smo preko Torrent stre nika dpslodo spletne strani Torrent Browser for
Torrent Server, ki je povezana z naSim sekvenatovjéaboratoriju. Vnesli smo nastavitve za
izvedbo sekvenciranja. Vnesli smo tudi izbrano nesfeno zaporedje celotnega genoma seva
LO0721 (v GenBank dostopen pod Stevilko LM64505HASTA formatu za primerjavo s

pridobljenimi rezultati.

Pred uporabo sekvenatorja lon P&EMBSystem smo aparaturoistili in pripravili za uporabo
po navodilih proizvajalca. Uporabili smo komplenlBGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit.

3.2.7.2Polnjenje ipalon 314™ Chip v2 in zagon postopka sekvenciraaj

Z vzorcem (barkodirana @ ena kniji njica po emulzijskem PCR in obogatitvi [oanih
sferic) smo po navodilih proizvajalca, po kani inicializaciji sekvenatorja, napolnilip lon
314™. K vzorcu smo dodali tudi kontrolne sferice Cohtian Spher&" Particles (Control
ISP) za preverjanje uspeSnosti reakcije sekverjeiraNapolnjen ip smo vstavili v

sekvenator in zagnali postopek sekvenciranja podidl proizvajalca.
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3.2.8 Analiza rezultatov sekvenciranja

Za analizo dobljenih rezultatov smo uporabili uaalniski program Integrative Genomics
Viewer (IGV) ter komercialni komplet ranalniSkih programov DNASTAR (Lasergene,
ZDA), ki je namenjen urejanju sekvenc. Analiza sggamom DNASTAR je obsegala delo v
programih EditSeq in MegAlign. Primerjava naSegaagea virusa PED z drugimi celotnimi
genomi je bila narejena z algoritmom BLAST (Basiochal Alignment Search Tool,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) na splemestre niku NCBI (National Center for
Biotechnology Information, ZDA). Zaporedje celotaegenoma slovenskega seva SLO/JH-
11/2015 smo dodali v podatkovno zbirko GenBank d¢regna Stevilka KU297956) po
navodilih spletnega orodja Bankilt.

3.2.8.1Delo s programom IGV

Urejanje dobljene sekvence celothega genoma viREER smo zeeli s programom IGV
(Integrative Genomics Viewer). Dobljene sekvencesebdv genoma slovenskega seva
SLO/JH-11/2015 smo primerjali in poravnali z izbran referennim sevom
LO0721/GER/2014 (Nenja, 2014) v FASTA formatu, ki je v podatkovni zkirGenBank
dostopen pod Stevilko LM645057. Program IGV je om@d jasen prikaz pokritosti
posameznih odsekov genoma ter pokazal razlike Ventidlnem zaporedju med vstavljenim
referennim sevom in odtanimi zaporedji analiziranega seva. Uporabili szeetni in
kon ni del zaporedja genoma, ki je bil pokrit najmanj ® celotho zaporedje genoma
pregledali ter popravili napake od etka do konca, na vseh mestih posameznih nukleotido
Na ta nain smo dobili zaporedje celothega genoma sloversslsega virusa PED SLO/JH-
11/2015. Vse razlike med referemm in analiziranim genomom smo zabele ili v progma
EditSeq.

3.2.8.2Delo s programom EditSeq in algoritmom BLAST

EditSeq je program, ki omoga preprosto obdelavo sekvenc nukleotidnih in amsiiviskih
zaporedij. V njem lahko zaporedje nukleotidoviro spreminjamo in avtomatsko pretvorimo
dele genoma v aminokislinsko zaporedije ter dato za etek in konec bralnih okvirjev. Na
ta nain smo v genomu slovenskega seva SLO/JH-11/201&% itiddiralne okvirje za ORF1a,
ORF1b, protein receptorja, membranski protein, e@ofitotein in protein ovojnice.

Nukleotidna zaporedja znotraj bralnih okvirjev spretvorili v aminokislinska zaporedja in
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na tak nain potrdili natannost doloitve bralnih okvirjev. Nukleotidna zaporedja (.seq)
aminokislinska zaporedja (.pro), ki smo jih v temogramu analizirali smo hranili za
nadaljnje analize. Primerjavo zaporedij smo izvedtli za 49 celotnih genomih PEDV, ki
smo jih pridobili iz baze podatkov GenBank prekoBNGpletnega stre nika. S tem smo si
ustvarili lastnopodatkovno zbirko, ki smo jo potoghli za izvedbo filogenetskih primerjav v
programu MegAlign. Pri izbiri posameznih sevov,skno jih vklju ili v primerjavo smo si

pomagali s filogenetsko raziskavo, ki so jo opiia@drvajal in sod. leta 2015.

3.2.8.3Delo s programom MegAlign

Komercialni program MegAlign je namenjen poravnawi primerjavi nukleotidnih in
aminokislinskih zaporedij. Slovenski sev virusa PEDRO/JH-11/2015 smo poravnali in
primerjali z 49 drugimi sevi virusov PED. Medselmjprimerjavo zaporedij smo naredili s
celotnimi genomi ter s posameznimi bralnimi okvirRRezultate smo prikazali v obliki
filogenetskih dreves ter tabel, ki prikazujejo adké razlik med nukleotidnimi ali

aminokislinskimi zaporedji posameznih sevov.
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4 REZULTATI

4.1 PRVI DOKAZ VIRUSA PED V VZORCIH BLATA PRASI EV

Virus PED smo v Sloveniji prvidokazali v vzorcih blata pra&v pitancev v januarju 2015.
V letu 2015 smo nadaljevali s spremljanjem oku egje in testiranjem vzorcev blata na virus
PED. V zaetku postopka sekvenciranja celothega genoma sipoepébrali 6 pozitivnih
vzorcev, iz katerih smo s komercialnim kompletonA&hp” Viral RNA osamili nukleinske
kisline in dokazali prisotnost virusa PED z metd&it-gPCR. Dobljene vrednosti Ct so bile
med 12,55 in 20,72 (Tabela 4 in Slika 11).

Tabela 4: Rezultati metode RT-qPCR za dokaz viRER pri 6 pozitivnih vzorcih
Table 4: The results of RT-gPCR method for 6 PEDs/positive samples

Ime vzorca Datum odvzema vzorca| Vrednost Ct
PED JH-9 3.9.2015 14,28
PED JH-11 3.9.2015 12,55
PED Ba 5.11.2015 16,64
PED JH-23-1 6.1.2015 15,70
PED JH-18 19.1.2015 19,34
PED 1470 27 8 3 19.1.2015 20,72
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Slika 11: Grafini prikaz rezultatov metode RT-qPCR za dokaz vifeE®.
Figure 11:The results of RT-qPCR method for PEDs/jpositive samples.

4.2 DOKAZ VIRUSA PED PO ZAPOREDNI OSAMITVI S
KOMERCIALNIM KOMPLETOM QlAamp® IN
REAGENTOM TRIzof

Za NGS smo izbrali najbolj vzorec, ki je bil v RPGR najbolj pozitiven, to je vzorec PED
JH-11 s Ct 12,55 (Tabela 4), ki je bil v oku enijiredvzet septembra 2015. Osamitev
nukleinskih kislin smo izvedli s komercialnim koredm QIAam(5 Viral RNA Kit, nato pa
Se s komercialnim reagentom TRIZolPo ponovni osamitvi smo z metodo RT-qPCR
preverili prisotnost in kolino nukleinskih kislin virusa PED. Dobljena vredh& je bila

15,76, kar smo ocenili kot primerno in s tem vzangeadaljevali postopek za NGS.
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4.3 PREVERJANJE USPESNOSTI POSTOPKA PRIPRAVE
VZORCEV ZA SEKVENCIRANJE S TEHNOLOGIJO ION
TORRENT

Za uspeh metode NGS je bistvenega pomena kvalitptipgava vzorca in knji nice.
Morebitne napake ali nepravilnosti v postopkih @@ gjo pri samem sekvenciranju in lahko
privedejo do slabih rezultatov. Za preverjanje dspsti postopka priprave knji nice, smo

med pripravo vzorcev vérat izvajali kontrolne meritve.

Koli ino RNA v vzorcu, ki smo jo pridobili z zaporednosamitvijo s kompletom
QlAampViral RNA Kit in reagentom TRIz6t smo doloili s pomo jo fluorometra Qubift
3.0. Koncentracija osamljene RNA v vzorcu je znaS2)38 ng/l. S to vrednostjo smo

potrdili ustreznost izbranega vzorca in nadaljesglostopkom.

Preverjanje uspesnosti fragmentacije knji nice zkvenciranje smo izvedli na aparaturi
LabChig® GX (Caliper, Life Sciences, ZDA), ki deluje po meipu gelske elektroforeze.
Rezultati so potrdili uspeSnost fragmentacije, Jeerbila veina fragmentov velikih med
pribli no 140 bp in 320 bp, kar je primerno za danje nukleotidnega zaporedja na aparaturi
lon PGM™ (Slika 12).
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Slika 12: Rezultati meritve uspesnosti priprave kige za sekvenciranje. Vzorec PED JH-11 predsaptvi

stolpec (oznaen z A22), ostale kolone (ozreme od M22 do L22) pa predstavljajo rezultate raer#a vzorce,
ki niso bili vklju eni v to raziskavo. Zadnja kolona predstavlja vadiki standard.

Figure 12: The results of library preparation cohtPED JH-11 sample is shown in the first lane ZA2The
other lanes (M22 to L22) represent the samples lwhiere not included in this study. The last largresents
the ladder size.
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Fluorometer Qubft3.0 smo ponovno uporabili za oceno uspe$nosti eereatri ne DNA na
ISP, katero smo izvedli na sistemu lon OneTdlch Fluorometer QubiB.0 ima predhodno
nalo en program, ki izmeri koncentracijo ISP z uSpe vezanimi cDNA molekulami.

Izmerili smo koncentracijo 5,18 nd/ISP.

4.4 NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE GENOMA VIRUSA PED
SEVA SLO/JH-11/2015 IN FILOGENETSKA PRIMERJAVA

Dolo ili smo nukleotidno zaporedje celotnega genoma esiekega seva PED SLO/JH-
11/2015 (28.028 nt). Celotno zaporedje je prikazambliki izpisa iz GenBank v Prilogi 1,
ime vzorca PED JH-11 pa smo preimenovali v SLO/1F2Q15, da smo v imenu dodatno
uporabili kratico imena naSe dr ave (SLO) in lefgotovitve (2015). Pri analizi genoma smo
se osredotali na njegovo zgradbo in filogenetsko primerjav@atnih genomov virusov PED
ter natanneje analizirali razlike v genu za protein recejptoiOstale dele genoma smo

primerjali s prvim evropskim sevom CV777 in propotim S INDEL sevom OH851.

Pri sekvenciranju na aparaturi lon PGM System €Slil8) smo s pripadajo programsko
opremo spremljali osnovne parametre sekvencira8j&ovno jeprikazana unkovitost
nalaganjaipa, ki je v naSem primeru dosegla 89 %, poleg pagao prikazani tudi parametri,
ki se nanaSajo na uspeh obogatitve pozitivnih cfi00 %) ter kvaliteto ISP in odianih
sekvenc. Pridobili smo 56 % monoklonalnih ISP s.682 oditki sekvenc. Konna oditana
knji nica (brez testnih sekvenc, dimerov adapteinj@gekvenc nizke kvalitete) je obsegala 77
% od itkov, kar je znaSalo 484.114 atkov. Ti podatki so prikazani za celotefp, na
katerem smo poleg naSega vzorca sekvencirali Sdrpgth vzorcev, ki niso povezani s to
raziskovalno nalogo. Pri sekvenciranju vzorca PHOID/SH-11/2015 smo dobili najvg
Stevilo sekvenciranih odsekov dol ine okrog 120 kbt je prikazano na sliki 14. TakSen

rezultat potrjuje uspesnost postopka sekvenciranja.
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Slika 13: Prikaz osnovnih parametrov sekvencirajikazana je tinkovitost nalaganjaipa lon 314" in
podatki o ISP. Prikazani podatki se nanaSajo nasxsece nalo ene naip.

Figure 13: The presentation of the sequencing patens) such as lon 314 Chip loading efficiency and ISP
parameters. The data are presented for all obeeld samples.
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Slika 14: Prikaz razmerja in dol ine sekvencirafifigmentov za vzorec PED JH-11.

Figure 14: The presentation of the read lengthisibligion for sample PED JH-11.

Rezultate sekvencirana dobljene z aparaturo lon PG8§stem smo analizirali s prileganjem
na izbran (referemi) nemski sev LO0721/GER/2014 v wmalniSkem programu IGV. V tem
programu je prikazana pokritost posameznih nuldeetiv dol ini celotnega genoma (Slika
15). Na podlagi primerjave smo doilb vsa mesta, na katerih se pojavljajo razlike
nukleotidnega zaporedja med obema sevoma. V pgupje pokritost celotnega genoma

znaSala pribli no 50 krat, najni ja je bila 5 kratnnajviSja pa 1.298 kratna (Slika 16).
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Slika 15: Prikaz krajSega odseka genoma SLO/JHOIE2 prilegajoimi zaporedji v programu IGV. Prikazani
sta razliki dveh nukleotidov na pozicijah 22.789 YGA) in 22.844 (C v T) glede na referem sekvenco
L00721/GER/2014.

Figure 15: Display of the short region in SLO/JHZ2015 genome. Two nucleotide differences in pos#io
22.789 (G to A) and 22.844 (C to T), in comparisgoreference sequence LO0721/GER/2014, are peskent

Slika 16: Prikaz pokritosti celotnega genoma SLOLIR015 v programu IGV. Prikazane so raz dolge

od itane sekvence, ki se prekrivajo med seboj. Prlggaje izvedeno na referam sekvenco
L00721/GER/2014.

Figure 16: The presentation of the complete SLQVI¥2015 genome coverage in IGV software. Different

lenghts of sequenced fragments that are overlagrimgisible. Reference sequence used is LO0721/ZHR/
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Dol ina celotnega genoma SLO/JH-11/2015 je zna28l@28 nt, brez poli-A repa. Zaporedje
celotnega genoma smo dalo s pomojo uporabe sekvence genoma nemsSkega seva
LO0721/GER/2014, ki je bil v GenBank poslan 16. etebra 2014 iz Friedrich-Loeffler-
Instituta v Nemiji (Hanke in sod., 2015). Genom je organiziranemak nain, kot je bilo
predhodno opisano za izolat 15V010 iz Belgije (®lk') (Theuns in sod., 2015).

Slika 17: a) Shematski prikaz strukture genoma s8L®/JH-11/2015. b) Zatne in konne pozicije
posameznih bralnih okvirjev.
Figure 17: a) Schematic presentation of the genatnicture of SLO/JH-11/2015 strain. b) The stgramd end

positions of open reading frames are presented.

4.4.1 Filogenetska primerjava celotninh genomov virusa PED

V filogenetsko primerjavo smo vkljii 49 celotnih genomov virusov PED, ki smo jih
pridobili v podatkovni bazi GenBank. Izbrali smcegstavnike uvr&ne med klashe seve
PED in predstavnike uvréne med S INDEL seve, ki so jih ugotavljali v raalh obdobijih in
na razlinih delih sveta. S tem smo zagotovili, da bo nasaskava vkljuevala imbolj

reprezentativen izbor virusov PED.
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Izvedena primerjava nukleotidnih zaporedij celotrgenomov v programu BLAST je
pokazala, da sta bila slovenskemu sevu SLO/JH-15/2@netsko najbli ja seva iz Francije
in Nem ije z 99,8 % identinostjo zaporedja nukleotidov. Francoski sev FR/2014 se je od
naSega seva razlikoval v 44 nt, nemski sev LOO7ERI2014 pa v 49 nt. Sledila sta jima
belgijski sev 15V010/BEL/2015 z 93 nt razlike in,B%%6 identinostjo zaporedja ter ameriski
sev USA/Indianal2.83/2013 z 99,6 % identistjo zaporedja nukleotidov. AmeriSka seva
USA/lowal06/2013 in USA/Minnesota52/2013 sta bilaa&im sevom identha v 99,4 %,
prototipni ameriski sev OH851 S INDEL pa se je @daga seva razlikoval v 185 nt in 99,3
% identi nostjo zaporedja. Tajski sev KNU-1406-1 je bil oskemu sevu idengn v 99,3
%, ameriSki sev USA/Ohio126/2014 pa v 99,1 %. Zpoadteti sevi so ugotovljeni najbli ji
sevi virusov PED iz razlnih drav, ki so bili v asu Studije dostopni v podatkovni zbirki
GenBank. Prototip sev CV777 je bil slovenskemu sswwden v 97,0 % (Tabela 3 in Slika
18).
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Tabela 3: Prikaz odstotka podobnosti in divergemed izbranimi sevi virusov PED.
Table 3: The presentation of the percent of idguatitd divergence amongst PED virus strains.

48



M. Ipavec: Doloitev celotnega ... praje epidemine diareje z ... lon Torrent sekvenciranja. 49
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2016. Raznig&lna naloga

Slika 18: Primerjava celotnih genomov 49 sevov saw PED. Razlike med sevi so prikazane v obliki
filogenetskega drevesa, narejenega v programu MggADNASTAR, Lasergene, ZDA)

Figure 18: Phylogenetic tree comparison of 49 PHMDsvcomplete genome sequences, using MegAlign
programe (DNASTAR, Lasergene, ZDA).
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4.4.2 Dolo itev bralnih okvirjev

V nukleotidnem zaporedju celotnega genoma SLO/JRaIB smo dolali posamezne
bralne okvirje. Razporeditev bralnih okvirjev seujemala s preostalimi sevi virusov PED, ki

so na voljo v GenBank.

4.4.2.1Bralni okvir ORFlab

Na 5 koncu genoma je nekodiragp regija, ki zajema prvih 292 nt. Bralni okvir OR#BL
kodira virusno replikazo, ki jo sestavljata dvatpima (kodirata ju ORFl1a in ORF1b). Skupaj
zajemata pribli no dve tretjini celothega genomausa PED. Bralni okvir ORFla obsega
12.324 nt, zane se na poziciji 293 in koa na poziciji 12.616. ORF1b obsega 8.022 ntnea
se na poziciji 12.616 in koa na poziciji 20.637. Primerjava ORFlab bralnegairjzk
slovenskega seva SLO/JH-11/2015 z 12 drugimi sevpadatkovne baze GenBank je
pokazala, da so razlike v nukleotidnem zaporedjd pesameznimi sevi PED zelo majhne.
Filogenetsko so bili slovenskemu sevu najbli ji seirusov PED ugotovljeni v letih 2014 in
2015 v Evropi; sev FR/001/2014 iz Francije, sev TZDGER/2014 iz Nenije in sev
15V010/BEL/2015. Slovenski sev SLO/JH-11/2015 imi BED sev CV777 sta si bila v regiji
ORF1la podobna v 97,3 % nt, kar znaSa razliko vri4Z 99,3 % identinostjo zaporedija in
135 nt razlike je bil sevu SLO/JH-11/2015 bli je anski sev OH851.

ORF1la obsega zaporedje 4.108 aminokislin. Aminwiskl zaporedji seva SLO/JH-11/2015
in seva CV777 sta si bila podobna v 97,5 % in gbk@vala z zamenjavo aminokislin na 100
razli nih mestih. Seva SLO/JH-11/2015 in OH851 pa stalagipodobna v 99,3 % in imela v
ORFla 28 razlinih aminokislin.

ORF1b kodira zaporedje 2.673 aminokislin. Slovenskv SLO/JH-11/2015 je bil z
evropskim sevom CV777 idenén v 99,3 %, razlikovala pa sta se v 20 raufh
aminokislinah. S prototipnim S INDEL sevom pa OH8®&lbil identien v 99,7 % in se

razlikoval v 8 aminokislinah.

4.4.2.2Bralni okvir proteina receptorja (S)

Bralni okvir proteina receptorja (protein S) selavenskemu sevu SLO/JH-11/2015 ma na

poziciji 20.634 in kona na poziciji 24.785. Skupno obsega 4.152 nuklewti¥y primerjavi s
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kitajskim referennim sevom AH2012 smo v sevu SLO/JH-11/2015 odktili delecije in

eno insercijo (Tabela 4, Slika 19 in Slika 20),qmplega pa je bilo v zatnem delu gena S

prisotnih Se ve to kovnih mutacij, ki so bile po véni razporejene v prvih 1300 nt gena S.

Zaradi znailnih insercij in delecij smo sev SLO/JH-11/2015sii med S INDEL seve.

Tabela 4: Prikaz delecij in insercije v bralnem iokvproteina receptorja. Uporabljen referansev AH2012, ki

ne spada med S INDEL seve.

Table 4: Deletions and the insertion in the spiketgin open reading frame. Non S INDEL strain AH204

used as reference.

Stevilo nukleotidov:

Pozicija nukleotida v

celotnem genomu:

Pozicija nukleotida v zaporedju,

ki kodira protein receptorja:

Delecija 1 1-nt (G) 20.801 167

Delecija 2 4-nt (AGGG) 20.810 - 20.813 176 - 179
Delecija3 | 7-nt (GTCAATT) 20.815 - 20.821 181- 187
Delecija 4 3-nt (ATA) 21.050 - 21.052 416 - 418

Insercija

6-nt (CAGGAT)

med 21.108 in 21.109

med 474 in 475
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Slika 19: Prikaz delecij na treh mestih v delu geadi kodira protein receptorja in primerjava sdtGgimi sevi
virusa PED. Prva delecija je na poziciji 167, draggpoziciji 176-179 in tretja na 181-187.

Figure 19: The presentation of the three deletionshe part of genome, that encodes spike protaim
comparison with 16 other PED virus strains. Thstfiteletion is in position 167, the second in posil76-179
and the third deletion is on the position 181-187.

Slika 20: Prikaz delecije in insercije v delu geragrki kodira protein receptorja in primerjava sdr@gimi sevi
virusa PED. Delecija je na poziciji 416-418, ingr¢e med pozicijama 474 in 475.

Figure 20: The deletion and the insertion in theg phgenome, that encodes spike protein and casgmar with
16 other PED virus strains. The deletion is in posi416-418, the insertion is between positions 4id 475.

52



M. Ipavec: Doloitev celotnega ... praje epidemine diareje z ... lon Torrent sekvenciranja. 53
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2016. Raznig&lna naloga

Za filogenetsko primerjavo nukleotidnega zaporedda,kodira protein receptorja, smo
uporabili 49 sevov virusa PED, ki so bili dostopnpodatkovni zbirki GenBank (Slika 21).
Slovenski sev SLO/JH-11/2015 je bil na filogenetskdrevesu najbli je francoskemu sevu
FR/001/2014 z 99,8 % identiostjo, nemSkemu sevu LO0721/GER/2014 z 99,7 %
identi nostjo in belgijskemu sevu z 99,5 % idenobstjo. Sledili so jim Stirje amerisSki sevi
USA/Ohio126/2014  z 99,4 % identiostjo, USA/Minnesota52/2013 in
USA/Indianal2.83/2013 z 99,5 % idemstjo in USA/lowal06/2013 z 99,3 % idemibstjo.
Korejski sev KNU-1406-1 je slovenskemu sevu ideartiv 99,1 %, ameriski sev OH851 pa v
99,4 %. Podobnost s prototipnim sevom CV777 je @@ % identinih nukleotidov.

Nukleotidno zaporedje gena za protein S smo preweadil v aminokislinsko zaporedje in ga
primerjali z zaporedjei aminokislin ostalih 48 seveirusa PED, katere smo vkljli v
raziskavo. Protein S sestavlja zaporedje 1.384 @kislin. Slovenskemu sevu SLO/JH-
11/2015 je bil najbliji francoski sev FR/001/20%499,6% identinostjo, kateremu je sledil
nemski sev LO0721/GER/2014 z 99,4 % idemistjo aminokislinskega zaporedja. Ameriski
sevi USA/Indianal2.83/2013, USA/Ohio126/2014, USAfvesota52/2013 in
USA/lowal06/2013 so bili slovenskemu sevu idemtv 99,3 %, OH851 pa v 99,2 %, kar
pomeni 11 razlinih aminokislin. Ugotovili smo 99,1% identiost Se z ju nokorejskim
sevom KNU-1406 in belgijskim sevom 15V010/BEL/2018enti nost s sevom CV777 je

znasSala 96,1%, kar pomeni 53 aminokislinskih razljtoteinu receptorja.
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Slika 21: Filogenetska primerjava 4.152 nukleotiddwkodirajo protein receptorja.

Figure 21: Phylogenetic tree based on the 4.15katides comparison, that encode spike protein.
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4.4 .2 .3Bralni okvir ORF3

Bralni okvir ORF3, ki kodira pomo ni membranski pein (mp), obsega zaporedje 675 nt,
za ne se na poziciji 24.785 in kaam na poziciji 25.459. Filogenetska primerjava zed@
nukleotidov v ORF3 za 13 sevov virusa PED je pokazda se evropski izolati SLO/JH-
11/2015 (Slovenija), LO00721/GER/2014 (Ndjm), FR/001/2014 (Francija) in
15V010/BEL/2015 (Belgija) v tem delu genoma ne ikagéjo. Slovenski sev SLO/JH-
11/2015 je bil evropskemu sevu CV777 idesti v 96,7 %, kar pomeni razliko v 22 nt,
prototipnemu ameriSkemu S INDEL sevu pa v 99,9 éaim nukleotidom razlike.

ORF3 sestavlja 224 aminokislin. Razlike na aminak&em zaporedju med sevom SLO/JH-
11/2015 in sevom CV777 so bile na devetih mestgvaSSLO/JH-11/2015 in OH851 sta se
razlikovala v 1 aminokislini na poziciji 85 v ORF3.

4.4.2.4Bralni okvir proteina ovojnice

Bralni okvir proteina ovojnice (E) se v genomu njahaed pozicijama 25.440 in 25.670.
Skupno obsega 231 nt. Sev SLO/JH-11/2015 je birppskim sevom CV777 v tem delu
genoma identen v 97,0 %, z belgijskim sevom 15V010/BEL2015 ijeidenti en v 99,6 %
nt, popolnoma enako zaporedje nukleotidov pa smotowgi pri francoskemu sevu
FR/001/2014, nemSkemu sevu L00721/GER/2014 teofpoemu S INDEL sevu OH851.

Protein ovojnice sestavlja zaporedje 76 aminokisiminokislinski zaporedji slovenskega
seva SLO/JH-11/2015 in evropskega seva CV777 Btaléinti ni v 98,7 % aminokislin, kar

pomeni razliko v eni aminokislini.

4.4.2.5Bralni okvir membranskega proteina

Bralni okvir membranskega proteina (M) se v genomalnaja med pozicijama 25.678 in
26.358. Skupno obsega 681 nt. Idemtist v zaporedju nukleotidov med slovenskim sevom
SLO/JH-11/2015 in evropskim sevom CV777 je zna®8a® %, med sevom SLO/JH-
11/2015 in OH851 pa 99,9 %.
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Membranski protein sestavlja 226 aminokislin. Ankiistinsko zaporedje membranskega
proteina seva SLO/JH-11/2015 je bilo popolnoma eredporedju seva OH851, idemiost s

sevom CV777 pa je bila 98,7 % , kar znaSa tri ragliaminokisline.

4.4.2.6Bralni okvir proteina nukleokapside

Bralni okvir proteina nukleokapside (N) se v genomahaja med pozicijama 26.370 in
27.695. Skupno obsega 1.326 nukleotidov. Slovesski SLO/JH-11/2015 in evropski sev
CV777 sta bila v tej regiji identha v 95,3 % nt, identhost zaporedja nukleotidov z
ameriskim, prototipnim, S INDEL sevom OHS851 paijpaSala 98,9 %.

Protein nukleokapside sestavlja 441 aminokislin.téy regiji genoma sta bili zapored;i
aminokislin sevov SLO/JH-11/2015 in CV777 identiv 96,1 %, razlikovali pa sta se v 16
aminokislinah. Seva SLO/JH-11/2015 in OH851 sta ldlentina v 98,6 % aminokislin,

razlikovala pa sta se v 6 aminokislinah
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5 RAZPRAVA

V okviru raziskovalne naloge smo primarni cilj, @ dolo itev nukleotidnega zaporedja
celotnega genoma slovenskega seva virusa PED ztabmologijo NGS lon Torrent, v celoti
dosegli. eleli smo tudi pokazati, da je ta postlkpmogo e uspesSno uporabiti z osamitvijo
virusne RNA neposredno iz vzorcev blata klmo prizadetih prasev in brez uporabe
specifi nih oligonukleotidnih zaetnikov. Prav tako smo uspesno izvedli filogenetakalizo,
pri kateri smo celotni genom slovenskega seva SHQ/AV2015 primerjali z 49 genomi sevov
virusov PED, ki so dostopni v podatkovni zbirki Gamk. S Studijo smo potrdili nasa
pri akovanja, da spada slovenski sev SLO/JH-11/20153n¥NDEL seve, ter da je genetsko
najbli je sevom PED, ki so jih v letih 2014 in 20Lgotovili v Nemiji, Franciji in Belgiji.

Prvi so oku be z virusom PED zaznali v Veliki Britani@ta 1971 (Oldham, 1972), kmalu pa
se je bolezen pojavila tudi v Belgiji, kjer so powatelja prvi uvrstili med koronaviruse. Sev
CV777 je bil sploh prvi znani sev virusa PED v sv@Pensaert in Debouck, 1978). Kasneje
so prisotnost virusa PED Se keat dokazali po Evropi. Pri izvedbi epizootioloSkeiskave

in primerjave celotnih genomov smo v sklopu naSeiskavalne naloge slovenski sev
natanno primerjali tudi s prvim znanim sevom CV777. gtemo potrdili, da v letu 2015 v
Sloveniji ugotovljeni sev virusa PED SLO/JH-11/20hb6 posledica kro enja prvotnega

evropskega seva, temvda je bil na podrge Evrope vnesen od drugod.

Bolezen PED, po poranjih razli nih avtorjev v Evropi, v preteklosti ni povza velikih
ekonomskih Skod, zato ji stroka ni posaka velike pozornosti. Podobno je bilo v preostalih
delih sveta, do nedavnega so o primerih oku b palide iz nekaterih azijskih dr av. Edini
ve ji izbruh PED v Evropi do leta 2014, ki je doseg&tse nosti epidemije, so zabele ili v
letih od 2005 do 2006 v ltaliji (Martelli in sod2008). Po prvem pojavu ha Japonskem, leta
1982 (Takahashi in sod., 1983), se je PED relathitro razSiril v vzhodnem delu Azije. Na
tem obmoju PED do danes ostaja pomembna bolezen @aski je endemino prisotna in
povzro a stalne ekonomske izgube v praseji. K temu prispeva veliko Stevilo pragv, ki

jih redijo v Aziji in stalno poveevanje praSereje v tem delu sveta.
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Pove ano zanimanje za oku be z virusom PED se je pajapid letu 2013, ko je priSlo do
prvih izbruhov v ZDA. Po sekvenciranju prvega cekga genoma ameriSkega seva se je
pokazalo, da je ta najbolj podoben kitajskim sewagotovljenim med leti 2011 in 2012, kar
ka e na to, da se je virus PED v ZDA najverjetnejesel iz Kitajske (Stevenson in sod.,
2013). V enem letu se je virus PED bliskovito rekgio Severni in Srednji Ameriki in pri
tem povzroil zelo velike ekonomske Skode. AmeriSka populapiasi ev naj bi se v asu
epidemije zmanjSala za kar 10 % (Jung in Saif, 20I6 obdobje hitrega Sirjenja virusa v
ZDA je imelo za posledico Stevilne objave in poaje Stevila v celoti sekvenciranih
genomov virusa PED, kar je omoglo izvedbo natamejSih epizootioloskih Studij in s tem
vpogled v Sirjenje virusa po ZDA in v ostalem sveétuletu 2014 so v ZDA osamili prvi S
INDEL sev OH851, za katerega so zilvee delecije in insercije v genu za protein reogpt
To je nova razliica virusa PED, ki se klinno kae z nijo smrtnostjo sesnih pujskov v

primerjavi s klasinimi sevi PED (Wang in sod., 2014).

V letu 2014 so o prvih izbruhih oku b z virusom PHEIdro ali iz nekaterih evropskih dr av
kot so Nemija, Belgija, Francija in Ukrajina. Filogenetskeimerjave so pokazale, da
ugotovljeni sevi virusa PED, ki trenutno kro ijo pévropi, spadajo med S INDEL seve,
zaradi esar se predvideva, da se je virus PED v Evropetver vnesel iz ZDA (Stadler in
sod., 2015; Theuns in sod., 2015; Grasland in s?dl5). Na podlagi teh predhodnih
ugotovitev smo postavili hipotezo, da tudi sloversky SLO/JH-11/2015 genetsko spada v
skupino S INDEL sevov. Po uspesni datai celotnega genoma seva SLO/JH-11/2015, smo
izvedli filogenetske primerjave s preostalimi ewskimi sevi, ki so dostopni v podatkovni
zbirki GenBank, ter z vg@im Stevilom azijskih in ameriskih sevov. Pri temm@ v primerjave
vklju ili prvotni sev CV777, evropske seve, ki so biliotgvljeni po letu 2014 ter prototipni,
ameriSki S INDEL sev OH851. Na ta & smo uspeli potrditi hipotezo, da je ugotovitev
slovenskega seva SLO/JH-11/2015 posledica vnosssaiPED v Slovenijo iz ene od
evropskih dr av, kjer so predhodno e potrdili ppteaost S INDEL sevov. Prav tako smo s
Studijo dokazali, da je slovenski sev genetsko jéliameriSkemu sevu OH851, kot pa
prvotnemu evropskemu sevu CV777, kar potrjuje vmmgega S INDEL seva po letu 2013 v

Evropo.
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Pove ano zanimanje za oku be z virusom PED v svetu ter pojav tega virusa v Sloveniji
sta razloga, zaradi katerih smo se oftlil@a sekvenciranje celothega genoma virusa. Poleg
tega smo bili pred dodatnim izzivom, da bi za izwedega postopka sekvenciranja na
Veterinarski fakulteti prvi uporabili novo tehnologijo lon Torrent. Poznavamgotnega
nukleotidnega zaporedja slovenskega seva SLO/JED1%/pomembno prispeva k razjasnitvi
epizootioloSke situacije v Evropi, saj je bilo ptddar o pojavljanju oku b do leta 2014
izredno malo, pri emer je edina véa izjema izbruh PED v ltaliji v letih 2005 in 2006
(Martelli in sod., 2009).

Veterinarska fakulteta na Univerzi v Ljubljani je letu 2014 pridobila nov sekvenator
naslednje generacije, ki uporablja tehnologijo Torrent. NGS je v svetu v porastu in je
vedno pogosteje uporabljena tehnologija, ki boikigainje pomembno prispevala k napredku
genetike, genomike, epidemiologije in diagnostienimo, da bo v prihodnosti NGS postala
nepogresljiva rutinska metoda, tako na poplroraziskovanja kot diagnostike, v vseh
pomembnejsih laboratorijih. K temu pomembno prigp®n Torrent sekvenator lon PG
System, ki je zaradi svoje zmogljivosti, prilagoedsti, majhne velikosti in cenovne

dostopnosti sedaj na razpolago tudi manjSim labajaim.

Kljub sploSnim navodilom proizvajalca in potrebneasu za izvedbo postopkov (pribli no en
teden), ki je potreben za sekvenciranje z lon P¥Bystem, je potrebna ustrezna izurjenost,
poznavanje molekularnih postopkov in usposobljenaitlavcev, ki upravljajo s
sekvenatorjem in izvajajo pripravo vzorcev ter knge. Tekom raziskave smo se nataa
spoznali s posameznimi koraki v postopku priprazergev in samim postopkom NGS, s
imer smo tudi postavili temelje za pripravo standa@ga protokola za rutinsko uporabo

sekvenatorja (angl. standard operating proced®®)S

Eden izmed ciljev raziskave je bil dolo nukleotidno zaporedje celothemu genomu virusa
PED neposredno iz vzorcev blata v katerem smo piuth dokazali prisotnost nukleinske
kisline virusa PED. V Stevilnih raziskavah, kjer dolo ali celotni genom virusa PED, so
uporabili predhodno osamitev virusa PED na odh kulturah. Na ta nan je bil dobljeni
vzorec istejSi in je vseboval vge koli ine virusa, kar je povalo mo nosti za uspesno

sekvenciranje celotnega genoma. Poleg tega soiriy@imerov pri pripravi samih vzorcev
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izvedli pomno evanje osamljene RNA s PCR z uporagecifi nih oligonukleotidnih
za etnikov (Hoang in sod., 2013). Osamitev virusov a& ni kulturi in pomno evanje
osamljene RNA pred dolanjem nukleotidnega zaporedja s tehnologijo NGogopek, ki
se lahko uporablja tudi pri sekvenciranju genomaoygth vrst virusov (Kvisgaard in sod.,
2013). Na zaetku Studije nismo vedeli, za kateri sev virusa RE® zato smo celotni genom
virusa nameravali doldi brez uporabe specifinih oligonukleotidnih zaetnikov. Suspenzijo
vzorca blata smo centrifugirali in jo pred osamawvilodatno filtrirali skozi filter s porami
velikosti 0,45 nm, s emer smo eleli odstranitiim ve neisto, ki bi lahko motile
sekvenciranje. Osamitev virusne RNA smo izvedliverda zaporednima osamitvima, da bi
dobili imbolj nepoSkodovano inisto virusno RNA. Uspesnost izvedene osamitve smed p
sekvenciranjem preverili s komercialno metodo RTGBFNn na podlagi primerjave vrednosti
Ct potrdili uporabnost takSnega e osamitve. Merjenje koline osamljene RNA v vzorcu
s fluorometrom je potrdilo ustreznost vzorca zaatjagb uporabo. Glede priprave vzorcev
smo postavili hipotezo, da za sekvenciranje ni giwto izvesti obogatitve z uporabo
oligonukleotidnih zaetnikov, kar je bil pogosto uporabljen postopek rugih raziskavah,
izvedenih predvsem v ZDA, kjer so virusu PED najpsigje doloali nukleotidno zaporedie.
Res je, da smo uporabili najbolj mm pozitiven vzorec in mu uspesno ddliozaporedije
nukleotidov celotnega genoma, smo pa s takSninmom priprave vzorcev nasSo hipotezo
potrdili. Seveda pa bi bilo smiselno v primeru n$aga Stevila virusnih kopij v vzorcu
najprej uporabiti specifne oligonukleotidne z&tnike za pomno evanje dolgih fragmentov,

e bi eleli iz takSnega vzorca uspesno ddiaelotni genom virusa PED.

Pripravo knji nice smo uspesno izvedli s komercaaldostopnimi reagenti, priemer smo
upoStevali osnovna navodila proizvajalcaeprav so komercialno e na razpolago reagenti
lon Torrent razlinih proizvajalcev, smo v naSem primeru uporabile veagente istega
proizvajalca; Life Technologies. Dolene korake smo pri izvedenem postopku prilagodili
glede na koliino naSe tame RNA v vzorcu. Fragmentacija osamljene RNA jel porak v
postopku priprave knjinice, katerega rezultat raj bili okrog 200 nukleotidov dolgi
fragmenti, kar je primerna dolina za kasnej$e seloiranje na lon PGN' System.
Fragmentirano RNA smo po navodilih proizvajalca @i in nadaljevali s postopkom
hibridizacije z vezavo adapterjev na RNA fragmerietem smo poskrbeli, da so vse

molekule v knji nici pripravljene na sekvencirang 5 konca. S postopkom reverzne
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transkripcije smo iz RNA fragmentov z adapterjidotdili komplementarne enojnovijae
DNA molekule (cDNA), ter jih po navodilih proizvdga preistili. Nazadnje smo pripravili
oznaeno knji nico z barkodami, saj smo tako lahko rta ig vklju ili ve je Stevilo razlinih
vzorcev. Ker smo pri sekvenciranju nig nalo ili poleg naSega vzorca PED Se pet drugih
vzorcev, ki niso vkljueni v to raziskavo, smo z uporabo barkodnega @ramja zagotovili

preprosto loevanje oditanih sekvenc med posameznimi vzorci pri kasrasilizi podatkov.

Po konani pripravi knjinice smo njeno ustreznost ovretlioz uporabo gelske
elektroforeze, s katero smo Ib molekule nukleinskih kislin glede na njihovo lilest.
Rezultati te meritve so potrdili, da je bila wea odsekov v pripravljeni knji nici velikosti
med 100 in 400 nukleotidov, kar je primerna sestayanice za nadaljnje sekvenciranje na

lon PGM™ System sekvenatorju.

Postopek zdruevanja vzorcev, pomnoevanja in obidga knjinice je potekal
avtomatizirano. Na ta nan smo dobili ISP z vezanimi matnimi nukleinskimi kislinami, ki
so se na posamezni sferici pomnoili. Tako pripjawé sferice so bile primerne za

neposredno nalaganje na lon 314ip.

Pred izvedbo sekvenciranja smo na stre nik, ki ilepbbvezan z sekvenatorjem, vnesli vse
potrebne podatke za sekvenciranje ter dbloeferen no zaporedje, na katerega je po koncu
sekvenciranja program prilegal posameznaitada zaporedja. Kot referem sev smo
uporabili nemski sev LO0721/GER/2014 (LM645057)eta 2014 (Stadler in sod., 2015), saj
smo glede na epizootioloSko situacijo predvidevdd, bo podobnost med slovenskim in
nemskim sevom velika. Ta oditev se je v nadaljevanju pokazala kot ustreznekd®oanem
sekvenciranju smo na stre niku dostopali do rezaltakjer so bili na voljo podatki tako o
od itanih zaporedjih za naS vzorec kot o kvaliteti slagnosti ipa in sferic z vezanimi
matri nimi nukleinskimi kislinami. Posamezne, sekvenarardseke genoma PED smo Se
dodatno analizirali S pom{m spletnega iskalnika BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), tmalniSkega programa IGV in paketa programov
DNASTAR. Na tak nain smo sestavili celotno nukleotidno zaporedje siskega seva PED
SLO/JH-11/2015.
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UspeSno smo doldi vse bralne okvirje, ki kodirajo posamezne prm& in izvedli
filogenetske primerjave genomov posameznih sevausgi PED, ki so na voljo v podatkovni
zbirki GenBank. Ugotovili smo vekot 99% identinost zaporedja s predhodno ugotovljenimi
sevi PED v Evropi in ZDA. Ta podatek potrjuje tudeliko natannost uporabljenega
postopka. e bi postopek lon Torrent sekvenciranja uporahitlitza doloanje zaporedja
celih genomov pri sevih, ki se genetsko zelo ragdijo od dostopnih podatkov v podatkovni
zbirki GenBank, bi bila natanost uporabljenega postopka Se veliko pomembn¥j§a. ini
primerov so prav taksni sevi zanimivi za izvedbogenetskih in epizootioloskih Studij. S
filogenetsko preiskavo, v katero smo vkiju49 celotnih genomov razlnih sevov virusa
PED, smo ugotovili, da je sev PED SLO/JH-11/20155wen v skupino novih S INDEL
sevov, katere so pred ugotovitvijo v Sloveniji ugoli v Nem iji, Belgiji, Franciji in ZDA.

Ta podatek je prekovan, saj iz nekaterih evropskih dr av uva amweeiprasie. Ti so bili
najverjetneje vir oku be za slovensko rejo, v katamo ugotovili virus PED. Na podlagi
razlik v nukleotidnem zaporedju celotnega genoma smotovili, da je bil naSemu sevu
najbli je, francoski sev FR/001/2014, razlika mgdma je znaSala 44 nt, sledil je nemski sev
LO0721/GER/2014 z 49 nt razlike in belgijski sewD3a0/BEL/2015 s 93 nt razlike, ameriski
sev OH851 pa se je od slovenskega seva razlik@aral K85 nt. 1z rezultatov naSe Studije bi
lahko sklepali, da je najverjetnejsi vir oku beegy kateri smo dolali celotni genom virusa
PED uvoz oku enih praSev iz istega vira oku be, kot sta seva PED v podatk zbirki

GenBank iz Francije ali Nerje.

Slovenski sev PED SLO/JH-11/2015 je dolg 28.028lentidov, sama organizacija genoma
pa ustreza predhodno opisani organizaciji pri fgtgm sevu 15V010/BEL/2015 (Theuns in
sod., 2015). V genomu seva PED SLO/JH-11/2015 se@adlagi predhodnih zaporedij
celotnih genomov, dostopnih v podatkovni zbirki 8ank potrdili obstoj Sestih bralnih
okvirjev: ORFlab, gen S, gen mp (ORF3), gen E, deier gen N. Bralni okvir ORFlab se
izraa v dveh delih, ORFla in ORF1b, z -1 ribosonal zamikom bralnega okvirja, na
poziciji 12.616. V genu za protein S smo odkriiriglelecije na pozicijah 167, 176-179, 181-
189 in 416-418, ter eno, 6 nukleotidov dolgo, ingermed pozicijama 474 in 475. Te
insercije in delecije v proteinu S so zitae za S INDEL seve. Na podlagi tega podatka in
uvrstitve na filogenetskem drevesu smo sev PED 3H/1/2015 uvrstili med S INDEL
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seve, kar potrjuje e predhodne Studije, ki so mkeedene po Evropi (Grasland in sod., 2015;
Stadler in sod., 2015; Theuns in sod., 2015).

Zaporedje celotnega genoma slovenskega seva PEJB{I]/2015 v dol ini 28.028 nt je
na voljo v podatkovni zbirki GenBank pod StevilkdJE97956, s tem pa se pridru ujemo
dr avam v Evropi, ki so e uspele doli celotno nukleotidno zaporedje genomom sevov
PED, ki so se pojavljali po letu 2014. Celoten garstovenskega seva PED SLO/JH-11/2015
je bil aprila 2016 objavljen v reviji Genome Anna@ments in je na voljo v prilogi 2 (Toplak
in sod., 2016).

Zaklju imo lahko, da smo odgovorili na vse postavljeneotépe in dosegli vse zastavljene
cilie. Uspeli smo v celoti doldti nukleotidno zaporedje celotnemu genomu slovegakseva
SLO/JH-11/2015 z neposredno osamitvijo virusne RiA/zorcev blata ter brez uporabe
specifi nih oligonukleotidnih zaetnikov. Po naSih podatkih gre zetrti v celoti sekvenciran
genom virusa PED v Evropi ter prvi v celoti sekvest virusni genom na podruo

veterinarske medicine v Sloveniji.
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6 SKLEPI

Potrdili smo, da je osamitev virusne RNA iz vzortdata s komercialnim kompletom
QlAamp® Viral RNA Mini kit in komercailnim reagentom TRI¥dprimera metoda za
pridobitev virusne nukleinske kisline za metodo NGS

Tehnologija sekvenciranja lon Torrent je primernatoda za hitro in zanesljivo
dolo itev nukleotidnega zaporedja celotnega genoma hrparabe specifnih
oliginukleotidnih zaetnikov.

Slovenski sev virusa PED SLO/JH-11/2015 spada med 6 INDEL seve.

Slovenski sev virusa PED SLO/JH-11/2015 je genesskoden preostalim sevom
virusa PED, ki po letu 2014 kro ijo po Evropi.
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9 PRILOGE

Priloga 1: Celoten genom seva SLO/JH-11/2015 -sizpi baze podatkov GenBank
(KU297956); Complete genome sequence of the PorEipeemic Diarrhoea Strain
SLO/JH-11/2015.

Priloga 2: Objavljeni lanek iz revie Genome Announcements; Complete gpeno

sequence of the porcine epidemic diarrhea stra®/&H-11/2015.



