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Predgovor

Monografija za naslovom "Molekularna epidemiolaggevov virusa prajega reprodukcijskega in
respiratornega sindroma (PRRS) v Sloveniji" zajeseglemletno spremljanje genetske raznolikosti
virusov PRRS, ki smo jih ugotavljali v slovenskimagi jih rejah. Zaradi hitrega razmno evanja in
prenosa med pradi nastajajo vedno nove variante virusov PRRS, kavepje njihovo genetsko
raznolikost. Sodoben nia vzreje omogoa Sirjenje "super virusov", ki se hitro raznesejed prasijimi
rejami. Leta 2009 smo virus PRRS prvilokazali v Sloveniji, v naslednjih letih smo ugdjali
nadaljevanje Sirjenja in vnos novih sevov virusd¥RS v nase reje pragv. Kro enje velikega Stevila
razli nih virusov PRRS v rejah je pokazatelj pomanijkijaeizvajanja preventivnih ukrepov, kar ote uje
uspesno kontrolo bolezni.

S pomojo molekularno epidemioloskih Studij lahko nataa opredelimo, kateri sevi virusa povzam
oku be, pojasnimo vztrajanje oku be v reji, sledimaro ni povezanosti med oku enimi rejami in
uspesnje natujemo preventivo ter kontrolo bolezni.

Gradivo opisuje osnovne pojme in pristope, ki jgorabljamo pri Studijah molekularne epidemiologife.
delu so predstavljeni konkretni primeri, ki smo jifovzeli iz primerjave nukleotidnih zaporedij
ugotovljenih virusov PRRS med leti 2009 in 2015dg@ione pristope lahko uporabimo tudi pri drugih
povzro iteljih bolezni. Delo je namenjeno predvsem Studenteterinarske medicine, ki se pri predmetu
Epizootiologija sreajo z obravnavano tematiko, koristila pa bo tudeviearjem po zakljuenem Studiju,
da pridobijo nova znanja.

Za pomo pri testiranju in sekveciranju vzorcev se posebsjvaljujem dr. Danijeli Rihtarj dr. vet. med.,
Nataliji Novak in Poloni agar ter ostalim delavceMiroloSkega laboratorija. Hvala doc. dr. Marini
Stukelj, dr. vet. med., za odvzem dodatnih vzorzepozitivnih rej, ki smo jih natameje skupaj
spremljali, prav tako zahvala vsem ostalim vetejgm in patologom za poslane vzorce. Brez vaSih
pridnih rok in dobre volje bi tako obse no nalogekob sam opravil. StroSke Studije smo pokrili iz
sredstev programske skupine P4-0092 (Zdravje ,\dolje in varna hrana).

Hvala recenzentoma, prof. dr. Jo etu Gromu in pdof.Petru Hostniku, za nasvete in predloge, kingita

jih nesebino predajala in me vzpodbujala pri tem, da je 1o dastalo v obliki, kot je pred vami.

Ljubljana, 2015 avtor



MOLEKULARNA EPIDEMIOLOGIJA SEVOV VIRUSA PRASI JEGA
REPRODUKCIJSKEGA IN RESPIRATORNEGA SINDROMA V SLOVE NUJI

1 NEKATERA IZHODIS A, POMEMBNA ZA I1ZVEDBO STUDIJE
1.1 PRASI JI REPRODUKCIJSKI IN RESPIRATORNI SINDROM (PRRS)

PraSiji reprodukcijski in respiratorni sindrom (PRRS) ¢ma od najkompleksnejSih virusnih
bolezni praSiev, ki jo je zelo te avno zatirati. Oku ba se hit&xi med rejami in v prasereji
povzro a velike ekonomske Skode. Virus PRRS so prskoraj istoasno, dokazali v Evropi in v
Zdru enih dr avah Amerike med leti 1987 in 1988 @), Bolezen so pri bolnih pragh opisovali

z razli nimi klini nimi slikami, zato je bolezen v prvih objavah pomeana z ve imeni (angl.
mistery swine disease, blue ear disease, porcidengis abortion and respiratory syndrome —
PEARS, swine infertility respiratory syndrome — SIR.), kasneje pa se je v strokovni literaturi
uveljavil izraz PRRS. Bolezen povzeRNA virus z ovojnico, ki spada v dru indrteriviridae,

rod Arterivirus.
1.1.1 Organizacija genoma virusa PRRS

Genom predstavlja enojnovijaa pozitivno polarna molekula RNA, ki ima 10 bralrokvirjev
(ORF) in je velikosti okrog 15.000 nukleotidov (ntNa zaetku in koncu genoma sta
nekodirajoi regiji (UTR). Tri etrtine genoma obsegata ORF l1la in ORF 1b, ki q@Sata v dva
poliproteina 1a in lab, iz katerih nastane 14 no&girnih proteinov, pomembnih za
razmno evanje in sestavljanje virusa. Zadnji deh@®a kodira osem strukturnih proteinov v
prekrivajo ih regijah (ORF 2a, ORF 2b, ORF 3, ORF 4, ORF 5F@R, ORF 6, ORF 7). ORF
2-5 kodirajo glikoproteine membrane (gp 2-5), ORKadglira neglikoziliran protein membrane
(M), ORF 7 pa protein nukleokapside (N). ORF 2bsé&inahaja znotraj regije ORF 2, kodira
neglikoziliran protein E, ORF 5a, znotraj ORF Skoalira protein ORF 5a (slika 1). Zaradi velike
genetske raznolikosti glikoproteina 5 (ORF 5), npgga pomena pri virulenci in imunosti je

najve genetskih Studij izvedenih prav v tej regiji vinega genoma (1, 3, 4, 5, 6, 7).
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Slika 1: Shematski prikaz organizacije genoma @mRRS. Posamezni bralni okvir (ORF) je prikazémenom od
ORF la do ORF 7 v sorazmerni velikosti genoma, likiopravokotnikov. ORF 1a in ORF 1b se prepiSethra;Si
poliproteina 1a in daljSi lab. Zeleni kvadratki 5aposameznega bralnega okvirja predstavljajo skwmdilno

zaporedije, oran nertice pa ka ejo zaetek prepisovanja sporitnih RNA (mRNA).

1.2 RAZDELITEV SEVOV PRRS V GENOTIP 1 IN GENOTIP 2

Ob doloitvi nukleotidnega zaporedja celotnih genomov esk@ga seva PRRS Lelystad in
ameriSkega seva PRRS VR2332 so raziskovalci pugotovili, da sta ta dva virusa PRRS
genetsko zelo razlna, genoma sta si med seboj podobna le v 62,1 %6000 nukleotidov. Kaj
to no je spro ilo Sirjenje dveh raziih virusov PRRS okrog leta 1990 v Evropi in Amerge ni
jasno. V prvih letih po ugotovitvi bolezni se jerdoevalo, da evropski sevi PRRS tvorijo
genetsko zelo homogeno skupino virusov, podobmierpu izolatu, z imenom Lelystad virus
"evropska skupina”, za ameriske izolate, ki $igobidobni prvemu izolatu z imenom VR2332, pa
se je smatralo, da tvorijo tako imenovano "ameriSkupino”. KasnejSi podatki, dobljeni na
podlagi primerjave vgega Stevila nukleotidnih zaporedij iz regije vinega genoma ORF 5 in
ORF 7, sevov PRRS iz evropskih drav (Danske, jiali eSke, Poljske, Spanije, Neije,
Nizozemske, Belorusije in Slovenije), so pokazddi,v Evropi kro ijo zelo razlini sevi virusov
PRRS (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11). Veliko genetskietogenost sevov PRRS so po letu 199%lza
ugotavljali tudi v ZDA in Kanadi (12). Po letu 20@80evropskih dr avah olasno ugotavljajo

tudi "ameriSke seve" virusov PRRS, prav tako pdevropske seve" dokazali v Ameriki in
9



ostalih delih sveta. Na Kitajskem se je leta 200fvl visoko patogeni sev PRRS (angl. high
pathogen PRRS, HP-PRRS), ki je se je hitro Sirppavzro il visok pogin pri domaih prasiih.

Po doloitvi celotnega genoma HP-PRRS so ugotovili, daajesév genetsko najbolj podoben
ameriSkim sevom, ki spadajo v genotip 2, ima pa itma delecijo 30-tih aminokislin v regiji
genoma, ki kodira nestrukturni (Nsp2) protein (18)enzivno trgovanje s prasie glavni razlog
za vnos ameriskih sevov PRRS v Evropo, "evropskee"spa ugotavljajo na vseh celinah.
NovejSa klasifikacija razvr& seve PRRS v genotip 1, prej poimenovana evrog&kaina
virusov PRRS in v genotip 2, prej poimenovana askeriskupina (8). Primerjava virusov iz
genotipa 1 in genotipa 2 ka e priblino 60 % idemost v nukleotidnem zaporedju med sevi
PRRS, znotraj posameznega genotipa pa ugotavl@j@0d% razlik v zaporedju nukleotidov
(14). Filogenetska analiza zahodnoevropskih in dneevropskih izolatov PRRS je pokazala
veliko genetsko heterogenost virusov PRRS, ki kpoined pozitivnimi rejami, zato lahko
evropske viruse PRRS genotipa 1 razdelimo v najnianpodtipe (slika 2). V podtip 1 se
uvrs ajo virusi PRRS ugotovljeni v dr avah v zahodneranttalnem in vzhodnem delu Evrope,
Azije in Severne Amerike, na obnja Rusije ugotavljajo genetsko zelo ramk viruse iz vseh
treh podtipov genotipa 1, v Belorusiji pa ugotajdje seve uvr&ne v podtip 3 (8). Razdelitev v
tri podtipe 1, 2, in 3 potrjuje tudi razhio Stevilo aminokislin, ki kodirajo protein nuklempside
(ORF 7) in sicer pri sevih podtipa 1 protein nukigpside kodira 128 aminokislin, pri sevih
podtipa 2 ugotavljagjo 125 aminokislin in pri sevpodtipa 3 kodira nukleokapsido 124
aminokislin (15), vendar pa Stevilo aminokilslin sle i kot genetski marker. Shi in sodelavci je
seve podtipa 1 Se dodatno razdelil v 12 ra#h klad ali skupin, poimenovanih od A do L,
kriterij za razdelitev med posameznimi skupinamisparazlike v nukleotidnem zaporedju je
od 10 % (slika 3).
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Slika 2: Filogenetska primerjava genetsko ramh virusov PRRS genotipa 1, izvedena na podlaghgnave
zaporedja nukleotidov ORF 7 regije virusnega genopmaizolatih iz zahodnega, srednjega in vzhodndgk
Evrope. Krog oznean pik asto zajema seve virusov PRRS, ki so jih ugotawjar avah zahodnega in centralnega
dela Evrope, preostale seve so ugotovili v RusijBelorusiji. Predlagana razdelitev v tri podtipegovzeta po
Stadejek in sodelavcih (15).

Podobno kot seve genotipa 1, so tudi seve virusRR3 genotipa 2 nadalje razdelili v 9
genetskih linij, posamezne nove linije pa so bikdodene, e je Slo za vekot 10 % razlike v
nukleotidnem zaporedju glede na predhodno ugotoljénije (16). V letu 2015 je bila
objavljena obse na molekularno epidemioloSka Stud#f Tajske in jugovzhodne Azije, ki je
zajela v primerjavo 967 pozitivnih vzorcev virusBRRRS, ugotovljenih v letih od 2008 do 2013
in so jih sekvencirali v regiji ORF 5 virusnega gara. Ugotovili so kro enje virusov PRRS iz
genotipa 1 in 2, prav tako pa Stevilne skupineimijel znotraj obeh genotipov, kar potrjuje
potrebo po nadaljnjem globalnem spremljanju gemetsleterogenosti sevov PRRS in
sistematinem dopolnjevanju klasifikacije virusov PRRS z movsevi (17).
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Slika 3: Prikaz genetske heterogenosti sevov PR&Stgpa 1 v genski banki, filogenetska primerjayv@&yedena na
celotnem delu genoma, ki kodira ORF 5. Virusi pedtl so nadalje razdeljeni v 12 ramlh klad ali skupin, razlika
med posameznimi skupinami je y& od 10 %. Zraven posamezne podskupine so prikadaave, v katerih so
viruse PRRS ugotovili, v oklepaju pa je navedermwii vzorcev, ki so jih vkljuili v primerjavo (slika povzeta po

16).
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1.3 POJAVLJANJE OKU B Z VIRUSI PRRS PO RAZLINIH EVROPSKIH DR AVAH

Zaradi intenzivnega trgovanja z ivimi prasimed evropskimi dr avami, so novo bolezen po
ugotovitvi na Nizozemskem hitro dokazali v ramlh evropskih dr avah (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
18, 19, 20). Kljub temu so Svedska, Norvedka inc&v natamim izvajanjem preventivnih
ukrepov uspele preprié razSiritev virusa PRRS znotraj dr ave in soaletproste bolezni. NaSa
dr ava je bila prosta bolezni do vstopa Slovenij&wropsko unijo in je uspesSno prepeeala
vnos virusa PRRS v neoku ene reje s pregledom wsehenih praSiev v karantenah (21). Po
letu 2004 se je virus PRRS, zaradi drastga poveanja Stevila uvo enih ivih praSev in
opus anja karanten, vnesel v dr avo in se potem hita$ird v Stevilne praSie reje. Virus PRRS

smo v oku enih slovenskih pragh rejah prvi uradno dokazali v letu 2009 (22, 23).
1.4 NA INI PRENOSA VIRUSA PRRS MED REJAMI IN KONTROLA BOLENI

Bolezen PRRS je v oku eni reji te ko kontroliratajsse virus lahko v posameznih prasi
ohranja Se do 200 dni po oku bi. Maa oku enih praSiev v 3 do 4 tednih pridobi specifia
protitelesa in preneha izlati virus PRRS znotraj 60 dni po oku bi (24)e rejec ne izvaja
preventivnih ukrepov, ki preprajejo vnos virusa PRRS v rejo, se reja oku i. Pol bkse virus
hitro razSiri med prasi znotraj iste reje, s pozitivhimi prasipa se virus najvekrat Siri v druge,
Se neoku ene reje. NajpogostejSi vzrok za vnossaru rejo je nakup pozitivnih ivih pra@v,
ki so takrat nosilci virusa PRRS. Virus se lahkesmv rejo s pozitivnim semenom pri umetnem
osemenjevanju. Hitrost Sirjenja virusa PRRS zno&gg je odvisna od razporeditve prostorov v
hlevu, Stevila prasev, lo ene vzreje razlnih kategorij prasiev, "all in-all out" sistema vzreje in
drugih aktivnosti rejca. Pomemben dejavnik za pseimo ohranjanje virusa v pragireji je
lovek, ki lahko med rednim oskrbovanjem in izvagnj razlinih ukrepov pri prasih virus
PRRS prenese z obleko, obutvijo in uporabo oku epeeme (24). Vsi ti dejavniki tveganja se
razli no izvajajo in se razlikujejo od reje do reje t@nko prispevajo k temu, da neka reja ostane
neoku ena, druga pa se oku i in dolgasa ohranja virus PRRS v reji. Z nataim izvajanjem
karantene in drugih preventivnih ukrepov je magohraniti neoku ene reje prasv, vsekakor
pa je dolgorono vzdr evanje negativne reje odvisno tudi od okwsti prasijih rej v bli nji

okolici in v regijah, od koder se pradiuva a. Pri nas smo zabele ili tudi primere, kamg
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oku ene reje uspelo sanirati in potem ohraniti x@raraSie, neoku ene z virusom PRRS, skozi

daljSe asovno obdobje (25).
1.5 NAMEN IN UPORABNOST MOLEKULARNO EPIDEMIOLOSKIH STUIJ

Z molekularno epidemioloskimi Studijami virusa PRB@&kusamo pojasniti dogajanje v oku eni
reji, nartovati ustreznejSe preventivne ukrepe in nataje ovrednotiti ustreznost in uspesnost
sanacije doloene reje. Molekularno epidemioloske Studije so dere na podlagi primerjave
nukleotidnega zaporedja kratkih ali daljSih odsekomusnega genoma ugotovljenih virusov
PRRS znotraj iste reje ali med raglimi oku enimi rejami (24, 26). Podatke lahko prirano
tudi s rezultati izvedenih Studij v sosednjih pgkah ali zelo oddaljenih dr avah, iz katerih so
dostopne baze podatkov. \fe kot je Stevilo podatkov, ki jih primerjamo meeb®j, natannejSa

je Studija. Pomembni podatki, ki nam pomagajo pteripretaciji rezultatov so datum in leto
vzor enja, podatki o lokaciji oku ene reje in o Stevgumerjanih vzorcev iz iste ali razhih rej.
Molekularna epidemiologija nam lahko pomaga, daagmmo nekatere dogodke, npe ne
dosegamo prakovane uinkovitosti zatiranja bolezni po cepljenju. Tu&i nam manjka dol@ni
klju ni podatek, npr. dokaz protiteles po cepljenjuktal primerjavami virusnih sevov ocenimo
ustreznost nekega cepiva. S primerjavo nukleotidiaporedij dobimo podatek o idemtosti
oziroma razlinosti primerjanih sevov in na podlagi tega lahk&alemo ali je nek sev virusa
PRRS povzral oku bo ene ali vejega Stevila rej. Po vnosu virusa PRRS v neoku eo, se
isti sev virusa PRRS razSiri med prasPri primerjavi nukleotidnega zaporedja virusoRAReS
znotraj iste reje posledio lahko ugotavljamo pri ugotovljenih virusin PRRS razli nih
prasi ev, identino zaporedje nukleotidov. Pri oku bah z virusom FRJR potrebno upoStevati,
da se v oku enem pradi virus hitro razmno uje v limfathem tkivu, predvsem pa v pljaih
makrofagih, kar povzro slab imunski odgovor prad. Virus se v oku enem prasi zato ve
tednov razmno uje, kar ima za posledico veliko 8tekopij virusa in to poveuje mo nosti
nastanka vgega Stevila variant virusa, ter poae mo nosti prenosa istega virusa na Se
neoku ene prase. Med pomno evanjem virusa PRRS prihaja v genomusa do nakljunih
mutacij. Objavljen podatek za regijo ORF 7 pokada se v genomu virusa PRRS vgradijo

napani nukleotidi s frekvenco 3,8 x T0na leto, saj virusna polimeraza RNA nima sposotinos
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samopopravljalnega mehanizma ob vgraditvi napga nukleotida (27). Tako nastajajo nove
variante virusnega seva, ki pa imajo Se vedno pelibbno zaporedje nukleotidov, kot izvorni
sev. Veje kot je Stevilo praSev, v katerih se je razmno eval dokn sev virusa in daljSe kot je
spremljano asovno obdobje, vee razlike lahko priakujemo med primerjanimi pozitivnimi
vzorci (26). Molekularno epidemioloSke Studije namogo ajo primerjave razlinih pozitivnih
vzorcev in sledenje spremembam v genomu virusa PRe®da pa brez odvzetih vzorcev, v
katerih doka emo prisotnost virusa PRRS in dafm zaporedje nukleotidov, ne moremo izvesti
molekularno epidemioloske Studije. Molekularno epnibloSke Studije lahko razjasnijo nekatera
dejstva, ki so pomembna za razumevanje pojavlj@njanja, ohranjanja in vplivajo na uspesnost
zatiranja PRRS v posamezni reji, regiji ter pojpstudi prenose virusov PRRS med raaimi

dr avami.
1.6 PODATKI ZA 1ZVEDBO MOLEKULARNO EPIDEMIOLOSKE STUDIE PRRS

V nadaljevanju so predstavljeni rezultati molekatarepidemioloske Studije, ki pojasnjujejo
pojavljanje razlinih sevov virusov PRRS v slovenskih prBi rejah med leti 2009 in 2015.

Podatke za izvedbo Studije smo pridobili iz ddee nukleotidnega zaporedja v dolini 258
nukleotidov posameznih pozitivnih vzorcev v re@jRF 7 virusnega genoma, v pozitivnih rejah,
v katerih smo dokazali in tipizirali viruse PRR& $tevilu vklju enih virusnih sevov je izvedena
molekularno epidemioloSka Studija najjee tovrstna Studija pri nas. Na podlagi 394 virtasni
sevov, ki smo jih ugotovili v 178 razhih prasSijih rejah, smo pridobili Stevilne podatke o
pojavljanju razlinih virusnih sevov v oku enih pragih rejah, ki jih pred tem nismo poznali.

Primer omenjene Studije Studentu podaja tudi nekaighodiSa o uporabnosti molekularno

epidemioloskih Studij, ki jih podobno, kot je préadjeno v tej Studiji, lahko uporabimo za druge

povzro itelje bolezni.
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2 UGOTAVLJANJE OKU ENIH REJ S PRRS

Za dobro molekularno epidemiolosko Studijo je porbem da zberemoim ve pozitivnih
vzorceyv iz iste reje in iz razlnih rej, ki jih lahko v nadaljevanju primerjamo meeboj. V Studijo
lahko vklju imo le tiste viruse PRRS, ki smo jih uspeli dokgzaato je izbira obutljive in
specifi ne metode za dokaz virusa PRRS prvi pomemben deij&t s katerim lahko vplivamo
na rezultate. Virusom PRRS najprej v regiji ORHRIZRF 7 doloimo nukleotidno zaporedje in
jih primerjamo med seboj. V primerjavo vkljmo tudi podatke virusov iz predhodno
ugotovljenih pozitivnih rej ali virusov PRRS ugelienih v drugih dr avah. Med seboj lahko
primerjamo le zaporedje iste regije virusnega gemamvklju imo tiste podatke, ki jih imamo
takrat na razpolago, zato je kvaliteta izvedendifwodvisna tudi od Stevila vkljenih vzorcev.
Vsekakor je potrebno poudariti, da se je cena dola nukleotidnega zaporedja (sekvenciranja)
v kratkem odseku virusnega genoma v zadnjih leglo zniala, tako da tovrstne Studije
postajajo v bolj razvitih dravah vse bolj dostopme vse pogosteje uporabljene tudi v

veterinarski medicini.
2.1 VZOR ENJE V POSAMEZNI REJI

V reji, za katero sumimo, da se je okuila z virosd®RRS, lahko vzoimo praSie vseh
starostnih skupin in kategorij. Dokaz virusa PRRSoku eni reji je neposredna potrditev
prisotnosti povzratelja bolezni. Ob prvem vnosu virusa PRRS v regooslvzame vzorce pri
ivalih, ki so klini no prizadete in ka ejo enega ali venakov bolezni: nejegost, te ko dihanje,
poviSano telesno temperaturo, abortirajo, kotijovonojene pujske in bele ijo poviSano smrtnost
pri pujskih. Pri ivih, klini no prizadetih ali zdravih prash, se odvzame vzorec krvi, brez
antikoagulanta. V posamezni reji lahko vaoro ve praSiev in vzorenja ponavljamo v
krajSem ali daljSemasovnem obdobju ter potem izvedemo primerjavo wgjetah virusov iz
iste reje. V zadnjih letih postaja za dokaz prissth virusa zelo prircma in ekonomsko
sprejemljivejSa tudi uporaba skupnega vzorca o@vzkre pri prasSih v posameznem boksu. Pri
poginjenih praSiih se za dokaz virusa PRRS najpogosteje odvzameaplyranico, ledvica in

bezgavke.
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2.2 NAJPOGOSTEJSA VRSTA VZORCEV ZA DOKAZ VIRUSA PRRS

Za dokaz virusa PRRS v oku eni reji so najprimesnggorci za laboratorijsko preiskavo serum,

plju a, srce, ledvice, bezgavke, vranica, timus in 24 25, 28).

2.3 RAZLI NE METODE ZA DOKAZ VIRUSA PRRS

Glede na to, da imajo metode rambh ob utljivost in specifinost, bi bilo idealno, da bi v
laboratoriju na vseh vzorcih v preiskavi uporahié razli nih metod. Zaradi asovnih in
cenovnih omejitev pa v laboratoriju za dokaz virt®aRS najvekrat uporabimo le predhodno
preizkuSene in e validirane metode.

2.3.1 Izolacija virusa PRRS

Virus PRRS je zelo olutljiv na temperaturne spremembe in v okolju hibgubi ku nost, zato je
za uspesno izolacijo virusa na cali kulturi pomembno, da je material, ki ga prejmemo
laboratorij, dostavljen v najkrajSem mo nerasu, ter da je poslamm bolj sve , v hladilni torbi,
ohlajeni na + 4 °C. Za izolacijo virusa na calikulturi lahko uporabljamo prage alveolarne
makrofage ali celino linijjo (MARC 145) ledvic opice (2). Znana je lana obutljivost
posameznih vrst celic za razie virusne seve, zato izolacija virusa PRRS neapaetl najbol
ob utljive metode za dokaz virusa v oku eni reji. Rifgitev istega izolata virusa PRRS pa je,
kljub stroSkom in te avnosti uspesne izolacije,ospmeznih primerih Se vedno pomembna, saj z
izolatom lahko nadalje izvedemo nekatere dodatneiskeve (virus nevtralizacijski test,
dolo anje nukleotidnega zaporedja celotnega genomajarki lahko podajo dodatne podatke o
znailnostih virusa PRRS v oku eni reji.

2.3.2 Dokaz virusa PRRS z molekularnimi metodami

Molekularne metode v zadnjem desetletju postajap bolj uporabne tudi v diagnostiki PRRS.
NovejSe metode so hitre, aliljive in omogoajo pregled velikega Stevila vzorcev. Za testiranje
lahko uporabimo razlne vrste vzorcev, v katerih dokazujemo prisotnagkleinske kisline
virusa PRRS. Genetsko zelo raaliin vedno novo porajajo se sevi virusov PRRS iz genotipa 1

in 2 predstavljajo veliko te avo v diagnostih laboratorijih, saj zmanjSujejo specifbst in
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ob utljivost razli nih, e uvedenih in preizkuSenih molekularnih met&hto je potrebno te
metode neprestano posodabljati, pred uporabo nalekolarne metode pa le te validirati na
pozitivnih sevih PRRS in vzorcih, ki jih lahko v blaratoriju iz neke geografske regije
pri akujemo (29). Vena molekularnih testov ima za tao mesto pomno evanja virusnega
genoma zelo ohranjeno regijo virusnega genoma OR&hKo pa tudi katerokoli drugo regijo
virusnega genoma. Nekateri molekularni testi e gmajo hkratno pomno evanje veazli nih
tar nih regij virusnega genoma in na ta imase povea ob utljivost metode. Specifni dokaz
prisotnosti nukleinske kisline virusa PRRS v vzojeuSele prvi del preiskave, ki ga moramo

uspesno izvesti,e elimo pozitivne vzorce nato primerjati v molekuho epidemioloski Studiji.
2.3.2.1 Dokaz virusa s klasio metodo RT-PCR

Prisotnost virusnega genoma v preiskovanem vzablol doka emo z razlnimi izpeljavami
metode reverzne transkripcije in veri ne reakcijpdimerazo (angl. reverse transcription and
polymerase chain reaction - RT-PCR) (30). Iz praduRCR posameznega vzorca lahko z
direktnim dolo anjem nukleotidnega zaporedja dobimo podatkehkv jnadaljevanju uporabimo
za molekularno epidemiolosko Studijo.

V nasi Studiji smo uporabili validirano metodo RTIR, ki omogoa dokazovanje virusov PRRS
iz genotipa 1 in 2 v regiji ORF 7 virusnega gend?®RS (23). V preiskavi smo uporabili vzorce
serumov, odvzetih od ivih pra®v in razli nih organov poginjenih pra&v. 1z vzorcev organov
(plju a, bezgavke, vranica, ledvice) smo najprej pripraadspenzijo vzorca. 1z posameznih
vzorcev smo nato izvedli izolacijo RNA s komerciairkompletom(QlAamp”® viral RNA Mini,
Qiagen Nemija) po navodilih proizvajalca kita. Za izvedbo RPIGR smo pripravili reakcijsko
mes&anico z reagenti kompleta QIAGERNneStep RT-PCR tako, da smo zme3ali vodo, RT-PCR
pufer, dNTP meSanico, par oligonukleotidnih emikov P1 in P2 (30), RT-PCR meSanico
encima in na koncu smo mesSanici dodali izolirancARiMeiskovanega vzorca. V vsako izvedbo
metode RT-PCR smo vkljui tudi pozitivno in negativno kontrolo. Pomno enj@ nukleinske
kisline je potekalo v avtomatskem termopomno evalniZa doloitev specifine velikosti
produkta RT-PCR (291 nt za genotip 1 in 301 nt eaogjp 2 virusa PRRS) smo uporabili

metodo elektroforeze v 1,8 % agaroznem gelu. Pozagnevzorce RT-PCR smo po
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pomno evanju nanesli v epke agaroznega gela skaparnaevalcem velikosti produktov ter
vklju ili elektroforezo. Rezultate smo athli na UV transiluminatorju in sliko dokumentirad

napravo za slikanje gela.

2.3.2.2 Dokaz virusa z metodo RT-PCR v realnasu

Metoda RT-PCR v realnenasu je razliica metode RT-PCR, pri kateri poleg oligonukleoiidn
za etnikov uporabimo Se eno ali vepecifi nih sond (23, 29, 31, 32). Metoda omog@regled
velikega Stevila vzorcev, je hitra, speaffa in obutljiva. Na trgu so e dostopni Stevilni
komercialni testi, ki omog@jo dokazovanje razinih virusov PRRS, z nekaterimi pa je mogo
tudi hitro razlikovati viruse PRRS genotipa 1 in(21, 32). Posameznih sevov PRRS pa
komercialni testi ne zaznajo, kar potrjuje, da mga trenutno ni molekularnega testa, ki bi imel
100 % obutljivost in specifinost (23, 29). Razlne komercialne metode RT-PCR v realnem
asu smo uporabili za pregled preiskovanih rej, &msnpa smo za potrebe dodmja
nukleotidnega zaporedja pozitivhe vzorce dokazalissklasino metodo RT-PCR opisano v

prejsnji to ki (29).
2.4 DOLO ANJE NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA POZITIVNIM VZORCEM PRR

Dolo anje nukleotidnega zaporedja smo izvedli na 394itigoih vzorcih virusov PRRS,
ugotovljenih v 178 razlnih prasijih rejah, v katerih smo s klasio metodo RT-PCR potrdili
prisotnost nukleinske kisline virusa PRRS. Upoiabiho metodo direktnega sekveniranja
produktov PCR po Sangerju. Posamezne produkte pewarga v ORF 7 regiji virusnega
genoma Vv velikosti okrog 300 nukleotidov smo izfezagela in jih preistili s komercialnim
reagentom. Vsakemu pozitivnemu vzorcu smo dbloukleotidno zaporedje v obe smeri (angl.
forward and reverse) z uporabo istih oligonuklemtidza etnikov P1 in P2, ki smo jih uporabili
v metodi RT-PCR. Za sekvemo reakcijo smo uporabili encim Taq polimerazo-DNA s
fluorescentnimi barvili ozna&ne dideoxy nukleotide (ABI PRISM BigDye TerminatOycle
Sequencing Ready Reaction Kit, PE Biosystems, Z[P&dsamezna nukleotidna zaporedja smo
analizirali z avtomatskim sekvenatorjem ABI PRISNIO3Genetic Analyser (PE Biosystems,
ZDA).
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2.5 ANALIZA NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ IN PRIMERJAVA MED VIRUSI PRRS

Za obdelavo rezultatov po sekvenciranju smo upbrpaket programov Lasergen (DNASTAR,
ZDA), ki nam omogoajo natanno analizo posameznega nukleotidnega zaporedjmahgnem
programu smo poravnali obe nukleotidni zaporedjeda vzorca, ki smo ju dobili pri
sekveniranju z dvema zatnima nukleotidoma (P1 in P2). Primerjava zap@r@g4 pozitivnih
vzorcev v dol ini 258 nukleotidov je bila izvedewaobmo ju virusnega genoma PRRS regije
ORF 7, od mesta 14.673 do 14.927, glede na referesev PRRS Lelystad (Stevilka v genski
banki, M96262). Posamezne pozitivhe vzorce iz daie reje smo ozndi s pripadajoo
zaporedno Stevilko reje (od 1 do 178) in imenomreap da smo laje sledili primerjavam
vzorceyv iz istih rej in prikazom vzorcev iz razlih rej. Vsak vzorec smo oznh tudi z letnico

ugotovitve virusa PRRS v oku eni reji (zadnja Stkea).

Za urejanje posameznega nukleotidnega zaporedja siporabljali program BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), s katerim smahko primerjali nukleotidno zaporedje,
ugotovljeno pri naSih vzorcih, z nukleotidnimi zapdji, ki so dostopna v genski banki
(GenBank). S programom BLAST smo preverili prisstnonorebitne insercije, delecije ali
zamenjave posameznih nukleotidov ter ugotavljalistottk homologije med nasSimi in
primerjanimi zaporedji v genski banki podatkov. jgr® zaporedje smo shranili v programu

EditSeq pod zaporedno Stevilko reje in imenom vaorc

Program MegAligh" (Lasergen, DNASTAR, ZDA) omoga poravnavo dveh ali vezbranih
zaporedij nukleotidov ali aminokislin virusov PRRBrogram grafino prika e filogenetsko
drevo - sorodnost primerjanih nukleotidnih zapgradlizaporedja aminokislin in v tabeli prika e
odstotke podobnosti in razfiosti med njimi. Za poravnavo zaporedij smo updrabetodo

Clustal W in posamezne vzorce prikazali na filogekem drevesu skupaj z imenom reje.
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3 MOLEKULARNA EPIDEMIOLOGIJA SEVOV VIRUSOV PRRS, DOKA ZANIH V
SLOVENDIV LETIH OD 2009 DO 2015

Po prvi ugotovitvi pozitivnih rej prasev v letu 2009 smo v nadaljevanju do leta 2015tspse
viruse PRRS tipizirali z dol@njem nukleotiodnega zaporedja in s primerjavo eafja 258 nt
spremljali pojavljanje razlnih sevov v oku enih slovenskih pragh rejah. Podatke smo vsako
posamezno leto nadgrajevali z novimi spoznanji wirjpvali e predhodne ugotovitve.
Spremljali smo trend pogostosti pojavljanja razilh sevov PRRS v oku enih rejah v Sloveniji v
posameznem letu, posamezne reje pa smo spremijalvé let zaporedoma. V nadaljevanju
bomo posamezne podatke predstavili na itmia primerih, ki podajajo najpomembnejSe
odgovore in odra ajo uporabnost izvedene molekuagpidemioloSke Studije. Namen izvedene
Studije je bil, da dobimo odgovore na naslednjaganja: ali spada posamezni ugotovljen virus v
genotip 1 ali 2, se je reja oku ila z virusom PRBRSevom iz tujine ali s sevom, ki je razSirjen v
Sloveniji, se je posamezni sev virusa PRRS v okih @gjah pojavljal pogosteje kot drugi sevi,
kakSna je genetska stabilnost virusa v neke@sovnem obdobju znotraj iste reje, kakSna je

razli nost virusov znotraj iste reje, kaksSna je uporalbyednost cepljenja.
3.1 GENETSKA RAZNOLIKOST SEVOV PRRS UGOTOVLJENIH V SL@NIJI

V obdobju od leta 2009 do 2015 smo genetsko tg@iz894 PRRS pozitivnih vzorcev, ki so bili
odvzeti iz 178 oku enih pragih rej, pri prasiih razli nih kategorij (Tabela 1). Pozitivne reje se
nahajajo na celotnem obmuo Slovenije, najvge Stevilo okuenih rej s PRRS je bilo
ugotovljenih v regiji Pomurja in Stajerske, v tetieti regijah se nahaja tudi najje Stevilo

prasijih rej v Sloveniji (Slika 4).
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Slika 4: Prikaz lokacij oku enih rej z virusom PRR&razli nih podtipov virusov PRRS v pozitivnih rejah, kigm
jih ugotovili v Sloveniji v letih od 2009 do 2012.

Na podlagi nukleotidnih zaporedij lahko potrdim@ do se reje okuile z uvozom oku enih
prasi ev (semena) iz razinih evropskih dr av, prav tako pa smo dokazaliesife ugotovljenih
sevov virusa PRRS med slovenskimi rejami. V sprangdim 7-lethem obdobju ugotavljamo
veliko genetsko raznolikost virusov PRRS, ima pozitivnih vzorcev spada v genotip 1. Znotraj
genotipa 1 smo v Sloveniji ugotovili prisotnost gddtipov virusov PRRS, ki smo jih oznlas
rkami od la do 1o (Slika 5, Tabela 1). Razvrstibgotovljenih virusov PRRS v posamezne
podtipe temelji na podlagi umestitve pozitivnih v@@v na loene veje filogenetskega drevesa,
med posameznimi podtipi pa v primerjani regiji OREprimerjava 258 nt) ugotavljamo do 16,3

% razlik v nukleotidnem zaporedju.
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Tabela 1: Prikaz skupnega Stevila virusov PRRSkimemih rej s posameznim podtipom virusa PRRS ihled
2009 do 2015* (*zbranpodatki do 1. julija 2015) za Slovenijo. Uvrstitewusov v posamezni podtip je izvedena na
podlagi primerjave nukleotidnih zaporedij 394 pivzith vzorcev, ki smo jih ugotovili v 178 razhih pozitivnih
rejah. 372 pozitivnih vzorcev virusov PRRS se jestilo v 14 razlinih podtipov genotipa 1 (ozneni s podtipi od
la do 10), 22 pozitivnih vzorcev iz 12 rej pa spadgnotip 2 (oznani z oznako 2).

Podtip | 1a | 1b | 1c | 2d | 1e | 1f | 1g | 1h 1i 1j 1k | Im | 1n | 1o 2
Leto

2009 0 2 0 0 12 2 0 1 0 1 0 0 0 0 0
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Slika 5: Filogenetsko drevo prikazuje ramk podtipe virusov PRRS, ki smo jih od leta 2009ata 2015 ugotavljali
v Sloveniji. Primerjava je izvedena na podlagi 2b&leotidov regije ORF 7 virusnega genoma. Posanpewmitivni
vzorci virusov PRRS so na drevesu prikazani z zguo Stevilko reje, imenom vzorca in letnico ugdteey

pozitivhega vzorcaPrimer pozitivhega vzorca virusa PRRS z ozn&@ie6553/2012"91 - zaporedna Stevilka reje

91, 6553 - je ime pozitivhega vzorca, /2012 - poditvzorec virusa PRRS, ugotovljen v letu 2012.
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3.1.1 Oku ene reje s sevi virusov PRRS iz podtipaal

Znotraj podtipa la smo uvrstili 19 pozitivnih vzew; dokazanih v pozitivnih rejah, v letih od
2011 do 2015. Vzorce podtipa 1a smo ugotovili vddi nih rejah, med seboj pa imajo od 87,2
do 100 % identinost v nukleotidnem zaporedju (slika 6). Primerjd\& pozitivnih vzorcev
podtipa la v dolini 258 nt je pokazala, da so nekaugotovljeni pozitivni vzorci PRRS
posledica cepljenja. Zaradi uporabe cepljenja vprgti PRRS, s cepivom Porcilis ali Progressis
(obe cepivi vsebujeta sev PRRS Lelystad), smo cepngrusu PRRS identne seve ugotovili v
reji 4 in reji 51 (od 99,6 do 100 % idemipst nukleotidov s cepnim sevom), v vseh ostaljihre
pa smo ugotovili divje seve PRRS, ki spadajo vpsiiltip 1a, kot cepni virus. Velika genetska
razli nost virusov PRRS (do 12,8 % razlik), ki smo jo tagdi znotraj podtipa 1a, je v Sloveniji
posledica vnosa virusov PRRS iz najmanj 10 ra#li virov oku be. V rejah 42 in 73 smo v letu
2014 ugotovili isti sev virusa, kar je lahko postedoku be med rejama ali posledica vnosa
virusa v reji iz istega vira oku be. V kolikor smo isti reji tipizirali ve je Stevilo pozitivnih
vzorcev, smo ugotovili od 99,2 do 100 % identst zaporedja pri primerjanih pozitivnih vzorcih
(na primer reje 3, 5 in 166).

4 PRRS 3558-1-2014

51 PRRS 10441-2013

0 PRRS Lelystad (AY588319)

0 PRRS Progressis

0 PRRS Porcilis

4 PRRS 2288-2014

47 PRRS 4947-2014
T3 PRRS 5693-2014
30 PRRS 5946-2015
140 PRRS 1290-2014
166 PRRS 651-1-2015
166 PRRS 10929-1-2014
166 PRRS 10929-2-2014
97 PRRS 9491-2014
71 PRRS 499-2012

55 PRRS 3821-2011

55 PRRS 2838-2011

[ 5 PRRS 7179-1-2015
5 PRRS 7179-2-2015
2 PRRS3 975-1-2013
2 PRRS3 975-2-2013
104 PRRS 8167-2012
0 PRRS VR2232 (EF536003)

30 25 20 15 10 5 0

zamenjava nukleotidov x100

podtip 1a

genotip 1

1 genotip 2

2.2

Slika 6: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz podtipaskupaj z referenim sevom Lelystad in VR2332.
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3.1.2 Oku ene reje s sevi virusov PRRS iz podtipabl

V letih od 2009 do 2015 smo viruse PRRS, ki sowstili v podtip 1b, ugotovili v 47 pozitivnih
vzorcih, odvzetih v 33 razlnih rejah. Pri primerjavi 47 virusov PRRS znotragdppa 1b
ugotavljamo od 91,5 do 100 % idemtost nukleotidov, na podlagi razvrstitve na filogeskem
drevesu pa lahko zakljumo, da so se te reje okuile iz najmanj 17 raziln virov oku be, po
vsej verjetnosti z uvozom praév (slika 7). Po vnosu virusov podtipa 1b v naSawdr smo
dokazali tudi Sirjenje posameznega seva virusa na&imi rejami. Prav tako lahko na podlagi
dobljenih rezultatov domnevamo, da so se v letiik889 do 2011 reje 1, 35, 36, 49 in 59 v
Sloveniji med seboj oku ile z istim sevom virusa RR podtipa 1b. Podobno so se med seboj
oku ile reje 5, 107, 108 in 118¢ pa upoStevamo letnico ugotovitve virusa v posamegi, pa

je bila reja 5, oku ena v letu 2010, vir oku be pstale tri reje, v katerih smo virus PRRS
dokazali v letu 2011. Reja 44, oku ena v letu 20fE0bila vir oku be za rejo 63, v kateri smo
pozitivne vzorce dokazali v letu 2011. Na podlagpdlogije na filogenetskem drevesu lahko
podobno sklepamo, da so se reje 3, 30, 44, 81iEebojno oku ile, prav tako lahko podobno
zaklju imo za reje 25, 92, 96, 98 in 110. Podatka o mamehi trgovanju med pra$imi rejami
nismo pridobili ali nartno zbirali, sklepamo pa lahko, da bi takSni p&daodatno potrdili
rezultate, ki smo jih dobili s flogenetsko analixtsekakor je vsakoletno pojavljanje in uva anje
vedno novih sevov podtipa 1b v Slovenijo odraz,sdarazlini sevi PRRS podtipa 1b zelo

razsirjeni tudi v evropskih dr avah, iz katerih ugmo prasie.
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1
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PRRS 5tub19-22-2010
35 PRR3 6963-2010
|_1D? PRRS Vrlip5-2013
118 PRRS 9338-2013
108 PRRS 585-2-2013
108 PRRS 585-1-2013
- 5 PRRS 1661-7-2012
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rl 92 PRRS 7614-2012
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79 PRRS Brum 8-2012
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Slika 7: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz podtipaskupaj z referemim sevom VR2332.



3.1.3 Oku ene reje s sevi virusov PRRS iz podtipacl

Sest pozitivnih vzorcev virusov PRRS je vsebovalmse uvrSene v podtip 1c, med virusi
znotraj podtipa 1c pa ugotavljamo od 89,1 do 100d#mti nost v nukleotidnem zaporedju.
Viruse podtipa 1¢ smo ugotovili v 4 raziih rejah. Na podlagi razlik lahko sklepamo, dassos
naso dr avo vnesli trije razlni sevi virusa iz podtipa 1c, iz treh razlih virov oku be. Prvi
smo podtip 1c ugotovili v letu 2010 v reji 16 (sliB). V rejo 70 (okina Sveti Jurij ob Savnici)

se je v letu 2011 vnesel nov sev virusa iz podiipareja 70 pa je v letu 2012 po vsej verjetnosti
bila vir oku be za rejo 76 (obna Puconci), med virusi PRRS obeh rej smo ugat®dl6 %
identi nost nukleotidnega zaporedja. Sev virusa PRRS ulgerov reji 16 se razlikuje za 10,9 %
od seva ugotovljenega v reji 70, kar je dokaz, dadya razlina seva. V letu 2015 smo sev
virusa PRRS iz podtipa 1c ugotovili Se v reji 4Pp& se od predhodno dveh ugotovljenih sevov

razlikuje za 7,4 %, kar potrjuje, da gre za vhosvega seva virusa PRRS iz podtipa 1c v

Slovenijo.
70 PRRS 8397-2011
tio 1 . 76 PRRS 2137-2012
genotip podtip 1e 70 PRRS 938-2-2012
70 PRRS 2138-2012
| . — 16 PRRS 2080-2010
genotip 2 42 PRRS 8472-2015
s 0 PRRS VR2332 (EF536003)
: T T T T T T 1
30 25 20 15 10 5 0

zamenjava nukleotidov x100

Slika 8: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz podtipaskupaj z referenim sevom VR2332.

3.1.4 Oku eni reji s sevi virusov PRRS iz podtipa d

V letu 2010 smo v rejah 22 in 23 ugotovili ne@hni sev virusa PRRS, uvien v podtip 1d, ki
ga potem nismo ugotovili vev nobeni drugi reji. Pozitivha vzorca iz rej 2228 imata 99,6 %
identi nosti nukleotidov, kar potrjuje da sta se reji akumed seboj, oziroma iz istega vira
oku be (slika 9).
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Slika 9: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz podtipaskupaj z referemim sevom VR2332.

3.1.5 Oku ene reje s sevi virusov PRRS iz podtipael

Za seve virusov PRRS, ki so uvei v podtip 1e lahko potrdimo, da so se po vnoSlovenijo
prav gotovo od vseh vnesenih podtipov virusov PRRfuspesSneje razsirili med naSimi
letu 2010, ko smo viruse PRRS iz podtipov le ugbteov70 % od 20 tipiziranih pozitivnih
vzorcev (22). Od leta 2009 pa do sredine leta 2¢d®d 394 tipiziranih pozitivhih vzorcev
PRRS, 140 pozitivnih vzorcev (35,53 %) vsebovalluse PRRS iz podtipa le, vzorce tega
podtipa pa smo v tem obdobju ugotovili v 67 razlh rejah. Tonega razloga, kaj je povzito
hitro Sirjenje virusov podtipa 1e med naSimi rejgmasi ev, v letih od 2009 do 2012, nismo
ugotovili, lahko pa je to Sirjenje posledica takéat popolnoma oltljive populacije domah
praSiev in poveane prodaje pragv med rejami, kar bi lahko pripomoglo k hitremyesiju
tega seva. Genetsko 100 % idemdé viruse PRRS smo ugotovili v letih od 2009 doR0Xejah
2, 4,5, 10, 11, 12, 15 in 63, vse oku ene rejestam sevom PRRS pa se nahajajo v istih ali
sosednjih obnah v Pomurju. Na podlagi 100 % idemsti zaporedja nukleotidov lahko
potrdimo, da so se reje 28, 52 in 65 med seboji&kprav tako reje 3, 5, 37 in 75, pozitivne reje
oku ene v letih od 2012 do 2013 z istim sevom soa&eajale v isti obni (Beltinci). V letu 2014
smo ugotovili 100 % identho zaporedje v dveh rejah, kar je verjetno poséegienosa virusa
PRRS iz podtipa 1e iz reje 134 (Agd iz Pomurja v rejo 52 iz olme rni Kal v Primorski
regiji. 1z uvrstitve virusov na isto vejo filoges&ega drevesa lahko domnevamo, da je bila reja
50 (oku ena 2011) vir oku be za rejo 34, v katema oku bo ugotovili v letu 2015. Podobno
velja za rejo 64, ki je bila vir oku be za rejo 11dbe oku eni reji se nahajata v isti abi. V
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rejah 76 (Puconci) in 100 (Murska Sobota) smo ugbtaenti ne viruse PRRS, kar potrjuje

medsebojno oku bo, v reji 82 (Saur) pa zelo podoben virus (99,2 % identsti), kot je bil

istega leta ugotovljen v rejah 76 in 100. Zaradikega Stevila pozitivnih vzorcev virusov PRRS,

uvrs enih v podtip 1e, smo vao virusov tega podtipa prikazali na dvehdaih filogenetskih

drevesih (slika 10a in slika 10b).

podtip le
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30 PRRS 1552-5-2011
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52 PRRS 4137-2011

65 PRRS 8222-2011

76 PRRS 3843-2013
# 82 PRRS 3439-2012

76 PRRS 6549-2012
100 PRRS 6550-2012

—— 24 PRRES Terc-2012
20 PRRS 1552-4-2011

122 PRRS 10787-2013
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Slika 10a: Filogenetsko drevo z nekaterimi sevi BRR podtipa 1le, skupaj z refereim sevom Lelystad in

VR2332.

Na drugem filogenetskem drevesu razerih sevov PRRS iz podtipa 1e lahko pri reji 80 v

obdobju od 2012 do 2015 spremljamo, kako se viasgtgpoma v isti reji spreminja in kako se je

v tem obdobju prenaSal med rejami. Vir oku be z@ &0 (oku ena v letu 2012) je bila reja 53

ali reja 4, obe oku eni v letu 2011. V reji 109 smdetu 2013 ugotovili identen virus, kot v
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reji 80. V letu 2015 pa zelo podoben virus, kotey BO Se v reji 84, obe reji se nahajata v isti
ob ini. Podobne seve smo ugotovili v rejah 29, 41, 88jn 120 (reje iz obn Murska Sobota,
TiSina, Kri evci pri Ljutomeru in Beltinci) med [e2012 in 2013, ki so se po vsej verjetnosti
oku ile z nakupom praSev iz ene od prej oku enih rej s tem sevom viruRRB. Glede na
veliko genetsko podobnost (98 %) ugotovljenih vau$RRS je bila reja 45 vir oku be (nakup
pozitivhega prasa) za rejo 119, geografska razdalja med rejama 25 jkm. V letu 2012 smo
identi ni sev virusa ugotovili v rejah 25, 83, 84 in 1054 reje v Pomurju), leta 2013 pa Se zelo
podoben virus v reji 132 na Stajerskem, iz velikedgbnosti (99,2-100% identiosti
nukleotidnega zaporedja) pa so se verjetno temejg seboj oku ile. Reja 3, v kateri smo virus
PRRS prvi dokazali v letu 2009, je bila vir oku be za rejg,26 in 103. Zelo podobne seve
virusov PRRS smo med leti 2009 in 2011 ugotavijakejah 3, 4, 6, 20, 21, 27, 31, 37, 40 in 45,
vse reje pa se geografsko nahajajo zelo skupajnuBo, v razdalji znotraj 30 km, razen reje 31,
ki se nahaja v obni Dol pri Ljubljani. Po vsej verjetnosti se jerus v rejo 31 vnesel z nakupom

ivega oku enega prasa iz Pomurske regije.

Viruse iz podtipa 1le ugotavljamo na celothnem ozerSliovenije. Ugotovitev do 7,8 % razlik v
nukleotidnem zaporedju med ugotovljenimi sevi zajpodtipa 1e potrjuje, da je Slo tudi tukaj
za ve vnosov razlinih sevov virusov podtipa le v Slovenijo. 1z prijage pozitivnih vzorcev

ugotovljenih znotraj iste reje smo natagje ugotovili, kako stabilen je del virusnega geaov

regiji ORF 7 in kako hitro se virus PRRS v tej fegpreminja. Zbrani podatki za pozitivhe
vzorce iz podtipa le so pomemben del molekularnoeempoloske Studije, saj nam ista
topologija vzorcev iz posamezne reje na filogeratskdrevesu potrjuje zanesljivost in
ponovljivost rezultatov, nekatere pomembnejSe ugtte pa so natameje opisane v drugih

poglavjih v nadaljevanju.

31



4 PRRS Nem26-30-2009
37 PRRE 3354-2009

27 PRRS 3126-2010

39 PRRS 3127-2010

40 PRRS 3128-1-2010

40 PRRS 3128-2-2010
[— 6 PRRS V2531-2009
31 PRRS 4142-2010

45 PRRS 8221-1-2011
“ 3PRR= 2113-2010

20 PRRS 2114-2010

21 PRRS 2115-2010

3 PRRS Stra-1-2011

3 PRRS Stra-12-2011

103 PRRS 2133-2012

3 PRRS Stragt-2009
26 PRRS 965-1-2010
26 PRRS 965-2-2010

25 PRRS 964-5-2010
80 PRRS 4285-1-2014
84 PRRS 12938-2015
80 PRRS 4285-2-2014
80 PRRS 13937-2015
80 PRRS 22443-2015
80 PRRS 19173-2015
80 PRRS 9246-1-2013
80 PRRS 10627-2013
80 PRRS 820-1-2013
80 FRRS 820-2-2013
108 PRRS 977-2-2013
80 PRRS 3364-2012
4 PRRS 4213-2011
53 PRRS 16358-2011
29 PRRS 819-2013
72 PRRS 265-2012
69 PRRS 2136-2012
[E‘IEEI PRRS 9074-2013

G

podtip le

120 PRRS 9381-2013
9PRRS5 8393-2011
37 PRRS 2392-2011
r 27 PRRE 1262-2010
41 PRRS 2391-2011
45 PRRS 8221-2-2011
119 PRRS 9339-2013
83 PRRS 4282-2-2012
genotip 1 84 PRRS 4383-1-2012
25 PRRS 4180-1-2012
25 PRRS 4180-2-2012
83 FRRS 4382-1-2012
105 PRRS 4189-2012
i 132 PRRS 10631-2013
genotip 2 —— 0 PRRS Lelystad (AY588319)
325 0 PRR VR2332 (EF536003)
T T T T T T 1

30 25 20 15 10 5 0
zamenjava nukleotidov x100

Slika 10b: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz padlip, skupaj z referenim sevom Lelystad in VR2332.



3.1.6 Oku ene reje s sevi virusov PRRS iz podtipaf 1

V letih od 2009 do 2014 smo 14 pozitivnih vzorcevimsi PRRS, ki so uvr&ni v podtip 1f,

ugotovili v 10 razlinih rejah (slika 11). Ugotovljeni pozitivni vzorse med seboj razlikujejo do

8,5 %, iz razlik pa lahko sklepamo o najmanj trezlirnih vnosih virusov iz podtipa 1f v

Slovenijo. e smo najvge Stevilo pozitivnih vzorcev z virusi iz podtipd Ggotovili med leti

2009 in 2011, pa v zadnijih letih viruse iz tegatgmiugotovimo le Se olasno. Med pozitivnimi
vzorci iz devetih rej: 7, 42, 33, 42, 45, 46, 58, 93, ugotavljamo od 96,9 do 100 % identist

nukleotidov, kar potrjuje medsebojno oku bo rejsiim sevom virusa podtipa 1f v letih od 2009

do 2011. Seva iz rej 30 in 62 se od preostalihw®RRS, uvrsenih v podtip 1f, razlikujeta za

3,9 do 8,5 %, kar potrjuje, da gre zadoe vnose virusa PRRS, iz drugih virov, glede na

preostale reje.

podtip 1f

genotip 1

1 genotip 2

29.6

45 PRRS 7999-6-2010

45 PRRS 7999-8-2010

45 PRRS 8220-3-2011
58 PRRS 4111-2011

46 PRRS 7255-2010

33 PRRS 3362-2009
73IPRR3193-2012

7 PRRE PI-2-2009

42 PRRS 6493-2010

42 PRRS 6593-2010

93 PRRS 7666-2012

30 PRRS 7368-1-2014
30 PRR3 7709-1-2014
62 PRRS 7332-2011

0 PRRE Lelystad (AY588319)
0 PRREYR2332 (EF536003)

25 20 15 10
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Slika 11: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz podtifpakupaj z referemim sevom Lelystad in VR2332.

] 0
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3.1.7 Oku eni reji s sevi virusov PRRS iz podtipa d

V letu 2010 smo ugotovili dva razhia vnosa sevov PRRS iz podtipa 1g v Slovenijojo 42 in
51. Med pozitivnimi vzorci smo ugotovili 92,9 % e nost nukleotidnega zaporedja, kar
potrjuje, da gre za genetsko podobna virusa, vendatva loena vnosa v dve oku eni reji v
istem letu (slika 12). Do leta 2015 podobnih sem@amo ugotovili v nobeni drugi oku eni reji
prasi ev v Sloveniji.

genotip 1 podtip 1g — 42 PRRS 6591-2010

: —
1 genotip 2 51 PRRS 8460-2010
203 0 PRRS VR2332 (EF536003)

T T T T T 1
25 20 15 10 5 0

zamenjava nukleotidov x100

Slika 12: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz podiigaskupaj z referenim sevom VR2332.

3.1.8 Oku ene reje s sevi virusov PRRS iz podtipahl

V letih od 2010 do 2014 smo v sedmih razih rejah dokazali 12 pozitivnih vzorcev, ki so se
uvrstili v podtip 1h. Med virusi podtipa 1h ugotg@rho od 92,2 do 100 % identiost
nukleotidnega zaporedja. 1z topologije na filogekem drevesu lahko sklepamo, da so se virusi
tega podtipa vnesli iz dveh raziih virov oku be, najprej v letu 2009 v rejo 32, pa je bila vir
oku be reje 47, obe reji se nahajata v istiiab(Kri evci pri Ljutomeru). V letu 2011 smo virus
podtipa 1h ugotovili v reji 56, iz te reje pa sevjaus PRRS razSiril Se v reje 45, 47 in 77 (slika
13). V letu 2014 se je nov sev virusa iz podtipavhblesel v rejo 3, do leta 2015 pa genetsko
podobnega virusa nismo ugotovili v nobeni od okiherej, iz katerih smo tipizirali pozitivhe
vzorce.
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Slika 13: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz podiipaskupaj z referenim sevom Lelystad in VR2332.

3.1.9 Oku ene reje s sevi virusov PRRS iz podtipai 1

Viruse iz podtipa 1i ugotavljamo le adsno v oku enih slovenskih rejah pra&v. Prvi smo
virus PRRS, uvr&n v podtip 1i, ugotovili v dveh zaporednih odvzergta 2010 v reji 43, ki se
nahaja v obini Metlika na Dolenjskem. Leta 2012 smo genetskt zpodoben virus (98,4 %
identi nost nukleotidnega zaporedja) ugotovili v reji 8Bamurski regiji (obini Kuzma). V letu
2015 smo virus PRRS iz podtipa 1i dokazali Se v 1@l v obini Dobova, ponovno na
Dolenjskem, ugotovljen virus PRRS pa ima 98,4 %ideaost nukleotidnega zaporedja z rejo 43
in 99,2 % identinost z rejo 88 (slika 14). 1z podatkov nukleotidaemporedja Stirih vzorcev iz
treh oku enih rej lahko potrdimo, da gre samo zaseas virusa podtipa 1i v Slovenijo, verjetno
pa je virus prisoten Se v manjSih neidentificirapdzitivnih rejah, ki imajo manj stikov z drugimi
rejami, posledino se ta sev virusa PRRS ni razsiril najeestevilo rej. Ugotovitev dveh
oku enih rej na Dolenjskem v razdobju petih let npge, da se posamezni manj pogosto
ugotovljeni virusi PRRS lahko ohranjajo nekaj let aolo enem obmgu, ob asno pa se lahko

vnesejo tudi v druge regije. Oku ba reje 171 jevys®j verjetnosti posledica prodaje oku enih
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prasi ev ali drugega stika med rejo 43 (ali rejo 88)ejorl71, kar je imelo za posledico prenos
istega virusa PRRS iz podtipa 1i med rejami.

podtip 1i 85 PRRS 6405-2012
. L 171 PRRS 8620.2015
genotip 1 43 PRRS 6495-2010
: 43 PRRS 6494-2010
. genotip 2 ————————— 0PRRS Lelystad (AY588319)

0 PRRS VR2332 (EF536003)

25 20 15 10 5 0
zamenjava nukleotidoy x100
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Slika 14: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz podtipakupaj z referemim sevom Lelystad in VR2332.

3.1.10 Oku ene reje s sevi virusov PRRS iz podtips

Seve PRRS iz podtipa 1j smo ugotovili med leti 2092015 v 22 razlinih rejah, viruse tega
podtipa pa smo ugotavljali v vseh Sestih letihnferjava nukleotidnega zaporedja 29 pozitivnih
vzorcev, uvrSenih v podtip 1j, je pokazala od 89,9 do 100 % id@ost, na podlagi razlik pa
domnevamo, da so se virusi tega podtipa vnaSaloveSijo iz hajmanj sedmih razhih virov
oku be. V reji 1 smo v letu 2009 prviugotovili sev iz podtipa 1j, v letu 2010 pa geketzelo
podoben virus Se v reji 18 in 48, iesar lahko zakljumo, da je bila reja 1 vir oku be za ostali
dve reji. V reji 38 smo virus PRRS iz podtipa lyiprugotovili v letu 2011, isti sev virusa PRRS
pa Se v letu 2012 v rejah 47 in 81, v letu 2014epalr 91 in 151, identhost nukleotidnega
zaporedja virusov PRRS, ugotovljenih v teh petjatrgje znaSala od 97,5 do 100 %. V letu 2015
smo v reji 30 (PRRS 1234-1 in 2) ugotovili podoharus, vendar lahko zakljumo, da gre za
vnos virusa PRRS v to rejo iz drugega vira oku ke, je primerjava nukleotidnega zaporedja
pokazala le 93,8 do 95 % idemtost zaporedja. Podobno smo v reji 30 v letu 20dkadali virus
PRRS, ki bi lahko bil vir oku be za reje 159, 16162, 163 in 167. Na podlagi ugotovljene
identi nosti zaporedja lahko sklepamo, da so se reje§, 128 in 155 med seboj oku ile. Reja
52 je bila vir oku be za rejo 95 (slika 15). Sewdtipa 1j so na filogenetskem drevesu razemg

najbli je sevom podtipa la, zato ugotovitev in vn&®vilnih razlinih sevov podtipa 1j v
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Slovenijo ni presenenje, saj gre za genetsko sorodne seve najstarejSevn PRRS Lelystad,

ki so ga prvi dokazali e leta 1991 na Nizozemskem.

81 PRRS 3366-1-2012
151 PRRS 9359-2014
151 PRRS 9926-2014
47 PRRS 2129-2-2012
91 PRRS 2792-2014
38 PRRS 3226-1-2011
30 PRRS 1234-1-2015
30 PRRS 1234-2-2015
13 PRRS 1836-2012
18 PRRS 2111-2010
48 PRRS 7809-2010
1 PRRS Stub5-2009
0 PRRS Lelystad (AY588319)
85 PRRS 4384-1-2012
30 PRRS 11220-6-2013
162 PRRS 105122014
163 PRRS 10513-2014
167 PRRS 10998-2014
159 PRRS 10505-2014
30 PRRS 11220-4-2013
30 PRRS 11220-5-2013
161 PRRS 10511-2014
155 PRRS 9378-2014
128 PRRS 10646-2013
1 PRRS 1276-2014
138 PRRS 10644-2013
153 PRRS 9368-2014
154 PRRS 9373-2014
genotip 2 52 PRRS 1635-2011

95 PRRS 7786-2012
0 PRRS VR2332 (EF536003)

25 20 15 10 5 0
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genotip 1

Slika 15: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz podtipakupaj z referemim sevom Lelystad in VR2332.

3.1.11 Oku ena reja s sevom virusa PRRS iz podtipak

Sev podtipa 1k smo ugotovili le v reji 54 leta 20kio asno pa smo v tej reji leta 2011 dokazali
seve iz podtipa le. Med sevi PRRS podtipa 1k ibele imo 89,4 % identinost v nukleotidnem
zaporedju, zato ta razlika potrjuje, da gre zagpnigst dveh razlnih sevov v reji. V nobeni drugi

reji seva, ki bi bil uvren v podtip 1k v nadaljevanju nismo ugotovili.
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3.1.12 Oku ene reje s sevi virusov PRRS iz podtipam

Prvi primer oku be s sevom iz podtipa 1m smo ugdideta 2011 v reji 57, v naslednjih letih pa
Se v 48 razlinih rejah. Ugotovitev novega seva iz podtipa 1netu 2011 ni dajala slutiti, da se
bo ta sev v nekaj letih v Sloveniji razSiril naaefeliko Stevilo prasiih rej in v letu 2013 prvi
celo presegel pojavljanje do takrat najpogostejetaxdjenin sevov iz podtipa le. Verjetno je
razlog za hitro Sirjenje podoben, kot smo ga navelpodtipu 1le, vsekakor pa gre za en vnos
virusa PRRS v Slovenijo v letu 2011 in v nasledigitih uspesSno prenaSanje tega seva virusa
PRRS v Stevilne, Se neoku ene reje znotraj Sloeenijar potrjuje ugotovljena identiost
nukleotidnega zaporedja med 48 oku enimi rejamizkaSa od 96,1 do 100 %. Ugotovljena
velika podobnost med tipiziranimi virusi v obdol011 do 2015 torej dokazuje Sirjenje tega
seva virusa znotraj slovenskih rej, ne pa novihsewoiz tujine (slika 16). Velika uspeSnost
Sirjenja seva iz podtipa 1m prav gotovo ni nakku potrjuje pa, da imajo nekateri sevi virusa
PRRS ob ugodnih razmerah yigpotencial kot drugi in se lahko razSirijo na kel Stevilo rej. V
letu 2014 smo ugotovili vnos Se enega novega seuaavPRRS podtipa 1m iz tujine in sicer v
rejo 135, ki pa ima s preostalimi ugotovljenimi spedtipa 1m le od 90,3 do 94 % idemibst
nukleotidov (slika 17). V reji 135 smo v letu 20f# dveh razlinih odvzemih vzorcev dokazali
isti sev virusa, saj med dvema pozitivnima vzorceznatraj iste reje ugotavljamo 98,8 %
identi nost zaporedja nukleotidov. Vsekakor bi v prihodsije smiselno natameje prouiti tudi
nekatere druge zniénosti sevov podtipov 1e in 1m (klimo sliko, virulenco, najpogostejSi na
prenosa) ter nataneje ugotoviti razloge za nadpovpne uspesno Sirjenje teh dveh sevov v

neoku ene reje.
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,x§irjenje virusov PRRS podtipa 1m:

rdeca barva: reje okuZene v letu 2011
modra barva: reje okuzene v letu 2012
€rna barva: reje okuzene v letu 2013

zelena barva: reje okuzene v letu 2014

vijoli€na barva: reje okuzene v letu 2015

150

Slika 16: asovni prikaz in poti Sirjenja virusov PRRS iz gpdtlm v letih od 2011 do 2015, prikazano na pddlag
leta ugotovitve in podobnosti med virusi PRRS hagknetskem drevesu. Navedene Stevilke v maitlibarvah na
zemljevidu predstavljajo zaporedno Stevilko oku eege, razline barve pa leto ugotovitve, ko smo virus PRRS v

oku eni reji dokazali.
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122 PRRS 9383-2013
115 PRRS 8909-3-2013

87 PRRS 9667-2013

— 150 PRRS 5690-2014
- 143 PRRS 2794-2014
116 PRRS 9341-2013
128 PRRS 9673-2013
129 PRRS 9867-2013
130 PRRS 9075-2013
141 PRRS 2138-2014
126 PRRS 9669-2013
127 PRRS 9594-2013
156 PRRS 9492-2014

- 160 PRRS 10507-2014
1 | 168 PRRS Pris4-2014
173 PRRS 9818-1-2015
_L4? PRRS 6479-2015

) 47 PRRS 22442-2015
podtip 1m “_{ 175 PRRS 13415-2015

176 PRRS 13416-2015

174 PRRS 13414-1-2015
146 PRRS 3394-2014
147 PRRS 3395-2014
157 PRRS 9708-2014
158 PRRS 9709-2014
128 PRRS 10804-2014
1535 PRRS 10809-2014

132 PRRS 9379-2014
142 PRRS 2286-2014
— 116 PRR3 9369-2014
- 133 PRRS 213-2014
ﬁ152 PRRS 10144-2014

165 PRRS 10808-2014
164 PRRS 10806-2014
70 PRRS 726-2014
- 112 PRRS 6770-2-2013
112 PRRS 6772-2013
113 PRRS 6773-2013
57 PRRS 4567-4-2011
97 PRRS 7794-1-2012
99 PRRS 8404-2012
— 112 PRRS 6770-1-2013
- 25 PRRS 4386-2012
[ L 101 PRRS 6552-1-2012
L 52 PRRS 84052011
L 93 PRRS 44052014

152 PRRS 0366-2014
i . | 135 PRRS 650-2014

genotip 2 L 135 PRRS 5601-2014

0 PRRS VR2332 (EF536003)

genotip 1

T T T T T
25 20 15 10 5 0
zamenjava nukleotidov x100

Slika 17: Filogenetsko drevo z nekaterimi sevi PRRSodtipa 1m, skupaj z referarim sevom VR2332.



3.1.13 Oku ene reje s sevi virusov PRRS iz podtipan

Viruse iz podtipa 1n smo pri nas redko ugotovib, ldta 2015 pa smo s tem podtipom virusa
PRRS ugotovili oku bo le v rejah 67 in 131, s temjd reja 67 po vsej verjetnosti bila vir oku be

za rejo 131, kar potrjuje od 98,4 do 100 % idemist zaporedja nukleotidov med sevi,

ugotovljenih v obeh rejah (slika 18). Ugotovitevzpivnih vzorcev in istega seva virusa v reji 67

(99,6-100 % identnost) med leti 2011 in 2013 potrjuje, da se je $&V virusa vsaj tri leta

uspesno ohranjal v reji, podobno kot ugotavljamamgptalih podtipih virusa PRRS.

67 PRRS 8491-2011
67 PRRS Goj-1-2012
) 67 PRRS Goj-2-2012
podtip 1n 67 PRRS Goj15-2012
67 PRRS Goj16-2012
67 PRRS Goj55-59-2013
67 PRRS Goj60-54-2013
i 131 PRRS 10190-2013
- genotip 2 - 0 PRRS Lelystad (AY588319)
0 PRRS VR233Z2 (EF536003)

T T T T T 1
25 20 15 10 5 0
zamenjava nukleotidov x100

genotip 1

Slika 18: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz podtipaskupaj z referenim sevom Lelystad in VR2332.

3.1.14 Oku ene reje s sevi virusov PRRS iz podtipao

Viruse PRRS iz podtipa 1o smo ugotovili le na digkacijah, v reji 74 in pri divjem pradi,
leta 2012 (slika 19). Ugotovitev podtipa 1o v & v obini Cankova v Pomurju je prav gotovo
posledica vnosa novega seva virusa PRRS v Slovienijgine, saj genetsko podobnih sevov ne
prej ne pozneje nismo ugotavljali. V letu 2012 paospri diviem prasiu, ki je bil ustreljen v
ob ini Dobova, ugotovili isti sev virusa, s sevom gea 74 pa ima 99,2 % identiost zaporedja
nukleotidov. Na podlagi tega lahko sklepamo, daggv istega seva v dveh razlih regijah
Slovenije posledica medsebojnega prenosa viruséemiletu. S tem sevom pa bi lahko bilo na
Dolenjskem oku enih Se verej. Ena od mo nosti pojava istega seva pri divjgmrasi u je prenos
oku be preko gnojevke, ki jo rejci razva ajo na ktijgke povrSine in preko katere bi se divji

prasi lahko oku il. Druga mo nost prenosa virusa PRRSdngega praSia je preko direktnega
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stika z oku enim domam prasSiem. To bi se lahko zgodilo v primeruge so doma prasii

ob asno prosto spuéni iz hleva in bi tako lahko priSli v stik z dimji prasii.

genotip 1 podtip 1o 74 PRRS 1660-2012

87 PRRS 4676DP-2012
0 PRRS Lelystad (AY588319)
0 PRRS VR2332 (EF536002)

25 20 15 10 5 0
zamenjava nukleotidov x100

‘{ genotip 2
29.2

Slika 19: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz podtipaskupaj z referenim sevom Lelystad in VR2332.

3.2 PRIMERJAVA NASIH SEVOV PRRS S SEVI IZ DRUGIH DR AV

Primerjavo nukleotidnih zaporedij 394 pozitivnihoveev PRRS smo izvedli preko spletnega
stre nika BLAST (angl. Basic Local Alignment Sear€hol, NCBI, ZDA), da bi primerjali naSe
podatke s tistimi, ki so e dostopni v genski barika podlagi veletnega spremljanja dinamike
nastajanja sprememb v regiji ORF 7 virusnega genomarimerjav nukleotidnega zaporedja
virusov PRRS znotraj iste reje ocenjujemo, da bktagovorili o nedavnem prenosu oku be,

bi med dvema sevoma virusa PRRS ugotovili manjxéb razlik v nukleotidnem zaporediju.
Izvedba takSne primerjave bi bila uporabna za mepes dokaz o prenosu oku be med dvema
rejama. Ugotavljamo, da so nekatere podobne seRSPpedhodno e dokazali v drugih
evropskin dravah (v Avstriji, Nemji, Danski, Franciji, Belgiji, Hrvaski, Italiji, $®vaski,
Poljski, Spaniji...), vendar so v viai primerov razlike veje od 2 %. V nasi Studiji ugotavljamo
tudi Stevilne nove seve, zato lahko potrdimo, ddeuntidna zaporedja Stevilnih sevov PRRS, ki
kro ijo v Evropi Se niso dostopna v genski bankidptkov. Podobne seve virusov PRRS iz
podtipa 1e kot smo jih ugotovili v Sloveniji, soatgvili tudi v Italiji, vendar je med naSimi in
najbli jimi italijanskimi sevi PRRS le 95 % identost zaporedja nukleotidov. Nasim sevom iz
podtipa 1m so v genski banki najbli ji sevi iz D&esin HrvaSke, vendar imajo tudi ti z naSimi
sevi le 93 % identnost zaporedja. Vendarle je sev PRRS, ugotovljezji\i35 (podtip 1m) leta

2014, genetsko blije sevu iz Danske DK-2012-0120%KC862574), s katerim ima 96 %
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identi nost nukleotidnega zaporedja v primerjani regijiFdR Sevom iz podtipa 1n so v genski
banki najbli ji (94 % identinost) sevi iz Danske in Francije. NaSemu sevu PRR8dtipa 1j, ki

bil ugotovljen leta 2015 v reji 3, je najbli ji se@7VO63 (GU737264) iz Belgije, s katerim ima
95 % identinost nukleotidnega zaporedja. Sevom iz reje 4bdtipa 1h je najbolj soroden (94
%) sev iz Danske. Sevu iz podtipa 10 iz reje 74ggolj podoben (93 %) sev iz Slovaske P14
(KF134442). Sevom iz podtipa 1i je v genski bandjolj podoben sev Cresa3262 (JF276431)
iz Spanije. Natamej3ih primerjav s sevi, ugotovljenimi v drugih epskih dr avah, z namenom,
da bi doloili ime dr ave, ki je vir oku be zaradi navedenilazlik, nismo mogli izvesti. Stevilne
dr ave, izvoznice prasev, podatkov o pojavljanju posameznih sevov PRR&dza&konomskih
interesov ne elijo javno razkriti (poslati podatkegensko banko), saj bi s podobnimi Studijami
drugi raziskovalci lahko nedvoumno dokazali prenpesameznih sevov virusa PRRS med
dr avama. Iz tega razloga smo si ustvarili svojarka podatkov (podobno delajo tudi v drugih
dr avah) in jo od leta 2009 naprej veas dopolnjevali ter spremljali pojavljanje istihveg v
razli nih rejah znotraj Slovenije. Iz filogenetskega @%w, v katerega smo vklji primerjavo
394 zaporedij nasih pozitivnih vzorcev, pa lahkedg na ugotovljene razlike v zaporedju
nukleotidov zakljuimo, da so slovenski pragrejci pozitivne praSe uvaali iz najmanj 70
razli nih virov oku be (oku enih rej s pozitivnimi prad), ki se nahajajo v ve razli nih
evropskih dr avah (slika 20). Zaradi poslabSanjantar v slovenski pragreji, se v zadnjem
desetletju zmanjSuje samooskrba s pj@simesom, posledno pa se zaradi potreb trga povge
tudi uvoz ivih praSiev. Seveda se z uvozom ivih pra&v v dr avo vnasSajo tudi Stevilni
patogeni mikroorganizmiVirus PRRS je le eden od teh patogenov, ki smo daj\&tudiji
natanneje spremljali in nedvoumno dokazali Stevilne pganvirusa iz razlnih virov oku be.
Vsekakor pa ti patogeni povzmo nadaljnje oku be rej in posledio ekonomske Skode.
Zahteva kupca, da eli kupiti zdrave pras&iin ponovna uvedba karantenskih pregledov, bi
zmanjSala tudi nevarnost vnosa novih sevov virlBBRS v Slovenijo, vendar pa je ob nakupih
ve tiso odojkov za pitanje to zelo te ko izvesti in ekonsko upraviiti, posledi no pa so rejci,

ki ne izvajajo preventivnih ukrepov, vnos bolezropplnoma prepustili nakljyu. Tako z
nakupom praSev iz ene reje dobijo negativne prasiz druge pa pozitivhe in ko se ivali skupaj
zdru ijo v istem hlevu, se virus med praszelo hitro prenese.
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Slika 20: Vnos razlinih virusov PRRS je med leti 2009 in 2015 v Sloj@piotekal iz vejega Stevila virov oku be.
Filogenetska primerjava nukleotidnega zaporedja BB4sov PRRS med seboj, skupaj z najbolj sorodnimisi
PRRS v genski banki dokazuje, da so se virusi PRRIBvenijo vnesli iz najmanj 70 raziih virov oku be.

3.3 UGOTOVITEV SEVOV PRRS IZ GENOTIPA 2

V letu 2011 smo v reji 38 v Sloveniji prviugotovili viruse PRRS, ki spadajo v genotip 2, v
naslednjih Stirih letih pa smo viruse iz genotipagdtavljali le Se v posameznih oku enih rejah.
V letih od 2011 do 2015 smo skupno ugotovili 22 ipeaih vzorcev, v katerih smo dokazali

prisotnost virusov PRRS iz genotipa 2, v skupnadZli nih rejah (slika 21). Med ugotovljenimi
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sevi, ki spadajo v genotip 2, ugotavljamo 92,5 @0 % identinost nukleotidnega zaporedja.
Ugotovitev virusov genotipa 2 v oku enih slovensk#éah potrjuje predhodne ugotovitve, da so
virusi genotipa 2 prisotni tudi v evropskih dr avaheprav smo ugotovili le manjSe Stevilo
virusov genotipa 2 v posameznem letu, pa ima |girkentnost virusov genotipa 2 daljnose ne
posledice, saj gre za povsem razé viruse PRRS, ki se genetsko zelo razlikujejoviodsov

genotipa 1.

169 PRRS 468-1-2015
169 PRRS 468-2-2015
30 PRRS 5094-3-2013
30 PRRS 7709-3-2014
38 PRRS 2226-3-2011
137 PRRS 725-2-2014
- 33 PRRS 23932011
136 PRRS 724-2014
38 PRRS 2227-1-2011
38 PRRS 3226-2-2011
30 PRRS 7700-2-2014
0 PRRS VR2332 (EF526003)
| 172 PRRS 0815-2-2015
94 PRRS 7788-2012
30 PRRS 6004-1-2013
170 PRRS 5948-1-2015
14 PRRS 54009-2012
tip 2 30 PRRS 4190-3-2012
genotip 47 PRRS 768-1-2012

47 PRRS 2129-1-2012
4 PRRE 1079-2-2014
b 4 PRR3 1079-3-2014

genotip 1 91 PRRS 553-2012
0 PRRS Lelystad (AY588319)
T T T T T 1
25 20 15 10 5 0

zamenjava nukleotidov x100

cepni sevi

divji sevi

Slika 21: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz gemofp skupaj z referenim sevom Lelystad in VR2332. Na
drevesu so zgoraj prikazani sevi virusov PRRS,okpesledica cepljenja s cepivom genotipa 2, v sjgodrdelu

drevesa pa so prikazani divji sevi PRRS genotipa 2.

3.3.1 Ugotovitev cepnega seva VR-2332 v pozitivirigjah

Kakor je bilo e prej opisano, se ugotovljeni virugenotipa 2 precej razlikujejo od virusov

genotipa 1, s katerimi imajo le od 64 do 66,3 Ynid@ost nukleotidnega zaporedja. V letih od

2011 do 2015 smo v 6 rejah ugotovili genetsko peldobne seve virusu PRRS VR2332, ki se
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nahaja v cepivu. S primerjavo nukleotidnega zagearet? pozitivnih vzorcev iz 6 rej
ugotavljamo od 98,1 do 100 % idemtost, zato lahko sklepamo, da gre v teh rejah ntovgev
cepnega virusa iz uporabljenega ivega cepivaskibuje sev virusa PRRS VR2332. Zakaj so se
rejci odlo ili za uporabo cepiva proti virusu genotipa 2,&§b ne moremo nataneje pojasniti,
lahko pa domnevamo, da gre za cepljenje "na Slepé&blikor rezultati prvega cepljenja proti
virusom genotipa 1 niso dali zadovoljivih rezultato

3.3.2 Ugotovitev divjih sevov virusov PRRS genotipa

V oku enih rejah smo ugotovili tudi divje seve veov PRRS genotipa 2, ki pa imajo le od 94,3
do 98 % identinost zaporedja nukleotidov s sevom virusa PRRS \3R2¥e letno kro enje
cepnih sevov virusov PRRS iz genotipa 2 so po eepljv rejah prvi opisali leta 1995 na
Danskem. Tako ni izkljueno, da so nekateri ugotovljeni sevi genotipa 2lgaisa uporabe
cepljenja z virusi genotipa 2 e pred vEeti, cepni virus pa se je potem Se naprej mnaike
postopoma spreminjal v oku enih rejah, k nam pa gmmitivne praSie z divjim sevom PRRS
genotipa 2 uvozili. Nadaljnjega Sirjenja virusovngapa 2 med slovenskimi rejami nismo
zaznali. Smo pa leta 2012 zelo podoben divji sewsa PRRS iz genotipa 2 ugotovili v rejah 14
in 30, kar bi lahko bila posledica prenosa virusadjipa 2 med obema rejama ali vnos virusa

PRRS v obe reji iz istega vira.
3.3.3 Isto asna prisotnost sevov virusov PRRS genotipa 1 inmg&tipa 2 v oku eni reji

Ugotovitev istoasne prisotnosti sevov PRRS genotipa 1 in gen@ifrazlike v nukleotidnem
zaporedju med genotipom 1 in 2 so jeeod 35 %) v 6 rejah potrjujejo, da v isti rejhko
ugotovimo tudi dva genetsko zelo ramia virusa PRRS v kratkemasovnem obdobju. To smo
potrdili v reji 4, ko smo v letu 2014 zraven viruganotipa 2 (divji sev) ugotovili prisotnost
cepnih virusov PRRS iz podtipa 1a, v reji 14 smetu 2010 ugotovili viruse genotipa le, v letu
2012 pa Se viruse genotipa 2 (divji sev). V rejisBio v letu 2011, 2013 in 2014 ugotovili cepni
sev virusa PRRS iz genotipa 2, v letu 2013 tudji @&V iz genotipa 2 in razline podtipe virusov
PRRS (podtip le, 1a, 1j, 1f 1b) iz genotipa 1. ¥ 838 smo zraven cepnih sevov genotipa 2
ugotavljali Se seve podtipa 1j, v reji 47 v istetmdobju skupaj z divjimi virusi genotipa 2 Se
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viruse podtipa 1j in v reji 91 v istem letu virugenotipa 2 (divji sev) ter viruse PRRS podtipa 1]
(slika 22). V Studiji sicer nismo ugotavljali naska rekombinacij med virusi genotipa 1 in
genotipa 2, vendar je zaradi asne prisotnosti virusov PRRS iz obeh genotipoikaeho nost

za nastanek novih virusov PRRS, ki so posledicamddinacije, kar so potrdili e v predhodnih

Studijah v ltaliji (35). To v praksi pomeni, da kahz rekombinacijo nastanejo popolnoma novi
sevi PRRS, za katere pa ne vemo, kaksno patolbggo povzroali.
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47 PRRS 2120-2.2012
{L 91 PRRS 27022014 L
28 PRRS 3226-1-2011 podtip 1j
30 PRRS 1234-1-2015
30 PRRS 1234-2-2015
4 PRRS 3558-1-2014 podtip 1a
0 PRRS Lelystad (AY588319) .
4 PRRS 2288-2014 (cepni sevi)
47 PRRS 1227-1-2012
47 PRRS 7741-2010 podtip 1h
47 PRRS 6479-2015
30 PRRS 11220-4-2013
30 PRRS 11220-5-2013 ,
30 PRRS 11220-6-2013 podtip 1a
30 PRRS 5946-2015 | (divji sevi)
20 PRRS 11220-2-2013
30 PRRS 3045-2-2010
20 PRRS 3045.6-2010
4 PRRS Nem26-30-2009
4 PRRS 4560-2011
30 PRRS 1552-5-2011
30 PRRS 4190-1-2012 podtip le
14 PRRS 2105-2-2010
14 PRRS 2105-3-2010
4 PRRS 4213-2011
m 14 PRRS 1904-2-2010
- 20 PRRS 1552-4-2011

genotip 1 [ 30 PRRS 7368-1-2014 )
30 PRRS7709-1-2014 | podtip 1f

30 PRRS 73638-4-2014
~|r: 38 PRRS 9244-2-2013
47 PRRS 4195-2-2012 | podtip 1b
30 PRRS 10629-2-2013
30 PRRS 10629-3-2013
30 PRRS 6094-3-2013
38 PRRS 2393-2011
30 PRRS 7709-2-2014 ,
| 30 PRRS 7709-3-2014 genotip 2
38 PRRS 3226-2-2011 (cepni sevi)
38 PRRS 3226-3-2011
38 PRRS 3227-1-2011
0 PRRS VR2332 (EF536003)
14 PRRS 6409-2012
30 PRRS 4190-3-2012

enotip 2 30 PRRS 5004-1-2013 .
8 P 47 PRRS 768-1-2012 genotip 2
47 PRRS 2129-1-2012 (divji sevi)
4 PRRS 1079-2-2014
4 PRRS 1079-3-2014
115 91 PRRS 6553-2012 1
T T T T T T 1
30 25 20 15 10 5 0

zamenjava nukleotidov x100

Slika 22: Filogenetsko drevo s sevi PRRS izj@ga Stevila pozitivnih rej, v katerih smo ugotoyitisotnost virusov

PRRS iz genotipa 1 in genotipa 2.
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3.4 PRIMERJAVA POZITIVNIH VZORCEV PRRS, ZNOTRAJ ISTE RE

V posameznih rejah smo \e Stevilo oku enih praSev z virusom PRRS ugotovili vasu
vzor enja znotraj iste reje. Prav tako pa smo v istjalrgozitivhe vzorce ugotavljali ob ve
zaporednih odvzemih ali celo véet zaporedoma. Izvedena primerjava nukleotidr@hozredij
virusov PRRS iz iste reje je Se posebej zanimigpna ta nain lahko ugotovimo ali znotraj iste
reje ves as kroi isti sev virusa PRRS, prav tako pa lahkgotavljamo hitrost nastanka
sprememb v nukleotidnem zaporedju virusa PRRS ajiste reje. S primerjavo med pozitivnimi
vzorci lahko ugotovimo tudi vnos novih sevov virud®RRS v rejo.

3.4.1 Ugotovitev zelo podobnih virusov PRRS v ref0 v obdobju od 2012 do 2015

V reji 80 smo v letu 2012 prvidokazali prisotnost virusa PRRS, ki je bil ues v genotip le. V
letu 2013 smo isti sev virusa PRRS ugotovili v gerih vzorcih ob treh razlnih vzor enjih, v
letu 2014 ob enem vzanju in v letu 2015 ob treh razhih vzor enjih. Virus je torej v
Stiriletnem obdobju kro il znotraj reje med oku emi praSii in se med razmno evanjem le malo
spreminjal (ugotovljena najv@ razlika v zaporedju 258 nukleotidov med pozitinnvzorci
PRRS iz leta 2012 in 2015 je znaSala 3,1%). Iz emawve nukleotidnih zaporedij sevov
ugotovljenih v reji 80 med leti 2012 in 2015 smdrddi, da je v spremljanjem obdobju v reji 80
ves as kroil isti sev virusa genotipa le in v rejo emt obdobju niso bili vneseni novi sevi
virusov PRRS (slika 23). Ta podatek potrjuje predtteo objave, da se virus PRRS v isti reji
lahko ob ugodnih pogojih zadr uje in razmno uje tv@ let (26).
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80 PRRS 4285-2-2014
80 PRRS 130837-2015
80 PRRS 19172-2015
80 PRRS 224423-2015
80 PRRS 4285-1-2014
80 PRRS 9246-1-2013
80 PRRS 10627-2013

podtip 1le

genotip 1 80 PRRS 820-2-2013
80 PRRS 820-1-2013
. 80 PRRS 3364-2012
T genotip 2 —————— 0 PRRS Lelystad (AY538319)
205 0 PRRS VR2332 (EF536003)
I I I I I 1
25 20 15 10 5 0

zamenjava nukleotidov x100

Slika 23: Filogenetsko drevo s sevi virusov PRR$azitivne reje 80, v kateri smo ugotovili prisostwirusov iz

podtipa 1e v letih od 2012 do 2015.

3.4.1.1 Genetsko spreminjanje virusa PRRS pod&pareji 80 v obdobju Stirih let

Dolo itev genetske stabilnosti virusov znotraj nekegdotja (v naSem primeru od leta 2012 do
2015) nam poda pomemben podatek o postopnem spamjuimukleotidnega zaporedija istega
virusa PRRS v spremljani regiji virusnega genoma.fibgenetskem drevesu lahko pri reji 80
vidimo primer spreminjanja istega seva virusa PRR&sovnem obdobju Stirih let. Pozitivni

vzorci, ugotovljeni v letih od 2012 do 2013, selitagejo od 0 do 1,6 % nukleotidov, podobno
nizek odstotek razlik pa ugotavljamo v naslednjield letih. Primerjava zaporedja 258
nukleotidov v regiji ORF 7 ugotovljenih sevov PRRSeji 80 iz leta 2012 in 2015 ka e 96,9

identi nost nukleotidov. Zakljumo lahko, da znotraj reje 80 ugotavljamo od O ¢b % razlik

med sevi PRRS v Stiriletnem obdobju.
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3.4.2 Pojavljanje virusov PRRS v reji 29 v obdobjwd 2010 do 2013

V reji 29 smo v spremljanem obdobju od 2010 do 2@Gp&irali 16 pozitivnih vzorcev. Iz
filogenetskega drevesa lahko razberemo, da st@ prisotni dve genetski liniji zelo podobnih
virusov PRRS, ki so uvrgéni v genotip le. Primerjava 9 pozitivnih vzorcagptovljenih v letih
od 2010 do 2011 je pokazala, da se znotraj lingp@4itivni vzorci med seboj razlikujejo od 0 do
1,5 % nukleotidov. Pozitivni vzorci, ugotovljeniletin od 2010 do 2013, se znotraj linije 2 prav

tako razlikujejo od 0 do 1,5 % nukleotidov.
3.4.2.1 Ugotovitev dveh linij genetsko zelo poddbsevov PRRS v reji 29

Ob primerjavi podatkov iz leta 2010 ugotovimo, da & reji 29 tega leta bila prisotna dva zelo
podobna seva PRRS, eden iz linije 1 in eden izliai Med linijama ugotavljamo 96,3 do 97,4
% identi nost nukleotidnega zaporedija (slika 24). Na podtagdhodnih podatkov reje 80 lahko
potrdimo, da so razlike med ugotovljenimi sevi @igke, da bi se ta sprememba v spremljanem
obdobju zgodila znotraj iste reje. 1z dobljenih ptayv lahko zakljuimo, da gre za dva lena
vnosa zelo podobnega virusa PRRS iz podtipa 1¢ykiesta najmanj dve leti istasno kro ila

v reji. To potrjujejo tudi podatki, ki smo jih ddbv letu 2011, ko smo Se vedno ugotavljali seve
virusov PRRS iz obeh linij. V letu 2012 in 2013 @@&o0 Vv reji 29 ugotovili le Se seve linije 2.
Natan nejSi pregled razvrstitve sevov iz 67 rej genotlgapotrjuje zgornje ugotovitve, saj sta
obe liniji na filogenetskem drevesu naédaoih vejah, kar potrjuje, da gre za najmanj dvaseno

virusa PRRS v rejo (ni prikazano na filogenetskeavesu).
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29 PRRS 0803-1-2012
29 PRRS 0803-2-2012

29 PRRS Meol 20-2011

29 PRRS Meol 21-2011 -

29 PRRS 9079-2013 linija 1

29 PRRS 2768-81-2011

29 PRRS 08066t-2010

29 PRRS 08068t-2010

29 PRRS Meol 15-2011

29 PRRS Meol 19-2011

29 PRRS 2768-86-2011

29 PRRS 2768-89-2011 -
29 PRRS Meol-2010 linija 2

podtip le

genotip 1 20 PRRS 2768-83-2011
29 PRRS 2768-87-2011
i genotip 2 29 PRRS §19-2013
0 PRRS Lelystad (AY588313)
504 0 PRRS VR2332 (EF536003)
T T T T T 1
25 20 15 10 5 0

zamenjava nukleotidor x100

Slika 24: Filogenetsko drevo s sevi virusov PRR®azitivne reje 29, v katerih smo ugotavljali ptisost virusov
linije 1 in linije 2 iz podtipa 1le v letih od 20Hd 2013.

3.4.2.2 Primerjava v@ega Stevila pozitivnih vzorcev iz reje 29, ugofewih ob istem

vzor enju

V posameznih rejah smo ob istem vamju ugotovili in tipizirali veje Stevilo pozitivnih
vzorcev. V primeru prisotnosti enega seva bi daipdihetsko zelo podobna zaporedja (> 97 %
identi nost zaporedja), v primeru oku enosti reje za rawini sevi pa bi dobili manjSo
podobnost (< 96 % identiost nukleotidov). Z rezultati primerjave nukleotgdja zaporedja
pozitivnih vzorcev smo dokazali, da gre za dveeta vnosa virusov PRRS v rejo. Na primeru
reje 29 lahko potrdimo smiselnost tipizacije jega Stevila pozitivnih vzorcev znotraj reje ob
istem odvzemu, saj tako dobimo natagSe podatke o dogajanju v sami reji. Seveda Ibi bi
najbolje, e bi tipizirali vse pozitivhe vzorce, ki jih v rejigotovimo, vendar po nasSih izkuSnjah
tipizacija ve kot treh pozitivnih vzorcev istega odvzema iz aae reje ne daje dodane
vrednosti podatkom. Tipiziranje viega Stevila od treh pozitivnih vzorcev ob istenvzemu

posledino ni ekonomsko upraweno.
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3.4.3 Spremljanje virusov PRRS v reji 67 v obdobjwd 2011 do 2013

V reji 67 smo leta 2011 ugotovili neohjen sev virusa PRRS iz genotipa 1n, ki smo ga 2013
ugotovili le Se v reji 131. Primerjava sedmih pivzith vzorcev, ugotovljenih v reji 67 med leti
2011 in 2013, je pokazala od 99,6 do 100 % idanst nukleotidov, kar potrjuje podobno
stabilnost virusa PRRS v reji, kot smo to ugotdviarejah 29 in 80. Pozitiven vzorec virusa
PRRS, ki smo ga v letu 2013 ugotovili v reji 131agesevov ugotovljenih v reji 67 razlikuje za

1,2 %, kar je neposredni dokaz, da se je reja kBlla od reje 67.
3.4.4 Ugotovitev razlinih podtipov virusov PRRS znotraj iste reje

Ugotovitev razlinih virusov PRRS znotraj iste reje nam potrjuje dewo o sploSnem
neizvajanju ali pomanjkljivem izvajanju preventifinikrepov, ki ne preprejejo vnosa virusov
PRRS v rejo. V spremljanem obdobju smo od 178 pwit rej ugotovili 27 (15,1 %) takSnih
rej, v katerih smo med leti 2009 in 2015 ugotow#ijmanj dva razlina podtipa virusov PRRS.
Hkrati nam ta podatek potrjuje, da se reja lahkwzim sevom virusa PRRS oku i kljub temu,

da v reji e kro i genetsko razlen sev virusa PRRS.

3.4.4.1 Ugotovitev petih razhih podtipov virusov PRRS v reji 47 v obdobju odl@@lo
2015

Reja 47 nam slui kot dober pokazatelj, kaj se yi d®gaja, v primeru, ko rejec ne izvaja
preventivnih ukrepov za prepigev vnosa virusa PRRS v e oku eno rejo. V reji 4iho leta
2010 ugotovili prisotnost virusa PRRS, ki je bilréihen v podtip 1h. Isti podtip virusa smo leta
2012 v reji ugotovili Se pri treh pozitivnih vzobhci ugotovljenih v dveh leenih zaporednih
vzor enjih (med njimi je bila 100 % idennost). Z virusom PRRS, ugotovljenim v letu 2010, so
imeli pozitivni vzorci iz leta 2012 97,3 % idemiost zaporedja nukleotidov, kar potrjuje
kro enje istega seva virusa PRRS znotraj rejepRrem vzorenju leta 2012 smo zraven virusov
PRRS iz podtipa 1h ugotovili Se virus PRRS ugrsv genotip 2, med katerima ugotavljamo le
65,1 % identinost nukleotidov. Med ugotovljenim sevom genotipanzsevom VR2332 smo
dokazali 98,1 % identhost zaporedja nukleotidov, kar je lahko posledieaenja divjega seva

virusa po uporabi cepiva, ki je vsebovalo sev gpaoR. Glede na velike genetske razl5ike



(okrog 35 %) med sevi podtipa 1h in cepnim sevomogpa 2, cepljenje v reji prav gotovo ni
bilo uspesno, kar potrjujejo tudi podatki o ugotevprvotnega seva iz podtipa 1h ob drugem
vzor enju v letu 2012. Istega leta (2012) smo pri tratjgor enju ugotovili istoasno prisotnost
virusa PRRS iz genotipa 2 (100 % identist zaporedja s sevom genotipa 2 iz prvega enja)
in novega virusa PRRS v reji, uvehiega v podtip 1j, med katerima je le 64,7 % ideotst
nukleotidov. Iz teh podatkov lahko potrdimo, damed prvim in tretjim odvzemom, v reji ves
as kro il virus genotipa 2, reja pa se je nato dleuse s tretjim razlinim sevom PRRS v istem
letu. Ob etrtem vzorenju v letu 2012 smo ugotovili novo preseede, v reji smo dokazali Se
etrti sev virusa PRRS, ki spada v podtip 1b, s gewbtipa 2 ima le 66,7 % identbst, s sevi iz
ostalih dveh podtipov pa od 87,6 do 89,1 % idemst. V letu 2015 smo v reji 47 pri dveh
lo enih vzorenjih ugotovili sev iz podtipa 1m, med njima pe@f6 % identinost, kar potrjuje,
da se je v rejo vnesel nov sev virusa PRRS iz padtim, ki je tudi sicer najpogosteje ugotovljen
sev v oku enih rejah v tem letu (slika 25). Reja ddkazuje, kako razlha in kompleksna je
lahko slika glede oku b z virusi PRRS v spremljanéestletnem obdobju in koliko raziih
sevov PRRS je v temasu v reji kroilo. Vsekakor je glavni razlog za aganje vedno novih
sevov PRRS pomanjkljivo izvajanje preventivnih yoe in po vsej verjetnosti intenzivno
nakupovanje ivih pozitivnih prasev v spremljanem obdobju. V letu 2009 smo v reji 32
ugotovili zelo podoben sev (98,4 % identst) virusa PRRS kot leta 2010 v reji 47, kaajekb
dokaz, da je bila reja 32 vir oku be za rejo 47.gadpira tudi podatek, da se reja 32 nahaja v isti
ob ini kot reja 47, poznano pa je, da si rejci lokalmmenjujejo plemenski material in trgujejo z
ivimi prasi i. V letu 2012 smo identen sev virusa ugotovili tudi v reji 56, zato bi kahbila

reja 47 vir oku be za rejo 56, obe reji pa se nataay isti obini.
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47 PRRS 768-2-2012
47 PRRS 769-2-2012 podtip 1h
47 PRRS 1227-1-2012

47 PRRS 7741-2010

: 47 PRRS 2129-2-2012 odtip 1j
genotip 1 0 PRRS Lelystad (AY588319) e P
47 PRRS 8479-2015 | podtip 1m
47 PRRS 22442-2015
. ) —————— 47 PRRS 419522012 | podtip 1b
genotip 2 47 PRRS 768-1-2012 genotip 2
47 PRRS 2129-1-2012

L— 0 PRRS VR2332 (EF536003) (divji sev)
T T T T T 1

25 20 15 10 5 0
zamenjava nukleotidoy x100

Slika 25: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz poaéiveje 47, v katerih smo ugotovili prisotnost sou iz podtipa
1h, 1j, 1m, 1b in genotipa 2, v letih od 2010 d420

3.4.4.2 Ugotovitev Sestih raztih podtipov virusov PRRS v reji 30 v obdobju odl@@o
2015

Podobno kot v reji 47 smo v reji 30 v spremljanebdabju ugotavljali veje Stevilo razlinih
podtipov virusov PRRS, kar je prav gotovo posledimanmanjkljivega izvajanja preventivnih
ukrepov ali odraz nekontroliranega vnosa viruso\RBR/ Sest lethem obdobju. V obdobju od
2010 do 2012 smo v reji 30 tipizirali pet pozitinizorcev, ki spadajo v podtip 1e, med njimi pa
je od 95,7 do 97,7 % identiost nukleotidov. Glede na to, da gre za rejo ztiso prasii, je
nekoliko veji odstotek razlik med pozitivnimi vzorci znotragteé reje priakovan in je lahko
posledica intenzivnejSega razmno evanja znotrag r&je, ni pa tudi izkljueno, da se je reja
ve krat oku ila z zelo podobnimi sevi PRRS iz podtipa V letu 2012 smo v reji skupaj s sevom
iz podtipa 1e dokazali prisotnost virusa PRRS gpad, ki ima 98,5 % identnost zaporedja s
sevom VR2332, kar potrjuje, da gre za cepni seuser Uporaba cepljenja "na slepo” v reji
seveda ni dala zadovoljivih rezultatov, saj smo ragdtovljenimi virusi PRRS podtipa 1le in
genotipa 2 ugotovili le od 63,2 do 64,7 % idemtist nukleotidov. V reji 30 smo od 2013 do
2014 ugotavljali in tipizirali Se Stiri pozitivhezerce virusov PRRS genotipa 2, kar lahko potrjuje
ve kratno zaporedno izvajanje cepljenja ali pa kroeedjvjega virusa genotipa 2, kot posledico

cepljenja znotraj reje. V letu 2013 smo v reji 3 podlagi primerjave ugotovljenih pozitivnih
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vzorcev potrdili vnos razlnih podtipov virusov PRRS v istem letu. Pri prvemovenju smo v
dveh tipiziranih vzorcih ugotovili prisotnost viross PRRS iz genotipa 2, pri drugem vzemju
prisotnost virusov iz podtipa 1b, pri tretiem vzemju v letu 2013 ist@sno prisotnost virusov iz
podtipov 1b in 1j. V letu 2014 smo pri prvem vzemju dokazali istocasno prisotnost virusov iz
podtipa 1b in dodatno Se novega seva virusa PRRS amega v podtip 1f, pri drugem vzenju

pa soasno prisotnost virusov iz podtipa 1f in genotipakKBub domnevnemu vératnemu
cepljenju (s cepivom, ki vsebuje sev virusa PRR§eizotipa 2), to ni preprgo vnasanja novih
sevov virusov PRRS v rejo. V letu 2015 bele imo snwmvega seva v rejo, uvehiega v podtip

1j, ki pa se razlikuje od sevov podtipa 1j, ki 9b % reji ugotovljeni v letu 2013 (med njima
ugotavljamo le od 91,1 do 92,2 % identst nukleotiodov). Ob drugem odvzemu smo Vv reji
ugotovili Se en nov sev virusa PRRS, ki spada wtipddi, s cepnim sevom genotipa 1 pa ima le
93,4 % identinost nukleotidov, kar potrjuje, da v tem primerugre za cepljenje, ampak vnos
novega divjega seva virusa PRRS v rejo iz podtgpéslika 26). Seveda se postavlja vpraSanje,
kaksSne ukrepe je veterinar v temsu izvajal v reji in na kakSen na bi reSeval nastale te ave
vedno novih oku b z virusom PRRSg bi ves as in sproti imel podatke o vnosu genetsko zelo
razli nih virusov. Dejstvo je, da smo v Sestletnem obdobjisti reji pri praSiih ugotovili

kro enje Sestih razlinih podtipov virusov PRRS, ki so se med seboj kazkli od 83,7 do 92,2
% (razlike med virusi podtipov 1a, 1b, le, 1f, ifj)od 62 do 64,7 % med virusi genotipa 1 in 2.
Vzor enje smo opravljali le nakljuo, zato smo s tipiziranimi pozitivnimi vzorci naus PRRS
verjetno zajeli samo del intenzivhega dogajanj&jy vsekakor pa je reja 30 dokaz, da je brez
zaustavitve vnosa vedno novih virusnih sevov PRR8jw vsako drugano zatiranje PRRS v

oku eni reji neuspesno.
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Slika 26: Filogenetsko drevo s sevi PRRS iz poaéiveje 30, v katerih smo ugotovili prisotnost sou iz podtipa
le, 1f, 1j, 1b, lain virusov genotipa 2 v letih2@il0 do 2015.

3.5 POJAVLJANJE DVEH NAJPOGOSTEJE UGOTOVLJENIH PODTIPQ¥ in 1m

V spremljanem obdobju smo v podtip 1e uvrstili B394 tipiziranih vzorcev, v podtip 1m pa
69 od 394 tipiziranih vzorcev. Viruse PRRS iz ppdtile smo ugotovili v 67 rejah (37,5 %)
viruse iz podtipa 1m pa v 49 rejah (27,5%) od 1K8 enih rej praSiev, kar skupaj znasa dve
tretjini vseh oku enih rej v spremljanem obdobju 2809 do 2015 v Sloveniji. 1z analiziranih
podatkov ugotavljamo, da je v letu 2009 z virusiRFERiz podtipa le bilo oku enih 57,1 % od
pozitivnih rej, v letih 2010 in 2011 je ta odstoted Se nekoliko narastel, v letu 2012 in 2013 pa
upadel na 40 in 42,5 %, medtem ko je v letu 201dtadjenih pozitivnih rej, oku enih s
podtipom 1e bilo le Se 9,5 %. V letu 2015 se jetaé& pozitivnih rej, v katerih smo ugotovili
seve iz podtipa 1le, zopet zviSal na 25 % (tabeld@ @)drastino zni anje odstotka po letu 2012
pa ni na raun izboljSanja stanja, glede oku b z virusom PRRBagih rejah, ampak sovpada s
hitrim naraSanjem odstotka oku enih rej s sevom virusa PRR$S enim v podtip 1m. Viruse

PRRS iz podtipa 1m smo v Sloveniji preigotovili v dveh pozitivnih rejah v letu 2011. 57



V letu 2012 beleimo nara&nje odstotka pozitivnih rej, oku enih s tem virasoodstotek
oku enih rej pa se je Se bolj drastpd zviSal v letu 2013, ko je e vekot tretjina ugotovljenih
pozitivnih rej bila oku enih z virusom PRRS iz pgzt 1m. V letu 2014 se je odstotek pozitivnih
rej praSiev okuenih z virusom 1m Se nekoliko zviSal in jeegstavljal 41,2 % od vseh
ugotovljenih oku enih rej v tem letu (tabela 2). $premljanja trendov v sedemletnem obdobju
ugotavljamo, da je v naSih rejah Vet prevladoval sev virusa 1le (v obdobju 2009120potem

pa ga je nadomestil drug sev virusa iz podtipa ¢nol{dobju od 2013 do 2014). Odstotek
pozitivnih rej oku enih s podtipom 1e pa se je wl€015 ponovno nekoliko povisal, glede na
leto 2014, istoasno pa se je nekoliko zni al odstotek pozitivnku@nih rej z virusi iz podtipa
1m (slika 27).

Tabela 2: Prikaz Stevila ugotovljenih pozitivnih ke posameznem letu, skupaj s podatki o Stevilwdstotkih

ugotovljenih rej, v katerih smo ugotovili viruse RB iz podtipa 1e in 1m.

Leto Leto Leto Leto Leto Leto Leto
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015*
Vse pozitivne reje 14 36 29 50 40 63 20
Podtip PRRS 1e 8 22 18 20 17 6 5
(Stevilo rej)
Podtip PRRS1e | o4 61,1 62.0 40,0 42,5 95 25
(% rej)
Podtip PRRS 1m 0 0 2 5 15 26 6
(Stevilo rej)
Podtip PRRS 1m 0 0 6,8 10,0 37,5 41,2 30,0
(% rej)
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V dveh rejah smo ugotovili tudi sasno oku bo z virusi PRRS iz podtipa 1e in 1m, ina
oku enih rej s podtipom 1m, ugotoviljenih po letul2) pa je popolnoma novih rej, v katerih
nismo ugotovili prisotnosti drugih podtipov virus®RRS. Domnevamo lahko, da gre pri teh
rejah za drugaen nain vzreje praSiev, ki imajo svoj zaprti krog trgovanja, zato sevjeus
PRRS iz podtipa 1m lahko v nekaj letih tudi tak@efno razSiril med 49 oku enimi rejami.
Seveda pa je Stevilo oku enih rej s tem sevom w&hgi bistveno veje, kot smo jih ugotovili v
nasi Studiji in v prihodnjih letih bomo lahko pragotovo Se naprej spremljali dinamiko
pojavljanja, ohranjanja in Sirjenja teh sevov zapirasih rej.
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Slika 27. Pojavljanje virusov PRRS iz podtipa 1elin v obdobju od 2009 do 2015. Grafa prikazujetat@ek
ugotovljenih pozitivnih rej v posameznem letu, odmih z virusi PRRS iz podtipa le ali podtipa 1m. jde

spremembo v pojavljanju smo zabele ili po letu 2012
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3.6 UPORABA CEPLJENJA PROTI VIRUSU PRRS V OKU ENIH REJA

Velika genetska raznolikost in hitro spreminjanjausov PRRS zmanjSuje uspesSnost cepljenja,
kot enega izmed ukrepov za kontrolo PRRS v oku eajhh. Cepljenje v oku eni reji z virusom
PRRS bi bilo smiselno, v kolikor bi uporabili cepsgv, ki je v nukleotidnem zaporedju Vieot

95 % identien sevu, ki je oku il rejo. Kakor smo e prej ugeth, izvedeno cepljenje "na slepo”,
v Stevilnih oku enih rejah ne daje ustrezne #@&Sin ne prepra kro enja virusa PRRS v reji,
ampak le nekoliko zmanjSa ekonomske Skode. Predabpocepljenja bi bilo zato potrebno
najprej preveriti genetsko podobnost s cepnim sevone doloiti, kateri sev virusa PRRS kro i

v posamezni reji in Sele potem izbrati ustreznoweep e to obstaja, oziroma k zdravljenju reje

pristopiti z uporabo drugih bolj uspesnih mev, brez uporabe cepljenja.
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3.6.1 Cepljenje pozitivnih rej s cepivom, ki vsabujrus PRRS genotipa 1

Primerjava zaporedij 394 virusov PRRS, v dolini&%ukleotidov zelo ohranjene regije
virusnega genoma ORF 7 je pokazala veliko geneatskonost glede na cepni sev virusa PRRS,
ki se nahaja v cepivu ProgressisPorcilisPRRS, ki se uporabljata za cepljenje prgiproti
virusu PRRS. V Studiji iz leta 2010 smo ugotovila gre pri obeh cepivih za prisotnost seva
PRRS Lelystad iz genotipa 1, virusa se v obeh depne razlikujeta med seboj (100 %
identi nost zaporedja 258 nukleotidov). Najje podobnost z uporabljenimi virusi PRRS v
cepivu smo ugotovili z virusi PRRS iz podtipa 1&aserim imajo od 94,6 do 96,1 % idemidst
nukleotidnega zaporedja. Z virusi iz podtipa 1besbolj razlikujejo in obe cepivi imata samo Se
93,4 % identinosti v nukleotidnem zaporedju. Viea ugotovljenih sevov PRRS, ki smo jih
ugotovili v pozitivnih prasijih rejah pa ima s cepnimi sevi le od 87,2 do 9% 4denti nost
nukleotidnega zaporedja v regiji ORF 7. Na podhagjikin genetskih razlik ugotavljamo, da
uporabljena cepiva iz genotipa 1 v oku enih rejahdajejo zadovoljivih rezultatov, ampak le
nekoliko omilijo klini no sliko in posredno zmanjSajo ekonomske Skodev Bohovo je zato
zaSita praSiev po cepljenju slabsa tudi zaradi kro enja velikégevila genetsko razfiih sevov
PRRS v nasih rejah. Cepljenje z ivim cepivom v penih rejah pa poveuje tudi mo nost
nastanka rekombinacij med divjimi in cepnimi se\RRS, kar so v ltaliji pred nedavnim v

Stevilnih primerih e dokazali (34).
3.6.2 Cepljenje pozitivnih rej s cepivom, ki vsabujrus PRRS genotipa 2

Ugotovitev cepnih in divjih sevov virusov PRRS gbul 2011 v naSih rejah, ki spadajo v genotip
2, je posebej zaskrbljuja, saj obstaja velika verjetnost, da so se ti goetelo drugani sevi
virusov PRRS vnesli v naSe oku ene reje s ceplfami pa so posledica oku be z divjim sevom
virusa PRRS iz genotipa 2. V izvedeni Studiji sngotovili, da so v Stevilnih rejah skupaj s sevi
PRRS genotipa 2 istasno prisotni Se sevi genotipa 1. To daje slutifi, so v posameznih
oku enih rejah uporabili cepivo, ki vsebuje viruRRS iz genotipa 2, brez zavedanja, da takSno
cepljenje v oku eni reji ne bo uspesno in ne badaddovoljivih rezultatov. Z vnosom genetsko
povsem razlinega virusa PRRS pa lahko v reji naredimo Sgovékodo, saj cepiva vsebujejo

ive oslabljene viruse PRRS, ki pa se v oku eni mgve ijo in potem nenadzorovano Sirijo ter
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povzro ajo nove oku be. V vsakem primeru bi pred uporaléri&nega koli cepiva proti PRRS
bilo potrebno v oku eni reji najprej ugotoviti, k&t sev virusa PRRS je prisoten in se Sele potem

odlo iti ali je cepljenje reje sploh potrebno.
3.7 POJAVLJANJE PRRS PRI DIVJIH PRASHH

Prisotnost virusa PRRS so v vevropskih dr avah dokazali tudi pri divjih pragi (35). Bolezen
PRRS se pri divjih pragh kae s podobno klinino sliko, kot jo ugotavljamo pri domia
prasSiih, objavljenih pa je bistveno manj natarh podatkov. Pri divjih pradih v Belorusiji so
ugotovili genetsko zelo razhe seve PRRS, ki se od ostalih sevov v Evropi kagjo za
priblino 30 % in se uvrsajo v podtipe 2, 3 in 4 genotipa 1 (7). Z eksperitalimi poskusi so
dokazali, da imajo ugotovljeni sevi viSjo virulenoo povzro ajo viSjo smrtnost v primerjavi z
endemino prisotnimi sevi v evropskih dr avah. Sirjenjeprenos teh genetsko raziih sevov v
reje domaih praSiev bi lahko povzralo Se veje ekonomske Skode in dodatno te avo v
diagnostiki, saj Stevilni testi ne zaznajo teh guuit virusov PRRS. Divji prasi bi lahko bili
pomemben vir oku be za doma prasSie na obmagjih, kjer prihaja do neposrednega stika med

domaimi in divjimi prasi i.

4 ZAKLJU KI

Virus PRRS je podvren nenehnim genetskim spremembé&i jih lahko spremljamo z
molekularnimi epidemioloskimi Studijami, kot smd jprikazali v izvedenem delu. Na eni strani
se zaradi hitrega razmno evanja virusa v pliaiSpojavljajo vedno nove razice virusa PRRS,
kar poveuje genetsko raznolikost, na drugi strani pa sodolareja prasSev omogoa Sirjenje
"super-patogenih virusov", ki se lahko hitro @0 po dr avi ali celo izven meja. Zaradi tega
sta kontrola bolezni in izvajanje preventivnin ydog glavna nana, s katerima se lahko
prepreimo nove oku be praSjih rej. S pomojo molekularno epidemiolosSke Studije lahko
natanno prika emo genetsko raznolikost virusov, pojasmigpidemiolosko povezanost med

rejami in opiSemo zgodovino vnosa posameznega BRRS. Potrebno pa je poudariti, da je
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takSna obdelava in dostopnost podatkov o nukleibtidaporedjihn omejena le na posamezne
specialiste, ki pa velikokrat niso veterinarji, k&le, da bi veterinarji na terenu sproti lahko
dobivali najnovejSe informacije o pojavljanju vieusia nekem obmq. Zaradi tega bi bila
rejcem in veterinarjem v veliko pomalostopna baza podatkov, ki bi jo sproti posodéhtja
najnovejsimi podatki o virusnih sevih in bi bilaogto dostopna preko spletne strani. Seveda pa je
potrebno tudi minimalno znanje, ki nam omogorazumevanje uporabnosti molekularno

epidemioloskih Studij in pripravljena publikacig lghko prvi korak v to smer.

Molekularno epidemioloSka Studija temelji na prijaer nukleotidnih zaporedij 394 pozitivnih
vzorcev virusov PRRS, ugotovljenih v 178 razih slovenskih rejah prag&v. V Studijo so zajete
vse pozitivne reje od leta 2009 do 2015, v katsniio dokazali prisotnost virusa PRRS. 1z Studije

povzamemo naslednje zaklke:

1. Uporabljena tama regija virusnega genoma ORF 7 je primerna zgndstiko in tudi za

hitro tipizacijo zelo razlinih virusov PRRS iz genotipa 1 in genotipa 2.

2. Medsebojna primerjava zaporedja 258 nukleotidovjgeQRF 7, ki smo ga doldi s
sekvenciranjem pozitivnih vzorcev, daje zanesljivgponovljive rezultate, ki jih lahko v

nadaljevanju uporabimo v molekularno epidemiolastidiji.

3. V obdobju od leta 2009 do 2015 smo v Sloveniji ogot genetsko zelo raznoliko
skupino virusov PRRS, ki smo jih uvrstili v 14 nanih podtipov genotipa 1,
poimenovanih od 1a do lo. V 12 rangiih rejah smo po letu 2011 ugotavljali tudi viruse

PRRS, ki spadajo v genotip 2.

4. S Studijo ugotavljamo, da je velika genetska radst virusov PRRS v Sloveniji
posledica uvoza oku enih pragv iz najmanj 70 razlnih virov oku be, verjetno iz

razli nih evropskih dr av.

5. Po vnosu virusov PRRS v Slovenijo so se posamezmi(grimer podtipa 1e in 1m) zelo

hitro razsirili v ve je Stevilo prasijih rej. Z molekularno epidemiolosko Studijo lahka
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podlagi medsebojne primerjave nukleotidnega zaparpdzitivnih vzorcev pojasnimo

prenose posameznega seva virusa PRRS med oku exami.

6. V Stevilnih rejah smo velet zaporedoma tipizirali pozitivne vzorce in uadiali
genetsko identne seve, ki se med seboj v nukleotidnem zaporegljtanlikujejo za ve

kot 3 %, kar potrjuje zelo verjeten prenos viruRRS med temi rejami.

7. V nekaterih rejah smo velet zaporedoma ugotavljali pozitivne vzorce inzvadeni
Studiji nedvoumno potrdili vnos novih podtipov vwav PRRS v e oku ene reje ter

dokazali hkratno prisotnost virusov PRRS genotifiadenotipa 2 v isti reji.

8. V ve ini okuenih rej z virusom PRRS v Sloveniji cepljenne daje zadovoljivih
rezultatov, ker so sevi PRRS v pozitivnih rejahegsko razlini od cepnih sevov (man;

kot 95 % identinost v nukleotidnem zaporedju).

9. V nekaj rejah smo v pozitivnih vzorcih ugotovili pre sev virusa PRRS ali njemu
genetsko zelo podobni sev virusa. V cepljenih rejado hkrati ugotovili tudi prisotnost

genetsko oddaljenih divjih sevov virusov PRRS, fkatrjuje uporabo cepljenja "na slepo”.

10.V enem primeru smo virus PRRS iz podtipa 10 dokaadl pri divjem praSiu, genetsko
identi en sev virusa smo isto leto ugotovili tudi v reji gomaih prasiih, kar potrjuje

prenos virusa med domian in divjim praSi em.
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