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Kalicivirusi povzrocajo bolezni tako pri zivalih kot Cloveku. Znotraj druzine
kalicivirusov lo¢imo $tiri rodove: Vesivirus, Lagovirus, Sapovirus in Norovirus.
Norovirusi so najpogostejsi povzroCitelji nebakterijskega gastroenteritisa pri
odraslih, medtem ko so sapovirusi v glavnem povezani z obcasnimi izbruhi
gastroenteritisa pri otrocih. Pogost vzrok epidemij so zaradi nizkega infektivnega
odmerka, odpornosti na okoljske dejavnike in oralno-fekalne poti prenosa, ki
omogoda naglo Siritev okuzbe. Crevesne viruse, podobne norovirusnim in
sapovirusnim sevom ¢loveskih kalicivirusov, so nasli tudi pri govedu in prasic¢ih. V
primeru, da so farmske zivali mozen rezervoar Cloveskih kalicivirusov, se lahko
okuzijo delavci, ki so z zivalmi v pogostem stiku. Namen raziskovalne naloge je bil
oceniti to moznost v Sloveniji, zato smo zbrali iztrebke zdravih prasic¢ev z nekaterih
slovenskih farm in v njih molekularno dolocali kaliciviruse. Nekatere vzorce smo
po odvzemu zdruzili in Sele nato iz njih izolirali RNK. Za pomnoZevanje RNK smo
uporabili metodo RT-PCR s parom zacetnih oligonukleotidov JV12Y/JV13Il, ki
pomnozuje odsek norovirusnega genoma na polimerazni regiji. Pridelke
pomnozevanja smo doloCili z gelsko elektroforezo. Zaradi majhnega Stevila
pozitivnih vzorcev smo postopek RT-PCR naredili Se z drugim parom zacetnih
oligonukleotidov p290/NVp110, ki pomnoZuje del polimerazne regije genoma tako
pri norovirusih kot sapovirusih. Tako smo dobili ve¢ pozitivnih rezultatov.
Noroviruse pri zdravih prasi¢ih s farm smo potrdili, vendar pa po sekveniranju
dobljena nukleotidna zaporedja niso pripadala genski skupini c¢loveskih
norovirusov. Tako zaenkrat nismo uspeli potrditi moZnosti zoonotskega prenosa teh
virusov s prasicev na ¢loveka.
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Caliciviruses are important pathogens in animals as well as in humans. Within the
family Caliciviridae, four genera have been distinguished: Vesivirus, Lagovirus,
Sapovirus and Norovirus. Human caliciviruses, especially noroviruses are a
common cause of gastroenteritis outbreaks in adults worldwide. Sapovirus is
mainly associated with sporadic gastroenteritis in infants and children. Low
infection dose, high stability of the virus in the environment and person-to-person
transmission enables quick spread of infection. Enteric viruses similar to norovirus
and sapovirus strains of human caliciviruses had been found in calves and pigs.
Some caliciviruses may have zoonotic potential and domestic animals such as pigs
and cows may act as a reservoir for caliciviruses. When the farm animals serve as a
possible reservoir of human caliciviruses it is possible for the workers who are in
constant contact with the animals to get infected. The aim of our study was to asses
this possibility in Slovenia. We collected pig stool samples from several Slovenian
farms and tried to detect caliciviruses using molecular methods. Before the
isolation of viral RNA samples were usually pooled. Conserved polymerase
segment of norovirus genome was amplified by application of the RT-PCR using
primer pair JVI2Y and JV13l. Amplified products were determined by gel
electrophoresis. Because of small number of positive samples additional pair of
primers p290 and NVp110 targeting the conserved motif of the polymerase region
of noroviruses as well as sapoviruses was used. This way we obtained a higher
number of positive results. The presence of noroviruses in several healthy pigs in
Slovenia was confirmed. Further analysis after sequencing showed that these
viruses did not cluster together with any known strain of human noroviruses. The
possibility of zoonotic transmission of these noroviruses from pigs to human was
not confirmed.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AMV - virus pti¢je mieloblastoze (ang.: Avian Myeloblastosis Virus)

BoCV - goveji kalicivirus (ang.: Bovine Calicivirus)

bp - bazni par

cDNK - komplementarna DNK (ang.: complementary DNA)

Da - dalton

ddH,O - demineralizirana destilirana voda

DNK - deoksiribonukleinska kislina

dNTP - deoksinukleotid trifosfat

EBHS - virus sindroma evropskega rjavega kunca (ang.: European Brown Hare

Syndrome Virus)

EM - elektronska mikroskopija

ELISA - encimsko imunski test (ang.: Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

FCV - macji kalicivirus (ang.: Feline Calicivirus)

GGI - genska skupina [

GGII - genska skupina II

GGIII - genska skupina III

ORF - odprt bralni okvir (ang.: open reading frame)

PCR - verizna reakcija s polimerazo (ang.: Polymerase Chain Reaction)

PEC - prasicji ¢revesni kalicivirus (ang.: Porcine Enteric Calicivirus)

RHDV - virus zaj¢je hemoragi¢ne bolezni (ang.: Rabbit Hemorrhagic Disease
Virus)

RNK - ribonukleinska kislina

RT - reverzna transkripcija

SMSV - virus morskega leva San Miguel (ang.: San Miguel Sea lion Virus)

Tfl - Thermus flavus

U - enota za encimsko aktivnost (ang.: unit)

VESV - virus vezikularnega eksantema pri prasicih (ang.: Vesicular Exanthema

of Swine Virus)
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1 UVOD

Kalicivirusi so ikozaedri¢ni virusi brez ovojnice, ki so jih poimenovali po caSastih
vdolbinah na obodu. Genom je linearna, enojnovija¢na , pozitivno polarna RNA. Cloveske
kaliciviruse predstavljata rodova Norovirus in Sapovirus, ki se delita na genske skupine, le-
te pa na genotipe (Atmar in Estes, 2001; Green in sod., 2002; Farkas in sod., 2004).
Kalicivirusi so pogost vzrok bolezni pri ljudeh in zivalih. Pri ljudeh so znani kot
povzroditelji akutnega gastroenteritisa in so razSirjeni po vsem svetu. Prenos virusov je
fekalno-oralni. Med ljudmi se Sirijjo z neposrednim stikom, aerosoli, ki nastanejo pri
bruhanju ter s kontaminirano hrano in vodo (Pether in Caul, 1983; Koopmans in Duizer,
2004). Okuzijo se lahko ljudje vseh starosti (Koopmans in sod., 2002b; Lopman in sod.,
2002).

Prvo bolezen, kjer so kot povzrocitelja prepoznali kaliciviruse, so opisali leta 1932 pri
bolnih prasic¢ih na farmi v Kaliforniji (Traum, 1936). Do danes pa so kaliciviruse izolirali
ze iz mnogih Zivalskih vrst. Bolezen lahko povzrocijo tako pri divjih kot pri udomacenih
zivalih. Posledice so razlicne glede na vrsto zivali, od nezmoznosti razmnozevanja pri
prasi¢ih, krvavitev pri zajcih, do bolezni dihal pri mackah (USDA, 2003). Pri praSicih in
govedu pa so naSli Crevesne viruse, podobne norovirusnim in sapovirusnim sevom
¢loveskih kalicivirusov (van der Poel, 2000). Predvsem sevi kalicivirusov, ki povzro¢ajo
okuzbe Crevesja, predstavljajo potencialno nevarnost ljudem zaradi fekalno-oralne poti
prenosa okuZbe. Zivali na farmah so mozni rezervoarji ¢loveskih kalicivirusov in groznja

ljudem, ki so v pogostem stiku z zivalskimi iztrebki.

Cloveski kalicivirusi se ne razmnozujejo v celi¢nih kulturah ali v Zivalskih modelih.
Doloc¢ajo jih z direktno elektronsko mikroskopijo, kot tudi z encimsko imunskimi in
predvsem molekularnimi metodami, to je verizno reakcijo s polimerazo s predhodno

reverzno transkripcijo — RT-PCR (Atmar in Estes, 2001).
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1.1 NAMEN

Namen diplomskega dela je bil ugotoviti navzo¢nost in razSirjenost norovirusov med
zdravimi praSici na nekaterih farmah v Sloveniji in oceniti moznost, da so zivali rezervoar
sevov cCloveskih kalicivirusov. Pri¢akovali smo, da bomo v vzorcih izrebkov Zivali

dokazali RNK kalicivirusov, ki pripadajo genski skupini ¢loveskih kalicivirusov.
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2 PREGLED OBJAV

Prvo bolezen, ki jo povzrocajo kalicivirusi, so zabelezili leta 1932 v ZDA, ko so odkrili
virus vezikularnega eksantema prasi¢ev (Traum, 1936). Prvi norovirus je dobil svoje ime
po izbruhu gastroenteritisa leta 1968 v osnovni $oli mesteca Norwalk v Ohiu. Norwalk
virus so odkrili 4 leta pozneje in ga sprva opisali kot pikornavirus ali parvovirus na podlagi
izgleda pod elektronskim mikroskopom (Kapikian in sod., 1972). S kasnejSimi Studijami so
ugotovili, da virusne gastroenteritise povzroc¢ajo tudi drugi mali okrogli strukturirani virusi,

morfoloSko podobni virusom Norwalk (Atmar in Estes, 2001; Koopmans in sod., 2002a).

Leta 1976 so prvi¢ opisali morfolosko znacilne kaliciviruse v iztrebkih otrok (Madeley in
Cosgrove, 1976). Pri opazovanju teh virusov z elektronskim mikroskopom so bile vidne
casaste vdolbine na obodu, odtod tudi ime kalicivirusi (lat. Calyx: ¢aSa) (Madeley, 1979).
Mnogo kasneje so Jiang in sod. klonirali in opisali znacilnosti genoma virusov Norwalk ter
jih uvrstili med kaliciviruse, ker vsebujejo pozitivno polarno, enojnovija¢no,

poliadenilirano RNK (Jiang in sod., 1990).

Cloveski kalicivirusi se ne razmnozujejo v celi¢nih kulturah, zato so jih dolgo dolocali le z
direktno elektronsko mikroskopijo. Po uspe$nem kloniranju virusov Norwalk so razvili
nove reagente in metode za dokazovanje okuzb s cloveskimi kalicivirusi. Za dokazovanje
virusnih antigenov ali protiteles proti antigenom so razvili encimsko imunske teste. S
spoznavanjem nukleotidnega zaporedja virusnega genoma so razvili tudi zacetne
oligonukleotide, ki so jih uporabili za dokazovanje c¢loveskih kalicivirusov z metodo
verizne reakcije s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo - RT-PCR (Jiang, 1990,
1992a, 1992b; Atmar in Estes, 2001). Izboljsave v diagnostiki so vodile do objave celotne
sekvence genoma virusov Norwalk in Southampton (Jiang in sod., 1993; Lambden in sod.,
1993). Informacije o genomu in opis znalilnosti sapovirusov (Matson in sod., 1995;
Numata in sod., 1997) so potrdile, da so norovirusi in sapovirusi sorodni virusi (Greenberg

in sod., 1981; Cubitt in sod., 1994; Liu in sod., 1995; Matson in sod., 1995).
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2.1 TAKSONOMSKA UVRSTITEV

Ko so leta 1979 uradno potrdili obstoj druzine Caliciviridae (Matthews, 1979), so med
skupne lastnosti navedli en glavni strukturni protein, iz katerega je zgrajena kapsida ter 32
vdolbinic v obliki c¢aSic na povrSini viriona ikozaedri¢ne oblike. Prav tako pomembna
lastnost je nemetiliran 5' konec virionske RNK, kjer je kovalentno vezan protein (VPg), ki
naj bi bil bistvenega pomena pri infektivnosti RNK (Burroughs in Brown, 1978).
Kaliciviruse so zaradi velikosti pred tem uvrscali med pikornaviruse, pri obeh druzinah pa
je podobna tudi ureditev nestrukturnih proteinov: helikaze, VPg, proteaze ter polimeraze.
Glavna razlika med kalicivirusi in pikornavirusi je v ureditvi strukturnih proteinov, ki so
pri pikornavirusih zakodirani na 5' koncu, pri kalicivirusih pa na 3' koncu genoma. Poleg

tega pikornavirusi ne sintetizirajo podgenomske RNK (Thiel in Konig, 1999).

Virusi iz druzine Caliciviridae so razvr$éeni v §tiri rodove:
- Vesivirus (referencna vrsta: virus vezikularnega eksantema prasicev)
- Lagovirus (referen¢na vrsta: virus kun¢je hemoragi¢ne bolezni)
- Sapovirus (referencna vrsta: virus Sapporo)
- Norovirus (referen¢na vrsta: virus Norwalk)

Njihova velikost je od 27 do 40 nm. (Atmar in Estes, 2001).
Za lazjo komunikacijo med raziskovalci se kalicivirusi oznacujejo s kriptogramom, ki
vsebuje: izvorno gostiteljsko vrsto / rod / gensko skupino / imenovanje seva / leto odkritja /

izvorno drzavo (Preglednica 2-1) (Green in sod., 2000).

Preglednica 2-1: Kriptogrami za nekatere kaliciviruse (Green in sod., 2000: 181).

Ime virusa Kriptogram
Norwalk virus Hu/NV/I/Norwalk/1968/US
Feline CV, sev F9 Fe/VV/FCV/F9/1960/US
Jena virus Bo/Jena/80/DE
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2.2 RAZDELITEV CLOVESKIH KALICIVIRUSOV

Rod Norovirus se deli v vsaj dve genski skupini glede na genetske razlicnosti v
polimerazni in kapsidni regiji (Ando in sod., 2000). Obstajajo pa razlicne razdelitve
genskih skupin norovirusov na genotipe (Preglednica 2-2). Virusi, ki spadajo v isti genotip,
imajo ve¢ kot 80 % podobnost v aminokislinah kapsidnega proteina in ve¢ kot 85 %
podobnost za GGI ali 90 % za GGII v nukleotidih na polimeraznem delu genoma (Vinje in

sod., 2000b; Koopmans in sod., 2002b).

Preglednica 2-2: Razdelitev ¢loveskih norovirusov (Koopmans in sod., 2002b: 519).

Druzina Rod Genska skupina  Genotip Referen¢ni sev

Caliciviridae Norovirus GGI 1 Norwalk
Southampton
Desert Shield
Chiba
Musgrove

Hesse

~N O B W

Winchester

GGII Hawaii
Melksham
Mexico
Lordsdale
Hillingdon
Seacroft

Leeds

0 N N R~ W N =

Amsterdam

Rod Sapovirus so pred kratkim glede na sorodstvene razdalje in filogenetske analize 17
kapsidnih regij razdelili na 9 genotipov znotraj petih genskih skupin. Sevi iz genskih
skupin I, II, IV in V (Preglednica 2-3) okuZijo ljudi, sev iz genske skupine III pa okuzi
prasice (Farkas in sod., 2004).
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Preglednica 2-3: Razdelitev ¢loveskih sapovirusov (Farkas in sod., 2004: 1320).

DruZzina Rod Genska skupina  Genotip Referenc¢ni sev
Caliciviridae Sapovirus GGI 1 Sapporo

2 Parkville
3 Stockholm

GGII 1 London
2 Mexico
3 Cruise ship

GGIV Houston

GGV Argentina

2.3 RAZDELITEV ZIVALSKIH KALICIVIRUSOV

Vecina zivalskih kalicivirusov spada v rodova Vesivirus in Lagovirus, nekaj vrst pa
najdemo tudi v rodovih Norovirus in Sapovirus (Green in sod., 2002). Nekaj primerov
zivalskih kalicivirusov pri razli¢nih Zivalskih vrstah, ki jih je leta 1999 odobril ICTV (ang.
International Committee on Taxonomy of Viruses) prikazuje preglednica 2-4. Nekateri od
teh virusov niso specificni za dolo¢enega gostitelja in okuzijo ve¢ vrst zivali. Macji
kalicivirusi (ang. Feline Calicivirus /FCV) lahko poleg mack okuzijo Se pse in kojote,

serolosko pa so dokazali tudi okuZbo pri ljudeh (USDA, 2003).

S sekveniranjem so ugotovili, da so goveji norovirusi Jena in Newbury agent-2 sorodni
¢loveskim norovirusom iz GGI (Liu in sod., 1999; Dastjerdi in sod., 1999), vendar pa
tvorijo samostojno gensko skupino znotraj rodu Norovirus (Han in sod., 2004). Prasicji
norovirusi pa so po sekvenci blizu ¢loveskim norovirusom iz GGII (Sugieda in sod., 1998;

PRVREY

blizu ¢loveskim sapovirusom iz GGII (Wang in sod., 2005).

Preglednica 2-4: Razdelitev zivalskih kalicivirusov (USDA, 2003: 4).

Rod Vrsta \ Sev
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virus vezikularnega VESV-A48
eksantema praSicev
goveji kalicivirus BCV Bos-1
Vesivirus macji kalicivirus FCV-F9
pasji kalicivirus CaCV
kalicivirus primatov Primate Pan-1
virus morskega leva San SMSV-1
Miguel
virus zaj¢je hemoragicne | RHDV/GH
Lagovirus b91ezn.i
virus sindroma evropskega | EBHS/GD
rjavega kunca
goveji ¢revesni virus — Bo/Jena/80/DE
. genotip 1
Norovirus (GGIID* goveji ¢revesni virus — Bo/Newbury-2/76/UK
genotip 2
Sapovirus (GGIII)** prasicji Crevesni virus PEC

* (Han in sod., 2004)
** (Wang in sod., 2005)

2.4 GENOM IN PROTEINI

Genom c¢loveskih kalicivirusov je pozitivno polarna, enojnovijatna molekula RNA, ki ima
na 3’ koncu poliadenilno skupino (Clarke in Lambden, 1997). Dolzina genoma je od 7400
do 7800 nukleotidov. Sestavljen je iz treh odprtih bralnih okvirjev : ORF1, ORF2 in ORF3
(ang. ORF: Open reading frame). Genoma norovirusov in sapovirusov se razlikujeta glede

na razporeditev odprtih bralnih okvirjev (Green in sod., 2000).

Slika 2-1: Genom virusa Norwalk (Green in sod., 2000: 181).

ORF3
ORF1 5374 ORF2 6950 7588
VP HEL VP PRO POL Caosid K
(?}g" Faga 9 & e 7654
5358 6950

Na 5" koncu genoma virusov Norwalk je 4 nukleotide dolga nekodirajoca regija (Slika 2-
1). Sledi ji ORF1, ki kodira poliprotein, dolg 1789 aminokislin. Predvidena molekulska

masa je 193,5 kDa. Poliprotein vsebuje ohranjene regije aminokislin, ki kazejo podobnost
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z 2C (helikaza), 3C (proteaza) in 3D (od RNK odvisna polimeraza RNK) proteini
pikornavirusov (Jiang in sod., 1993; Glass in sod., 2000). Po prevajanju se poliprotein s
proteolizo pretvori v nestrukturne proteine, ki so potrebni za razmnoZzevanje virusa.
Razreze ga eden od produktov poliproteina — proteaza (Clarke in Lambden, 1997).

Med ORF1 in ORF2 virusov Norwalk je 17 nukleotidov dolga regija prekrivanja bralnih
okvirjev (Clarke in sod., 1998). Regija ORF2 kodira 530 aminokislin dolg strukturni
kapsidni protein, velik priblizno 56 kDa (Jiang in sod., 1993).

Izrazanje genov za kapsidni protein v celicah insektov, okuZenih z bakulovirusnimi
rekombinantami, vodi do produkcije kapsidnih proteinov, ki se samo-sestavijo v delce,
podobne virusom (ang. VLP: virus like particles) (Jiang in sod., 1992b). Ti delci so
morfolosko podobni naravnim virusom, zato so jih uporabljali za preucevanje strukture
virusov Norwalk s krioelektronsko mikroskopijo in racunalnisko obdelavo slik, kot tudi s
kristalografskimi metodami. S temi raziskavami so odkrili, da tridimenzionalno
ikozaedri¢no strukturo virusnih delcev sestavlja 180 kopij kapsidnega proteina. (Prasad in
sod., 1994; Prasad in sod., 1999). Kapsidni protein se sklopi v 90 dimerov, ki tvorijo
ogrodje kapside, iz katere Strlijo kapsomere v obliki loka (slika 2-2). Klju¢na znacilnost te
zgradbe je 32 caSastih vdolbinic na obodu, ki so bolje vidne pri nekaterih vrstah iz rodu

sapovirusov (Atmar in Estes, 2001).

Na zadnjem delu genoma je ORF3, ki s prvim nukleotidom zacetnega kodona prekriva
zadnji nukleotid kon¢nega kodona ORF2 (Clarke in Lambden, 2000). ORF3 kodira majhen
strukturni protein, dolg 212 aminokislin. Predvidena molekulska masa je 22,5 kDa.
Njegova funkcija ostaja Se neznana. V raziskavi, kjer so preucevali ORF3 virusov
Norwalk, so ta strukturni protein nasli v delcih, podobnih virusom, ki so nastali s prepisom
cDNK, ki je vsebovala ORF2 in ORF3, ter v virusnih delcih, izoliranih iz iztrebkov
bolnikov. Rezultati kaZejo, da je ORF3 strukturni protein viriona (Glass in sod., 2000).
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Slika 2-2: Virus Norwalk - krioelektronska mikroskopska slika (Prasad in sod., 1999: 288).

Genom virusov Norwalk se zakljuci s 66 nukleotidov dolgo 3 nekodirajoco regijo in poli-
A repom (Jiang in sod., 1993). Ti virusi imajo tudi ve¢ kot 2 kb dolgo podgenomsko RNK
z ORF2 in ORF3 (Jiang in sod., 1993). ORF1 sapovirusov (virus Manchester) je daljsi od
ORFI norovirusov, ker ima poleg zapisa za nestrukturne proteine tudi zapis za kapsidni
protein. ORF2 kodira osnoven protein z neznano funkcijo, podoben ORF3 pri norovirusih.
ORF3 virusa Manchester je znotraj kapsidnega proteina in kodira Se en osnoven protein

(Liu in sod., 1995).

2.5 RAZMNOZEVANIJE

O razmnozevanju ¢loveskih kalicivirusov je malo znanega (Desselberger in Gray, 2003).
Ker se ne razmnozujejo v celi¢nih kulturah ali v zivalskih modelih, je preucevanje njihove
biologije tezavno. Velik napredek v poznavanju strategije kodiranja genov, organizacije
genoma, pomnozevanja virusne RNK in izrazanja genov, je omogocilo uspesno kloniranje
in sekveniranje genoma virusov Norwalk in drugih ¢loveskih kalicivirusov (Jiang in sod.,
1992b; Jiang in sod., 1993; Hardy in Estes, 1996).

2.6 PATOGENEZA IN KLINICNI ZNAKI

S cloveskimi kalicivirusi se ljudje okuzijo po oralni poti. Ker so virusi odporni na kislo
okolje, prezivijo v zelodcu in potujejo do tankega Crevesa, kjer se razmnozujejo (Caul,

1996). Vecina znanja o patogenezi okuzbe s ¢loveSkimi kalicivirusi temelji na Studijah s
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prostovoljci, izvedenith v ZDA, katerim so odvzeli biopsijske vzorce Crevesa pred in po
okuzbi z virusom. Pri posameznikih s klinicnimi znaki so s svetlobno in elektronsko
mikroskopijo prikazali lezije na sluznici tankega Crevesja. Notranja plast sluznice je bila
vneta in epitelijske celice so se morfolosko spremenile. Mikroskopsko so opazili skrajSanje
mikrovilov, razsirjanje endoplazemskega retikuluma, nabreklost mitohondrijev in
znotrajcelicne edeme. V dveh tednih po okuzbi je tanko ¢revo ponovno dobilo normalen
histoloski videz (Agus in sod., 1973; Schreiber in sod., 1973; Schreiber in sod., 1974;
Dolin in sod., 1975; Lopman in sod., 2002).

Cloveski kalicivirusi povzroéajo pri ljudeh akutni gastroenteritis. Inkubacijska doba je od 1
do 3 dni. Glavni znaki okuZbe so slabost, bruhanje in driska, lahko pa se pojavijo tudi
trebusni kr¢i, mrzlica, boleine v miSicah, glavobol in bole¢ine v grlu. Pri otrocih se
pogosteje pojavlja bruhanje kot driska, obratno pa so opazili pri odraslih. Klini¢ni znaki
trajajo 2 do 3 dni, pri starejSih ljudeh lahko tudi dlje. OkuZba je obifajno blaga in bolezen
sama zamre. (Kaplan in sod., 1982; Kapikian in sod., 1996). Porocali so tudi ze o smrti
zaradi okuzbe z norovirusi, vendar vzro¢na zveza ostaja Se nepotrjena (Koopmans in sod.,

2002a).

Virusi iz rodu Vesivirus so klasi¢ni kalicivirusi, ki se jih da gojiti in niso ¢revesni patogeni,
Ceprav jih je mozno osamiti tudi iz iztrebkov okuzenih zivali. Virusi vezikularnega
eksantema (VESV) in virusi morskega leva San Miguel (SMSV) povzro¢ajo poskodbe na
kozi ter nezmoZnost razmnozevanja pri prasi¢ih ter morskih levih. Macji in goveji
kalicivirusi pa okuzijo dihalne poti mack in telet. Rod Lagovirus vkljucuje virus zajcje
hemoragi¢ne bolezni (RHDV) ter virus sindroma evropskega rjavega kunca (EBHSV).
Virus pri zajcih povzroci sistemske krvavitve in nekrozo jeter ter ima do 100% smrtnost.

Bolezen je podobna pri evropskem rjavem kuncu (Guo in Saif, 2003).

Zivalski ¢revesni kalicivirusi so patogeni; pojavljajo se pri prasicih, teletih, pis¢ancih, psih
in mackah (Saif in sod., 1980; Bridger in sod., 1984, 1990; Guo in sod., 2001). Prasi¢ji
¢revesni kalicivirusi (PEC) in goveji ¢revesni kalicivirusi (BEC, Newbury agent-2 in Jena
virus) so genetsko sorodni ¢loveskim sapovirusom in norovirusom (Dastjerdi in sod., 1999;

ey

Guo in sod., 1999; Liu in sod., 1999). Tako prasi¢ji kot goveji kalicivirusi okuzijo
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mikrovile ¢revesnih celic tankega Crevesa ter povzrocijo drisko pri gostitelju (Saif in

sod.,1980).

Prepoznavanje okuzbe z norovirusi lahko zanesljivo temelji na klini¢énih znakih in
epidemioloskih znacilnostih (Kaplan in sod., 1982). Virusi se izloCajo z iztrebki in
izbruhki. Norovirusi so pogosto tudi v trdnih iztrebkih, Ceprav je driska eden glavnih
znakov gastroenteritisa in se z njenim koncem lahko pri¢akuje iztek bolezni. Ugotovili so
tudi, da se izloCanje virusov zacne ze dan pred nastopom glavnih znakov bolezni in lahko
traja tudi 10 dni ali ve¢ (Kaplan in sod., 1982; Kapikian in sod., 1996). Norovirusi se
delcev na gram iztrebka. Prenasajo se ze med inkubacijsko dobo in celo po prenehanju
kliniénih znakov. V 30 % primerov oboleli izlo¢ajo viruse do tri tedne po okuzbi

(Koopmans in Duizer, 2004).

O imunosti na norovirusne infekcije je malo znanega. V raziskavah, kjer so okuzili
prostovoljce, so ugotovili, da okuZzene osebe lahko razvijejo kratkotrajno imunsko zascito,
vendar le za ponovne okuzbe z virusi sorodnega genotipa seva, ki so ga uporabili za
primarno okuzbo (Noel in sod., 1997; Jiang in sod., 1999). Parrino in sod. (1977) so v
raziskavah s prostovoljci ugotovili, da se dolgotrajna imunost na ¢loveske kaliciviruse ne
pojavi. Tako kot pri drugih raziskavah s prostovoljci pa nekateri od izpostavljenih niso
razvili znakov okuzbe ne pri prvi in ne pri drugi izpostavitvi virusu. Vzrok, da nekateri
posamezniki razvijejo gastroenetritis po okuzbi z norovirusi, drugi pa ne, je mogoce razlika
v lokalnem imunskem odzivu sluznice crevesa ali posebna genetska lastnost, npr.
specifi¢ni receptor (Lopman in sod., 2002). Pri norovirusih je zaradi kratkotrajne imunske
zaSCite opazna visoka pojavnost in obolevnost pri zdravih odraslih osebah, tudi ce je bila
vecina okuZena Ze v otroStvu (Lopman in sod., 2002). Pri zivalih je macji kalicivirus edini,
za katerega je komercialno dostopno cepivo. Razlog, da ni cepiv za kaliciviruse drugih
domacih zivali, je lahko redkost okuzbe ali redkost diagnoze le-te. Odsotnost cepiv je
mozna tudi zaradi pomanjkanja interesa veterinarske farmacevtske industrije (USDA,

2003).
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2.7 EPIDEMIOLOGIJA

V zahodnem svetu porocajo, da so norovirusi vzrok za 68-80% izbruhov gastroenteritisa,
ocene gredo tudi do 90%. Do 15% okuzb pride s hrano in vodo (Duizer in sod., 2004).
Delez norovirusnih gastroenteritisov zaradi okuzbe s hrano je zelo razlicen od ene drzave
do druge. Vzrok so razlike v nadzornih sistemih in metodah, uporabljenih za diagnostiko
(Vinje in Koopmans, 1996; Vinje in sod., 1997; Koopmans in sod., 2000). Delez epidemij,
povzrocenih z norovirusi, se spreminja iz leta v leto. Lopman in sod. (2004) so na podlagi
zbranih podatkov o gastroenteritisnih epidemijah v desetih evropskih drzavah, vklju¢no s
Slovenijo, ugotovili, da je Stevilo okuZb, povzrocenih z norovirusi, leta 2002 precej
narastlo v primerjavi s prejSnjimi leti. V S§tirih drzavah so najve¢ epidemij zaznali v
pomladanskih in poletnih mesecih tega leta, kar je neznacilno za okuzbe z norovirusi. Do
povecanega Stevila epidemij in spremenjenega vzorca sezonskega pojavljanja
gastroenteritisa, povzrocenega z norovirusi, je prislo hkrati s pojavom novega seva znotraj
genotipa 4 genske skupine II norovirusov (Lopman in sod., 2004; PoljSak-Prijatelj in sod.,

2004).

Dolocanje kalicivirusov v iztrebkih je do leta 2000 v Sloveniji temeljilo le na dolocanju
virusov z elektronsko mikroskopijo. Zaradi nizke obcutljivosti te metode, kalicivirusov
pogosto niso dolocili. Z uvajanjem molekularnih metod (RT-PCR) se je Stevilo pozitivnih
rezultatov zviSalo, hkrati pa se je povecalo razumevanje epidemiologije norovirusov

(Poljsak-Prijatelj in sod., 2001a; Poljsak-Prijatelj in sod., 2001b).

Cloveski kalicivirusi se S$irijo med ljudmi z neposrednim stikom ali posredno s
kontaminirano hrano, vodo ali vnosom iz okolja. Pot okuzbe je fekalno-oralna ali z
aerosoli, ki se spros¢ajo pri bruhanju (Pether in Caul, 1983; Koopmans in Duizer, 2004).
Infektivni odmerek je verjetno 10-100 virusnih delcev (Caul, 1994). Opisanih je bilo Ze
veliko norovirusnih epidemij zaradi kontaminirane hrane, katerih vzrok so najpogosteje
okuzeni posamezniki, $koljke, sadje in zelenjava, ki se kontaminira med spiranjem z vodo.
Pogosti so tudi prenosi virusov s pitjem okuzene vode ter pri uporabi rekreativnih voda kot
so jezera in bazeni (Lopman, 2002; Koopmans in Duizer, 2004). Zanimivo je odkritje

kalicivirusne RNK v ustekleni¢eni mineralni vodi (Beuret, 2000), ceprav morajo te
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ugotovitve potrditi Se z drugimi metodami (Koopmans in sod., 2002a). Zaenkrat Se ni
priSlo do prenosa kalicivirusov iz Zzivali na cloveka, vendar zaradi podobnosti v
nukleotidnih in aminokislinskih zaporedjih genoma predlagajo, da so Zivalski rezervoarji

¢loveskih kalicivirusov verjetni (Lopman, 2002).

2.7.1 Sezonsko pojavljanje kalicivirusnih okuzb

Ze leta 1929, ko je Zahorsky opisal epidemijo virusnega gastroenteritisa kot “zimsko
bolezen z bruhanjem” je bilo jasno, da se kalicivirusne okuzbe pojavljajo sezonsko. Mounts
in sod. so s pregledom 12 raziskav ugotovili, da norovirusne okuzbe prevladujejo v
hladnej$ih mesecih, ne glede na starost bolnikov ali uporabljeno metodo dokazovanja
(Mounts in sod., 2000). Na obmoc¢ju Evrope delez okuzb za¢ne naraséati v oktobru ali
novembru, najvec jih je v januarju, Stevilo pa se zmanjSa v maju ali juniju (Vinje in sod.;
1997; Dedman in sod, 1998; Hedlund in sod., 2000; Koopmans in sod., 2000; Mounts in
sod., 2000; Pang in sod., 2000; Schreier in sod., 2000). Na Nizozemskem, v Nemciji, na
Finskem, v Angliji in Walesu pa so leta 2002 opazili spremenjen vzorec sezonskega
pojavljanja kalicivirusnih okuZzb, saj je Stevilo epidemij prevladovalo v pomladanskih in
poletnih mesecih (Lopman in sod., 2004). Okuzbe z norovirusi v Sloveniji ve¢inoma
povzrocajo sevi iz GGIIL. Najve¢ epidemij je zabelezenih v zimskih mesecih, okuzbe se

pojavljajo predvsem pri otrocih do 2 let in osebah, starejSih od 75 let (Kovag, 2005).

2.7.2 Molekularna epidemiologija

Obdobje molekularne epidemiologije se je za cloveske kaliciviruse zacelo s kloniranjem
genoma virusov Norwalk. Razvili so metodo verizne reakcije s polimerazo s predhodno
reverzno transkripcijo (RT-PCR), ki so jo na zaCetku optimizirali za doloanje omejenega
izbora sevov. Rezultat je bila visoka obcutljivost metode in ozek razpon dolocitve sevov
(Jiang in sod., 1992a; Moe in sod., 1994; Ando in sod., 1995a; Ando in sod., 1995b).
Zaradi ugotovitve, da so kalicivirusi genetsko zelo razli¢na skupina virusov, so poskusali
razviti metode detekcije, s katerimi bi zaznali Sirok razpon sevov. Razvili so mnogo

zacetnih oligonukleotidov, ki nalegajo na genomu norovirusov in sapovirusov (Green in

sod., 1993; Ando in sod., 1995a, Ando in sod., 1995b; Le Guyader in sod., 1996a; Vinje in
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sod., 1996, Vinje in sod., 2000a; Wright in sod., 1998; Jiang in sod., 1999; Maunula in
sod., 1999; Schreier in sod., 2000; Atmar in Estes, 2001). Vecina zacetnih
oligonukleotidov nalega na ohranjenem delu RNK, znotraj polimeraznega gena, katerega
PCR produkte uporabljajo za tipiziranje vrst (Koopmans in sod., 2002b). Za razlikovanje
med genskimi skupinami pa uporabljajo zacetne oligonukleotide, ki nalegajo na kapsidnem
delu RNK in so specifi¢ni za gensko skupino I ali gensko skupino II (Kojima in sod.,
2002). Vecino okuzb s ¢loveskimi kalicivirusi pripisujejo genski skupini II norovirusov
(Fankhauser in sod., 1998; Smit in sod., 1999; Koopmans in sod., 2002b). Pri epidemijah,
povzrocenih z norovirusi, se nekateri genotipi pojavljajo pogosteje kot drugi. Prevladujoc
je genotip 4 genske skupine II norovirusov. V raziskavah na Nizozemskem so ugotovili, da
se ta genotip pojavlja pogosto, vendar se delez epidemij, povzrocenih s tem genotipom,

spreminja iz leta v leto (Koopmans in sod., 2002b).

2.8 DIAGNOSTIKA

Cloveski kalicivirusi se ne razmnoZzujejo v celiénih kulturah ali tkivih, zato je njihovo
dokazovanje dolgo temeljilo le na elektronski mikroskopiji (EM). Po uspeSnem kloniranju
norovirusov so razvili nove reagente in metode za diagnostiko okuzb, tako encimsko
imunske kot molekularne — verizno reakcijo s polimerazo s predhodno reverzno

transkripcijo (RT-PCR) (Atmar in Estes, 2001).

2.8.1 Elektronska mikroskopija

Za dokazovanje kalicivirusnih okuzb wuporabljajo neposredno metodo negativnega
kontrastiranja z razlicnimi kontrastnimi sredstvi. Ta metoda je relativno neobcutljiva, saj je
za odkritje virusov v vzorcu potrebna koncentracija vsaj 10° virusnih delcev/ml iztrebka
(Atmar in Estes, 2001). Tako lahko kaliciviruse dokaZzejo le do priblizno 48 ur po
prenehanju znakov bolezni (Lopman in sod., 2002).

Norovirusi nimajo znacilne kalicivirusne strukture, zato jih je tezko lo€iti od podobnih
virusov z nejasno morfologijo (Atmar in Estes, 2001). Pri opazovanju znacilnih
kalicivirusov — sapovirusov z elektronskim mikroskopom pa so lepo vidne caSaste

vdolbine na obodu (slika 2-3).
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Slika 2-3: Elektronsko mikroskopski posnetek kalicivirusov v iztrebku bolnika, posnet v

Laboratoriju za elektronsko mikroskopijo in diagnostiko gastroenteri¢nih virusov Instituta za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani (Elektronsko mikroskopski
posnetek EMD 040730).
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2.8.2 Dokazovanje virusnih antigenov

Za dokazovanje kalicivirusnih antigenov uporabljajo encimsko imunski test (ELISA). Na
trzis¢u sta le dva komercialno dostopna testa. Test IDEIA™ Norovirus izdelovalca Dako
Cytomation (Danska) in RIDASCREEN Norovirus izdelovalca Biopharm (Nemcija). V
primerjavi z RT-PCR je obcutljivost testa 55,5 %, specifi¢nost pa 98,3 % (Richards in sod.,

2003).

2.8.3 Dokazovanje nukleinske kisline

Za dokazovanje kalicivirusne RNK uporabljajo verizno reakcijo s polimerazo s predhodno
reverzno transkripcijo (RT-PCR). V primerjavi z EM je RT-PCR precej bolj obcutljiva
diagnosti¢na metoda, ki omogoca odkritje virusov dva tedna po okuzbi in mogoce Se dlje
(Parashar in sod.,1998). Za nadaljnje povecanje obcutljivosti so zaceli uporabljati metodo
nested RT-PCR. Z uporabo dveh parov zacetnih oligonukleotidov, pri katerih drugi par
nalega znotraj dela, pomnozenega v prvem krogu, se obcutljivost lahko poveca za 10 do

1000 krat. Poveca se tudi specifi¢nost (Green in sod., 1998).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Zbiranje in shranjevanje materialov

V raziskavo smo vkljucili 128 iztrebkov zdravih prasicev iz slovenskih farm, ki so jih

zbrali na Veterinarski fakulteti in Institutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske

fakultete v Ljubljani v obdobju od 14.1.2004 do 14.1.2005. V fosfatnem pufru razredceni

iztrebki so bili do obdelave shranjeni pri -20 °C.

3.1.2 Materiali in reagenti za osamitev RNK s trizolom

trizol (Invitrogen)

kloroform (Merck)

2-propanol (Merck)

75 % etanol, pripravljen iz absolutnega etanola (Merck)

demineralizirana in destilirana (ddH,O) sterilna voda brez ribonukleazne
aktivnosti (Promega)

1,5 ml epruvete PLG (ang.: Phase Lock Gel) (Eppendorf)

3.1.3 Reagenti za reakcijo RT-PCR

Access komplet:
ddH,O - voda brez ribonukleazne aktivnosti (Promega)
5x AMV/Tfl reakcijski pufer (Promega)
MgSO4, konc. 25 mM (Promega)
mesanica ANTP, konc. 10 mM (Promega)
zacetni oligonukleotidi — polimerazna regija:
= JVI2Y inJV13I
= P290in NVpl10

Vse zacetne oligonukleotide smo dobili v liofilizirani obliki z znano maso.



Dolenc D. Molekularno dolo¢anje kalicivirusov v iztrebkih prasicev.
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2007

18

- AMV reverzna transkriptaza, konc. 5U/ul (Promega)
- Tfl DNA polimeraza, konc. 5U/ul (Promega)

3.1.4 Materiali za analizo pridelka PCR z agarozno gelsko elektroforezo

- agaroza (Promega)

- 1x TAE puferska raztopina

Pripravimo jo z red¢enjem 50x TAE puferske raztopine. Za pripravo 50x TAE

puferske raztopine potrebujemo:

= Tris baza 2420 ¢g
» QOcetna kislina 570 ¢g
= EDTA 372 ¢g

Tris bazo in EDTA dodamo v destilirano vodo do skupnega volumna 850 ml.

Raztopimo reagente in dodamo ocetno kislino, pH vrednost uravnamo na 8,5 ter

dodamo vodo do 1000 ml.

- etidijev bromid
Pripravimo ga v koncentraciji 50 mg/ml:
= etidijev bromid 500 mg

= voda 10 ml

Iz te koncentracije pripravljamo delovno raztopino s koncentracijo 5 mg/ml z

10x red¢enjem izhodne raztopine v 1x puferski raztopini TAE.

- 6x nanasalni pufer
Sestavljen je iz :
= 40 % (ut/v) saharoza v 50 mM EDTA, pH=8
= 0,25 % (ut/v) bromfenol modro
* 0,25 % (ut/v) ksilen cianol

1,86 g EDTA raztopimo v 100 ml vode, pH vrednost umerimo na 8 in raztopini

dodamo 40 g saharoze. Ko je saharoza popolnoma raztopljena, dodamo Se 0,25 g

bromfenol modrila in 0,25 g ksilen cianola.
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- oznacevalec molekularne mase DNK

Uporabljali smo oznacevalec molekularne mase DNK 100 bp (Promega).

3.1.5 Laboratorijska oprema in aparati

- ultracentrifuga (Beckman)

- komori za varno delo (Iskra PIO in LFV 9)

- centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5415R)

- mesalo vorteks (Tehtnica Zelezniki)

- stojalo za epruvete (Eppendorf)

- plasti¢ne epruvete razli¢nih velikosti (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml Eppendorf)

avtomatske pipete Eppendorf z obmocji pipetiranja 0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl,
50-200 ul, 100-1000 pl.

nastavki s filtri za avtomatske pipete (Eppendorf)

termopomnozevalnik (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2400)
- tehtnica (Sartorius)

- mikrovalovna pecica (MWG 729, Clatronic)

- napajalnik za elektroforezo (LKB Bromma)

- kadicka za elektroforezo (Biometra)

- kamera za snemanje agaroznih gelov (BIO-RAD Gel doc 2000)

- racunalniski program (Quantity one, BIO-RAD)

- merilni valj

- erlenmajerice

- stanicevina

- zaSc¢itne rokavice brez smukca (Safeskin)

3.2 METODE DELA

3.2.1 Priprava vzorcev

PROREY

vorteksirali 1 minuto in odpipetirali 2 ml v epruveto. Vzorce v epruvetah smo centrifugirali
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10 minut pri 1600x g in 4 °C ter supernatant odlili v centrifugirke in ultracentrifugirali pri
110000x g 1,30 h pri 4° C. Po konfanem ultracentrifugiranju smo prenesli 1 ml

supernatanta v mikrocentrifugirko in ga shranili pri -20 °C do nadaljne obdelave.

3.2.2 Osamitev RNK s trizolom

Postopek osamitve smo opravili v komori za sterilno delo. Uporabljali smo materiale in
opremo brez ribonukleazne aktivnosti. Med delom smo pogosto menjavali rokavice.
Centrifugirali smo pri temperaturi 4 °C.

V oznacene epruvete volumna 1,5 ml smo odpipetirali po 250 pl vzorca in dodali 750 pl
trizola ter dobro suspendirali s pipetiranjem. Po 5 minutah inkubacije na sobni temperaturi
smo dodali 200 pl kloroforma in dobro premesali na mesalu. MeSanico smo prenesli v
epruvete s PLG (ang. Phase Lock Gel), inkubirali pri sobni temperaturi 10 minut in
centrifugirali 5 minut pri 14000x g. PLG tvori mejo med zgornjo vodno in spodnjo
organsko fazo. Vodno fazo z RNK smo previdno prenesli v novo oznaceno epruveto,
dodali 500 pl izopropanola, ohlajenega na -20 °C ter dobro premesali. Po 10 minutah
inkubacije na sobni temperaturi smo centrifugirali 10 minut pri 16000x g. Odlili smo
supernatant in sprali RNK z 0,5 ml 75 % etanola, ohlajenega na -20 °C. Vsebino epruvet
smo premeSali na meSalu in centrifugirali 5 minut pri 9300x g. Ponovno smo odlili
supernatant in posusili epruvete z RNK na dnu, nato pa smo RNK raztopili v 30 pl
destilirane in demineralizirane sterilne vode brez ribonukleazne aktivnosti. Raztopljeno

RNK smo do uporabe shranili pri -70 °C.

3.2.3 Verizna reakcija s polimerazo

3.2.3.1 Teoreti¢ne osnove verizne reakcije s polimerazo

Verizna reakcija s polimerazo (PCR, iz ang.: polymerase chain reaction) je najstarej$a in
najveckrat uporabljena metoda pomnozevanja delcev nukleinskih kislin. V svoji klasi¢ni
razli¢ici se izvaja na naslednji nacin: iz klini¢nega materiala najprej z ustrezno metodo
osamimo celotno DNK. Dodamo ji reakcijsko meSanico, ki vsebuje temperaturno obstojno

polimerazo DNK, deoksinukleotidtrifosfate, par zacetnih oligonukleotidov, soli in
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detergent v doloCenih koncentracijah. MeSanico za kratek cas inkubiramo pri treh tocno
dolo¢enih temperaturah, kar pomeni en cikel PCR. Pri 95 °C se dvojnovija¢na molekula
vzorca razdvoji v dve enojnovijacni molekuli DNK. Pri drugi temperaturi, ki je navadno
med 45 °C in 75 °C, se zacetni oligonukleotidi pripenjajo na komplementarna dela vzor¢éne
DNK. Podaljsevanje zacetnih oligonukleotidov oz. sinteza nove komplementarne molekule
DNK v smeri od 5'-konca proti 3'-koncu poteka med tretjo inkubacijo pri 72 °C. Novi
molekuli DNK sta med seboj komplementarni in sposobni v novem ciklusu s tremi
inkubacijami vezati enake zacetne oligonukleotide. Vsak naslednji temperaturni ciklus
podvoji koli¢ino tarénega dela virusne DNK. Navadno PCR sestavlja od 25 do 40
zaporednih ponovitev temperaturnega cikla. Konéni rezultat dogajanja je eksponentno
kopic¢enje znalilnih tar¢nih delov DNK. Po zadnjem ciklu se celotna encimska reakcija
najveckrat ustavi z ohladitvijo reakcijske meSanice na +4 °C. Po koncani reakciji PCR je
rezultat pomnozevanja pozitiven ali negativen glede na to, ali smo dokazali pomnozen
taréni odsek virusnega genoma ali ne; pri pozitivhem rezultatu smo potrdili njegove

znacilnosti (Remick in sod., 1990; Poljak in sod., 1994; Poljak, 1998).

3.2.3.2 Enostopenjska reakcija verizne reakcije s polimerazo s predhodno reverzno

transkripcijo (RT-PCR)

S klasi¢nim postopkom PCR lahko pomnozimo le DNK. Pri virusih z RNK pa moramo
pred izvajanjem PCR osamljeno RNK z encimom reverzno transkriptazo prepisati v
komplementarno DNK (cDNK, ang.: complementary DNK). Za prepis kalicivirusne RNK
smo uporabili reverzno transkriptazo, osamljeno iz virusa pti¢je mieloblastoze (AMV,
ang.: Avian Mieloblastosis Virus). Nadaljni postopek je potekal enako kot pri klasicnem
PCR. Reakcija je enostopenjska, ker reverzni prepis in pomnozevanje DNK potekata v eni
epruveti in tako se zmanjSa moznost kontaminacije. Za izvedbo RT-PCR smo uporabljali

reagente komercialnega kompleta Access RT-PCR System proizvajalca Promega.

Najprej smo v pripravljene in oznacene 0,2 ml epruvete odpipetirali po 1 ul reverznega
zacetnega oligonukleotida (JV13I ali NVp110) s koncentracijo 50 pmol/ul in 5 ul vzorca
RNK ali 5 pl 10x red¢enega vzorca RNK v ddH»O. Pri pozitivni kontroli smo zacetnem
oligonukleotidu dodali 5 pl vzorca RNK, ki smo ga predhodno 5x red¢ili v ddH,O. Vzorec
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za pozitivno kontrolo je bil predhodno potrjen s sekveniranjem. V epruvetko z negativno
kontrolo smo namesto vzorca dodali 5 pl ddH,O. Epruvete smo vstavili v
termopomnoZzevalnik in nastavili program za denaturacijo (5 minut pri 90 °C). Po
denaturaciji se je temperatura znizala na 4 °C.
V cCasu denaturacije smo pripravili reakcijsko meSanico za doloCeno Stevilo vzorcev.
Mesanica za en vzorec je vsebovala:

- 28 ul ddH,O

- 10 pl 5x AMV/Tfl pufra

- 2 pl 25 mM MgSO4

- 1ul 10 mM dNTP mix

- 1ul zacetnega oligonukleotida (JV12Y ali p290) s koncentracijo 50 pmol/ul

- 1ul encima AMYV reverzne transkriptaze (5 U/ul)

- 1ul encima Tfl DNK polimeraze (5 U/ul)
Po 44 pl meSanice smo dodali denaturirani nukleinski kislini, tako da je bil konéni
volumen v vsaki epruveti 50 pl. Nastavili smo program za potek reakcije PCR, ki se je pri
pomnozevanju razli¢nih odsekov nukleinske kisline razlikoval le po temperaturi prileganja
zacetnih oligonukleotidov. Pri 42 °C je reverzni prepis RNK v komplementarno DNK
potekal 45 minut. Zatem je 2 minuti segrevanja pri 94 °C omogocilo inaktivacijo reverzne
transkriptaze in razdvajanje RNK-cDNK dvojnovijacnic. Sledilo je 40 temperaturnih
ciklov:

- 30 sekund pri 94 °C: denaturacija cDNK

- 1 minuta pri 37 °C ali 40,7 °C: prileganje zacetnih oligonukleotidov

- 2 minuti pri 68 °C: podaljSevanje zacetnih oligonukleotidov
Cikel se je zakljucil s 7-minutnim kon¢nim podaljSevanjem pri 68 °C in ohlajanjem

reakcijske mesanice na 4 °C. Po koncani reakciji smo pridelke PCR shranili pri 4 °C.

3.2.3.2.1 Pomnozevanje odseka polimeraznega dela norovirusne nukleinske kisline z

zacetnimi oligonukleotidi JV12Y in JV13I

Za dolocanje norovirusov smo izbrali zacetne oligonukleotide, ki so za ¢loveske noroviruse
skupinsko znacilni in pomnozujejo 326 bp dolg ohranjen odsek gena za od RNK odvisno

polimerazo RNK na ORF1 (Preglednica 3-1) (Vennema in sod., 2002).
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Preglednica 3-1: Nekatere znacilnosti zacetnih oligonukleotidov JV12Y in JVI3I (Vennema in
sod., 2002).

Zacetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 5'->3' Mesto prileganja
JIV12Y ATACCACTATGATGCAGAYTA 4552 — 4572
JV131 TCATCATCACCATAGAAIGAG 4858 — 4878

I — inozin (dovoljuje parjenje z vsemi Stirimi bazami)

Y-C/T

Temperatura prileganja zacetnih oligonukleotidov je bila 37 °C. Za pozitivne kontrole smo
izbrali RNK iz vzorcev cCloveskih iztrebkov 584/04, 2084/04, 2069/04 (vzorci so bili

predhodno potrjeni s sekveniranjem).

3.2.3.2.2 Pomnozevanje odseka polimeraznega dela norovirusne nukleinske kisline z

zacetnimi oligonukleotidi p290 in NVp110

Zacetni oligonukleotidi p290 in NVp110 prav tako nalegajo na polimerazni regiji genoma
norovirusov, vendar z nekaj baznih parov zamika v primerjavi z JV12Y/ JVI13I
(Preglednica 3-2). Pomnozujejo 316 bp dolg odsek gena za od RNK odvisno polimerazo
RNK na ORF1 tako noro kot sapovirusov (Le Guyader in sod., 1996; Jiang in sod.,1999).

Preglednica 3-2: Nekatere znacilnosti zaCetnih oligonukleotidov p290 in NVp110 (Le Guyader in
sod., 1996; Jiang in sod., 1999).

Zacetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 5' -> 3' Mesto prileganja
p290 GATTACTCCAAGTGGGACTCCAC 4568 — 4591
NVpl10 ACRATYTCATCATCACCATA 4865 — 4884
Y-C/T
R-A/T/G

Temperatura prileganja zacetnih oligonukleotidov je bila sprva 37 °C, vendar smo jo

zamenjali s 40,7 °C.
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Za pozitivne kontrole smo uporabili RNK iz vzorcev ¢loveskih iztebkov 2069/04, 2084/04,
384/05 in enega vzorca govejega iztrebka KT16 (vzorci so bili predhodno potrjeni s

sekveniranjem).

3.2.3.2.3 Optimizacija metode RT-PCR. Izbira pozitivne kontrole in doloCanje temperature

prileganja zacetnih oligonukleotidov p290 in NVp110

Za pozitivno kontrolo smo vzeli RNK iz vzorca prasi¢jega iztrebka 59. Osamili smo RNK
in RT-PCR izvajali v termopomnozevalniku pri razli¢nih temperaturah prileganja zacetnih
oligonukleotidov v razponu od 38,5 °C do 44,1 °C. Pri vseh nastavljenih temperaturah nam
je uspelo pomnoziti ustrezno velik odsek genoma. Za temperaturo prileganja zacetnih
oligonukleotidov smo izbrali temperaturo 40,7 °C, saj je bilo pri tej temperaturi najmanj

nespecifi¢nih pridelkov pomnozevanja (Slika 3-1).

3.2.4 Analiza pridelkov PCR z elektroforezo v agaroznem gelu

Pridelke PCR smo dolocali z elektroforezo v 2 % agaroznem gelu, ki smo ga pripravili iz 1
g agaroze in 50 ml 1x TAE pufra. Agarozo v 1x TAE pufru smo do vrelisca segreli v
mikrovalovni pecici. Tekoci gel smo ohladili do priblizno 60 °C, dodali 5 pl etidijevega
bromida (5 mg/ml) in premesali. Gel smo nalili na plasticen nosilec, kamor smo Ze prej
namestili glavnicke za vdolbinice. Odstranili smo morebitne mehurcke zraka, ki bi motili
potovanje vzorcev po gelu. Popolnoma polimeriziran gel smo skupaj z nosilcem prestavili
v kadic¢ko za elektroforezo in dolili 1x TAE pufer tako, da je bil celoten gel prekrit s
pufrom. Odstranili smo glavnicke ter v vdolbinice nanesli vzorce in molekularni
oznacevalec DNK po naslednjem postopku:

- 15 pul vzorca smo zmesali s 3 ul 6x nanasalnega pufra ter 15 pl mesSanice nanesli

v vdolbinico gela
- 5 ul molekularnega oznacevalca DNK smo zmesali s 3 pl 6x nanasalnega pufra

in 5 pl nanesli v vdolbinico gela

Po nanosu vzorcev smo priklopili elektroforetsko kadicko z gelom na napajalnik, nastavili

konstantno napetost 90 V in pustili te¢i 50 minut. Gel smo po koncani elektroforezi
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pregledali pod UV presvetljevalcem, posneli s kamero in z racunalniSkim programom gel

dokumentirali.

500bp ——»
400 bp >

300bp ———————*

200bp —————»

100bp — 5

Slika 3-1: Agarozni gel z nekaj vzorci pomnoZenega tarénega odseka genoma norovirusov s parom
zacetnih oligonukleotidov p290/NVp110 pri temperaturi prileganja 40,7 °C.

Legenda:

1,3,4,5,6,7—vzorci

2 — molekularni oznac¢evalec DNA (lestvica 100 bp)

9 — pozitivna kontrola

11 — negativna kontrola

Pozitiven rezultat je 316 bp velik pridelek pomnoZevanja.
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4 REZULTATI

4.1 ZNACILNOSTI VZORCEV

ey

zdruzkih, to pomeni da je bilo skupaj po pet vzorcev v enem zdruZenem vzorcu. Devet
zdruzenih vzorcev je vsebovalo po 4 vzorce in dva zdruzena po 2. Starost prasicev je bila

od nekaj dni do 1 leta (Preglednica 4-1).

Preglednica 4-1: Starost prasi¢ev z nekaterih slovenskih farm.

Starost praSicev Stevilo vzorcev (deleZ v %)
do 3 tednov (sesni) 48 (37,5)
3-10 tednov (odstavljeni) 38 (29,7)
nad 10 tednov (pitani) 42 (32,8)

4.2 POMNOZEVANJE TARCNEGA ODSEKA NOROVIRUSOV NA ORF1 Z RT-PCR
(Access RT-PCR System, Promega)

Testirali smo 128 vzorcev iz obdobja od januarja 2004 do januarja 2005. Velika vecina jih
je bila po reakciji pomnoZevanja z RT-PCR negativna. Zaradi velikega Stevila negativnih
rezultatov smo RNK pri vseh negativnih rezultatih razred¢ili z ddH,O v razmerju 1:10 in
ponovili pomnozevanje tar¢nega odseka. V reakcijo smo vkljucili pozitivno in negativno
kontrolo. Pozitivno kontrolo smo razredCili v razmerju 1:10 in je bila pri vseh sklopih
reakcij pozitivna. Uporabili smo tudi negativno kontrolo, ki je bila v vseh sklopih reakcij

negativna.

V skupini sesnih prasicev smo dobili s parom zacetnih oligonukleotidov p290/NVp110
najmanj pozitivnih rezultatov; 12 (25%) od 48 vzorcev in enega s parom JVI12Y/JV13I
(2%) (Slika 4-1). Pri odstavljenih prasicih je bilo pozitivnih 28 (74%) od 38 vzorcev (Slika
4-2). Podobne rezultate smo dobili tudi pri pitanih prasi¢ih, kjer smo dobili 34 (81%)

pozitivnih vzorcev (Slika 4-3).
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Iztrebki sesnih prasicev
48 -
35
>
[
o A
9 O Negativni
>
o
S O Pozitivni JV12Y/JV13|
[
7] 12
@ Pozitivni p290/NVp110
1
0
Sesni (do 3 tednov)

Slika 4-1: Rezultati pomnoZevanja odseka genoma norovirusov z obema paroma zacetnih

oligonukleotidov v iztrebkih sesnih prasicev.

Iztrebki odstavljenih prasi¢ev
38
28
>
[}
o A
9 O Negativni
>
-‘_; O Pozitivni JV12Y/JV13I
,.g 10
6 O Pozitivni p290/NVp110
0
Odstaujeni (3-10 tednov)

Slika 4-2: Rezultati pomnoZevanja odseka genoma norovirusov z obema paroma zacetnih

oligonukleotidov v iztrebkih odstavljenih prasicev.
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Iztrebki pitanih prasSi¢ev
42 -
34

>

[V

2

9 O Negativni

>

2 @ Pozitivni JV12Y/JV13I
(]

@ 8 @ Pozitivni p290/NVp110

1
0
Pitani (nad 10 tednov)

Slika 4-3: Rezultati pomnoZevanja odseka genoma norovirusov z obema paroma zacetnih

oligonukleotidov v iztrebkih pitanih prasicev.

4.2.1 PomnoZevanje z zacetnimi oligonukleotidi JV12Y/JV13I

S to reakcijo smo pomnozevali 326 bp dolg odsek. Reakcijo smo izvedli s programom, ki
je opisan pod tocko 3.2.3.2.1. Le pri 8 (6%) vzorcih od skupno 128 smo dolocili
norovirusno RNK. Od 8 vzorcev, kjer smo RNK norovirusov doloc¢ili z zacetnimi
oligonukleotidi JV12Y in JV13I, samo v enem primeru nismo dolocili RNK norovirusov z

drugim parom zacetnih oligonukleotidov p290 in NVp110 (Slika 4-4).

4.2.2 PomnozZevanje z zatetnimi oligonukleotidi p290/NVp110

Reakcijo smo izvedli s programom, ki je opisan pod toc¢ko 3.2.3.2.2. Pri nekaterih vzorcih
smo opazili pojavljanje nespecificnih produktov pomnozevanja, dolgih okrog 400 bp do
600 bp, ki jih niti s spreminjanjem temperature prileganja zacetnih oligonukleotidov nismo
uspeli odpraviti. Pri temperaturi 40,7 °C smo dobili najmanj nespecificnih produktov.

Virusno RNK smo dolo¢ili v 74 (58%) od skupno 128 vzorcev. S parom p290/NVp110
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smo uspeli dolociti norovirusno RNK v ve¢ kot polovici vzorcev. Ve¢ pozitivnih vzorcev

smo dobili v zimskih mesecih (Slika 4-5).

Pozitivni vzorci glede na starost zivali

skupaj (+) 13 33

p290/ NVp110 12 33

JV12Y/ JV13I H:H

O sesni

O odstavljeni 2 e .
Stevilo pozitivnih vzorcev pri reakciji RT-PCR

O pitani

Slika 4-4: Primerjava rezultatov dobljenih z reakcijo RT-PCR, pri uporabi enega in drugega para

zacetnih oligonukleotidov.

Stevilo vzorcev po mesecih

@ Skupaj (+) RT-PCR o Stevilo vseh pobranih vzorcev

60

50

40

30+

20

10+

jan.04 feb mar apr okt nov dec jan.05

¢as pobiranja vzorcev

Slika 4-5: Stevilo pozitivnih vzorcev pri reakciji RT-PCR po mesecih.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Fekalno onesnazenje voda je lahko problemati¢no pri mnozi¢ni reji farmskih zivali, kot so
govedo in pra$ici. Ljudje so Se do nedavnega veljali za edinega gostitelja norovirusov. Z
molekularnim dolo¢anjem crevesnih kalicivirusov, kot sta Newbury agent-2 (Dastjerdi in
sod., 1999) in virus Jena (Liu in sod., 1999) pri teletih, so odkrili genetsko sorodnost in
vecjo podobnost teh virusov z GGI cloveskih norovirusov kot s katerim koli drugim
znanim kalicivirusom. Prav tako so sorodna nukleotidna zaporedja norovirusov iz
zdruzenih vzorcev farmskih telet, ki so jih dolo¢ili v drugih raziskavah (van der Poel in
sod., 2000). Filogenetske analize le-teh, ki temeljijo na delnih nukleotidnih zaporedjih
RNK polimeraze, so pokazale, da tudi ta tvorijo skupek blizu zaporedja Newbury in so
sorodne norovirusom iz GGI. Ker so bili vzorci vzeti z mnogih farm iz razli¢nih regij, so
zakljucili, da je govedo obiCajen gostitelj norovirusov. Podobno genetsko povezavo so
nasli med nukleotidnimi zaporedji kalicivirusov pri prasicih, kjer so noroviruse dokazali
¢revesnih norovirusov s ¢loveSkimi norovirusi je nakazala moZznost Zivalskega rezervoarja
za Cloveske okuzbe. Okuzbe Zivali s ¢loveskimi norovirusi Se niso zabelezili kljub mnogim
poskusom okuzb razli¢nih vrst zivali z virusom Norwalk, z izjemo okuzbe Simpanzev

(Wyatt, 1978).

Vendar pa ti izsledki nikakor ne dokazujejo zoonotskega prenosa. Genetsko sorodni virusi
so pri razli¢nih vrstah obicajni, brez o€itnega SirSega prenosa med vrstami, kot na primer
pri rotavirusih. Primerjava nukleotidnih zaporedij polimeraznega dela RNK, celotnega
kapsidnega zaporedja in ORF3 govejih kalicivirusov je pokazala, da so se nukleotidna
zaporedja govejih kalicivirusov (BoCV) razlikovala od predstavnikov ¢loveskih
norovirusov genske skupine I in II ter norovirusov, ki so v tistem casu povzrocali
gastroenteritis med ljudmi v Veliki Britaniji (Oliver in sod., 2003). Najve¢jo podobnost so
zaznali med nukleotidnimi zapored;ji polimeraznega dela, vendar pa je bila podobnost
zaporedij med govejimi in ¢loveskimi norovirusi iz GGI in GGII primerljiva tisti med

genskima skupinama cloveskih norovirusov I in II. Prav tako niso nasli norovirusnih



Dolenc D. Molekularno dolo¢anje kalicivirusov v iztrebkih prasicev.
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2007 31

sevov, ki bi krozili tako med ljudmi kot zivino. Raziskavo so zakljucili z ugotovitvijo, da
tvorijo nukleotidna zaporedja govejih kalicivirusov lo¢eno gensko skupino III znotraj rodu
norovirusov in ljudi najverjetneje ne ogroza. Hkrati dodajajo, da bi bilo potrebno za
ugotavljanje morebitnih okuzb med vrstami zbrati ve¢ podatkov o zaporedjih kalicivirusov,
ki krozijo med zivino po vsem svetu. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi pri raziskavi
kalicivirusov pri prasi¢ih (Guo in sod., 1999), kjer so potrdili prasi¢je Crevesne viruse
(PEC). Ti so bili na osnovi primerjav polimeraznega dela nukleotidnih zaporedij blizje
¢loveskim sapovirusom kot drugim zivalskim in ¢loveskim kalicivirusom, vendar so tvorili
loceno gensko skupino. Tudi na Japonskem so nasli nekaj sevov kalicivirusov pri pra$icih,
ki so sorodni norovirusom (Sugieda in sod., 1998). Oboji se strinjajo, da je potrebno
narediti SirSe raziskave, ki bi zajele mnogo ve¢ podobnih zaporedij, da se pojasni njihov
odnos do obstojecih ¢loveskih kalicivirusov. Tudi v Sloveniji lahko potrdimo prasicji
¢revesni virus (PEC), vendar pa zaenkrat nismo nasli takih, ki bi bili sorodni ¢loveskim

SEVOm Norovirusov.

Po drugi strani pa zoonotski prenos ne more biti izklju¢en. Genetske razdalje med
zivalskimi in cCloveskimi norovirusi so podobne razdaljam med GGI in GGII sevi.
Epidemicno Sirjenje nekaterih norovirusnih sevov in pojavljanje enega prevladujocega
seva v ¢loveski populaciji v dolo¢enem letu spominja na zgodnje opise epidemij z virusom
vezikularnega eksantema pri praSi¢ih (VESV). Ta pripada drugemu rodu v druzini
kalicivirusov, vesivirusom, ki so znani po Sirokem spektru gostiteljev (Smith in sod.,
1998). Obcasne epidemije z virusom vezikularnega eksantema pri praSicih so kasneje
povezali z oceanskim rezervoarjem (Smith in sod., 1998). 1z tega bi lahko sklepali, da so
obCasni prenosi norovirusov med vrstami mozni. Obcasne obsezne epidemije, ki jih
povzro¢i en sev, so lahko posledica pojava novega norovirusnega seva iz zivalskega
rezervoarja (van der Poel in sod., 2000). V primeru, da obstajajo sevi Cloveskih
kalicivirusov znotraj genske skupine katere od zivalskih kalicivirusov, je poleg

ey

kalicivirusi (Wang in sod., 2005).
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5.1.1 PomnoZevanje tar¢nih odsekov genoma norovirusov z enostopenjsko reakcijo

RT-PCR

Z enostopenjsko reakcijo RT-PCR smo pomnozevali taréne odseke polimeraznega dela
norovirusne RNK. Najprej smo norovirusno RNK doloc¢ali s pomnozevanjem tar¢nega
odseka z zaCetnimi oligonukleotidi JV12Y in JV13I. RNK smo dolo¢ili pri 8 vzorcih (6
%) od skupno 128. Nizek odstotek pozitivnih rezultatov z uporabo zacetnih nukleotidov, ki
so prirejeni za CloveSske noroviruse, je v skladu z rezultati, ki so jih dobili v drugih
podobnih raziskavah (Sugieda in sod., 1998; van der Poel in sod., 2000). Van der Poel in
sodelavci so pri praSicih z uporabo zacetnih oligonukleotidov JV13/JV12 le v 2 % vzorcev
dobili ustrezno velik PCR produkt. Ker so z zacetnimi oligonukleotidi, prirejenimi za
¢loveske noroviruse, dobili nizko Stevilo pozitivnih vzorcev, so razvili specifi¢ne lovke, na
podlagi nukleotidnih zaporedij dobljenih RT-PCR produktov. Po opravljenih filogenetskih
analizah nukleotidnih in aminokislinskih zaporedij so virus pri praSi¢ih uvrstili v
samostojno skupino znotraj GGII norovirusov, poleg tega so zaporedja moc¢no podobna

PRVREY

zaporedjem z Japonske.

Manj pozitivnih rezultatov pa je tudi posledica lazno negativnih rezultatov reakcije PCR.
Najveckrat omenjeni vzroki lazno negativnih rezultatov so nekvalitetna osamitev virusne
RNK, inhibitorne snovi v reakcijski meSanici ter nepravilna izbira zacetnih
oligonukleotidov in pogojev pomnoZevanja (Kitchin in Bootman, 1993; Poljak in sod.,
1994). Moznost pojavljanja lazno negativnih rezultatov reakcije PCR lahko zmanjSamo z
uporabo ve¢ parov zacetnih oligonukleotidov, ki so specifi¢ni za razlicna podroc¢ja genoma

istega virusa (Persing,1991; Poljak in sod., 1994).

Zaporedja, ki ne pripadajo kalicivirusom, temve¢ drugim mikrobom, ki se Se nahajajo v
¢revesu prasicev, lahko ovirajo pomnozevanje norovirusnih in sapovirusnih zaporedij. V
sapovirusov, predvsem pri subklini¢nih okuzbah prasicev. V primeru rekombinacij virusov
pa obstaja moznost, da oligonukleotidni zacetniki niso ve¢ enako obcutljivi za mesto

naleganja in posledica je prav tako manjSe Stevilo pozitivnih rezultatov pri reakciji PCR.
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Da bi se takim rekombinacijam izognili, smo za mesto naleganja izbrali najbolj ohranjen
del genoma kalicivirusov, polimerazno regijo. Tezave pri dolo¢anju norovirusne RNK
lahko izvirajo tudi iz na¢ina shranjevanja vzorcev, pri katerem je ve¢ razlicnih vzorcev

iztrebkov zdruzenih v enega.

Zaradi nizkega Stevila pozitivnih vzorcev, dobljenih z RT-PCR z zaetnimi oligonukleotidi
JVI2Y in JVI3I, smo se odlo¢ili le-te zamenjati z drugim parom zacetnih
oligonukleotidov, p290 in NVpl10. Ti nalegajo na polimeraznem delu genoma
norovirusov, a z nekaj nukleotidov zamika glede na par JV12Y in JV13I in po podatkih iz
literature lahko doloc¢ijo tudi sapoviruse. V vseh vzorcih razen enem, kjer smo norovirusno
RNK dolo¢ili s pomnoZevanjem z zafetnimi oligonukleotidi JVI2Y in JV13I, smo

norovirusno RNK dolo¢ili tudi z zacetnimi oligonukleotidi p290 in NVp110.

Z 10x red¢enjem RNK za reakcijo RT-PCR smo dobili vecje Stevilo pozitivnih rezultatov,
kar pomeni, da so bile v vzorcih inhibitorne snovi. S pove€anim razmerjem bi morda dobili

Se kakSen pozitiven rezultat vec.

5.1.2 Znacéilnosti vzorcev

V literaturi navajajo, da je postopek zdruzevanja vzorcev ucinkovit in cenovno ugoden za
shranjevanje velikega Stevila fekalnih vzorcev (Aldeen in sod., 1993) in lahko sluzi kot
pregledni test za dokaz virusov v Zivalski populaciji. Od 128 zdruZenih vzorcev, pri katerih
smo dolo¢ili norovirusno RNK, je pripadalo 13 sesnim (27,1%), 29 odstavljenim (76,3%)
in 33 pitanim (78,6%) praSi¢em. Kalicivirusno RNK smo najveckrat dolocili pri prasich,
starejSih od 3 tednov. Pri starejSih praSic¢ih so kaliciviruse pogosteje dolocili tudi na
Nizozemskem, saj so pri mlajSih prasicih pogostejsi drugi ¢revesni patogeni (van der Poel
in sod., 2000). V raziskavi o navzo¢nosti norovirusov in sapovirusov pri prasi¢ih razlicnih
starosti v ZDA so prisli do podobnih rezultatov kot pri nas. Noroviruse so dolo¢ili le pri
zdravih pitanih prasi¢ih, Ceprav ne pri prasiCih, starejSih od enega leta. Sapoviruse so
dolocili v vseh starostnih skupinah, od tega najmanj med sesnimi (21%) in najve¢ med

pitanimi (83%) (Wang in sod., 2006).
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Vzorcili smo od januarja do aprila 2004 ter od oktobra 2004 do januarja 2005. Najvec
pozitivnih vzorcev smo dolocili novembra, decembra in januarja (Slika 4-5). Tudi sicer
opisujejo ve¢ okuzb v zimskih mesecih (Mounts in sod., 2000; Kovag, 2005).

Nekatere pozitivne vzorce so na InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete dodatno sekvenirali, vendar se nukleotidna zaporedja ne ujemajo z zapored;i
smo delali z vzorci zdravih Zivali, to kaze, da so ti virusi verjetno obi¢ajno navzoci in ne

povzroc¢ajo bolezni. Potrebno bi bilo pregledati Se obolele zivali posameznih skupin.

5.2 SKLEPI

Pri delu smo ugotovili, da s parom zacetnih oligonukleotidov p290 in NVp110 dobimo
vecje Stevilo pozitivnih rezultatov z metodo RT-PCR, ker z njimi dolo¢imo RNK tako

norovirusov kot sapovirusov.

V nadaljevanju s sekveniranjem niso uspeli potrditi nukleotidnih zaporedij ¢loveskih
norovirusnih sevov in s tem moznosti za zoonotski prenos teh virusov s prasi¢ev nekaterih

Slovenskih farm na ¢loveka.

V prihodnje bi predlagali izbiro oligonukleotidnih zacetnikov, ki nalegajo na mestu, kjer
se zdruzita polimerazni in kapsidni del genoma norovirusov, kot opisujejo Wang in
sodelavci, ki so odkrili, da so nukleotidna zaporedja sapovirusov na tem delu genoma
mocno ohranjena med sevi znotraj vsake genske skupine. Zacetne oligonukleotide bi prav

tako izbrali glede na nukleotidna zaporedja virusov na naSem obmocju.

Spremljali pa bi lahko tudi pojavljanje novih sevov pri farmskih zivalih, saj bi v primeru
pojava rekombinant med c¢loveskimi in Zzivalskimi norovirusi zoonotski prenos lahko

razlozili.
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6 POVZETEK

Norovirusi povzrocijo ve¢ kot 90% epidemicnih nebakterijskih primerov gastroenteritisa
pri ljudeh. Ker je delez tako visok, je pomembno, da smo seznanjeni z vsemi moZzZnimi
potmi prenosa in varovalnimi ukrepi. Najvec epidemij z norovirusi se pripeti zaradi okuzbe
s hrano in vodo ter posledi¢no s prenosom med ljudmi. Fekalno-oralni prenos ter aerosoli
pri bruhanju hitro in u¢inkovito razsirijo virus, posebno ob slabi higieni, saj so norovirusni

delci zelo odporni na okoljske vplive, za okuzbo pa jih zadostuje Ze minimalno $tevilo.

Manj raziskana pot prenosa je iz zivali na ljudi, bolj ogrozeni pri tem pa so ljudje, ki so v
pogostem stiku z zivino, ¢e je le-ta prenasalec sevov ¢loveskih kalicivirusov. Da bi ocenili
moznost takSnega prenosa pri nas, smo zbrali vzorce z nekaterih Slovenskih farm prasi¢ev

in molekularno dolo¢ili noroviruse v iztrebkih zdravih zivali.

Nasa raziskava je prva Studija v Sloveniji, v okviru katere smo iskali kaliciviruse pri
prasi¢ih. Skupno smo pregledali 128 zdruzenih vzorcev. Z metodo RT-PCR smo
pomnoZevali tarne odseke polimeraznega dela norovirusne RNK. Najprej smo
norovirusno RNK pomnoZevali z zafetnimi oligonukleotidi JVI13I in JVI2Y ter
noroviruse dolocili v 8 (6 %) zdruzenih vzorcih. Zaradi nizkega S$tevila pozitivnih
rezultatov smo za pomnozevanje uporabili Se dodaten par zacetnih oligonukleotidov,

NVpl110 in p290, s katerim smo noroviruse dolocili v 74 (58%) zdruzenih vzorcih.

Rezultati, ki smo jih dobili, so skladni z rezultati iz drugih raziskav, kjer so prav tako
dolocili Cloveske kaliciviruse v iztrebkih farmskih zivali (van der Poel in sod., 2000).
Navzocnost norovirusnih sevov pri zdravih prasi¢ih smo potrdili, vendar so z nadaljnim
sekveniranjem ugotovili, da se zaporedja teh sevov razlikujejo od zaporedij Cloveskih
norovirusov in po vsej verjetnosti sodijo k drugim norovirusom, ki se pojavljajo le pri

prasicih.
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