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Al Kalicivirusi, (norovirusi in sapovirusi) so pogosti povzrocitelji akutnega,
virusnega gastroenteritisa tako v Sloveniji kot tudi v svetu. Se posebej
izpostavljene so bolniSnice, domovi za ostarele in druge ustanove, kjer se okuzba
zaradi oralno-fekalne poti prenosa in nizkega infektivnega odmerka lahko hitro
Siri. Znotraj druzine Caliciviridaae lo¢imo S§tiri rodove: Norovirus, Sapovirus,
Vesivirus in Lagovirus. Rezervoar za noroviruse in sapoviruse $e ni znan. Eden od
moznih rezervoarjev so domace zivali, predvsem govedo in prasi¢i. Namen
diplomskega dela je bil, da z molekularnimi metodami dokazemo kalicivirusno
RNA in tako ocenimo moznost obstoja rezervoarja norovirusov in sapovirusov pri
prasi¢ih na nekaterih slovenskih farmah in kmetijah. Iz zbranih iztrebkov zdravih
prasicev smo izolirali RNA, ki smo jo pomnozevali z RT-PCR. Z izbranimi pari
zacCetnih oligonukleotidov (JVI2Y/JVI31 za noroviruse in SR80/JV33 za
sapoviruse) smo pomnozevali polimerazni odsek genoma. Pridelke pomoZzevanja
smo pregledali z gelsko elektroforezo. Norovirusno in sapovirusno RNA smo
potrdili pri vseh starostnih skupinah prasicev. Najvecje Stevilo pozitivnih vzorcev
smo dolo¢ili v zimskih mesecih.
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Caliciviruses (noroviruses and sapoviruses) are a frequent causative agents of an
acute viral gastroenteritis in Slovenia and worldwide. Hospitals, Homes for the
elderly and similar institutions are especially vulnerable because caliciviruses are
transmitted through the fecal-oral route and are highly contagious. Caliciviridae
family is divided into four genera: Norovirus, Sapovirus, Lagovirus and Vesivirus.
Noroviruses and sapoviruses infect mainly humans, while lagoviruses and
vesiviruses cause systemic diseases in animals. A reservoir for noroviruses and
sapoviruses still remains unknown, but the potential reservoir could be found in
domestic animals, particulary in swine and cattle. The aim of this graduation
thesis was to screen swine stool samples from several Slovenian farms for
norovirus and sapovirus RNA using molecular methods and to find the possible
reservoir for these viruses. Viral RNAs were isolated from stool samples of
mostly healthy pigs. Conserved polymerase segments of norovirus and sapovirus
genome were amplified by the use of primer pair JV12Y/JV13I for noroviruses
and SR80/JV33 for sapoviruses. Amplified products were determined by gel
electrophoresis. Norovirus and sapovirus RNAs were detected in all age groups of
swine with the highest prevalence in winter months.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
AMV - virus pti¢je mieloblastoze (angl.: Avian Myeloblastosis Virus)
bp - bazni par
cDNA - komplementarna DNA (angl.: complementary DNA)
Da - dalton
ddH,O - demineralizirana destilirana voda
DNA - deoksiribonukleinska kislina
dNTP - deoksinukleotid trifosfat
EM - elektronska mikroskopija
ELISA - encimsko imunski test (angl.: Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
FCV - macji kalicivirus (angl.: Feline Calicivirus)
GGI - genska skupina [
GGII - genska skupina 11
GGIII - genska skupina III
HuCV - ¢loveski kalicivirus (angl.: Human Calicivirus)
ICTV - Mednarodno zdruzenje za taksonomijo virusov (angl.: International

Comitee on Taxonomy of Viruses)

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

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

PEC - prasi¢ji ¢revesni kalicivirus (angl.: Porcine Enteric Calicivirus)

RHDV - virus zaj¢je hemoragi¢ne bolezni (angl.: Rabbit Hemorrhagic Disease

Virus)

RNA - ribonukleinska kislina (angl.: Ribonucleic acid)

RT - reverzna transkripcija

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

SRSV -.manjs$i okrogli strukturirani virusi (angl.: small round structured
viruses)

Taq - Thermus aquaticus

Tl - Thermus flavus
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USDA - Ministrstvo za kmetijstvo Zdruzenih drzav Amerike (angl.: United
States Department of Agriculture)

VES - vezikularni eksantem pri prasicih (angl.: Vesicular Exanthema of
Swine)
VESV - virus vezikularnega eksantema pri prasicih (angl.: Vesicular

Exanthema of Swine Virus)
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1 UVOD

Poleg rotavirusov in enteri¢nih adenovirusov so v 90. letih letih prejSnjega stoletja kot
povzrociteljev virusnega gastroenteritisa prepoznali tudi ve¢ manj$ih virusov. Z razvojem
molekularnih tehnik so ugotovili, da so manjsi, okrogli strukturirani virusi SRSV (angl.:
small round structured viruses), ki so jih kasneje uvrstili v druzino Caliciviridae, glavni
vzrok mnogih izbruhov diareje in bruhanja v raznolikih okoljih (Fankhauser in sod.,
1998). V tej druzini so poimenovali dva rodova c¢loveskih kalicivirusov in sicer

Norovirus in Sapovirus (Mayo, 2002).

Kalicivirusi so ikozaedri¢ni virusi brez ovojnice. Z elektronsko mikroskopijo so na
povrSini virusov vidne vdolbine v obliki ¢as, po katerih je druzina virusov tudi
poimenovana (lat.: Calyx pomeni ¢aSa). Genom je linearna, enojnovijaéna, pozitivno
polarna RNA. Pri ljudeh kalicivirusi povzroc¢ajo akutni gastroenteritis in razsirjeni so po
vsem svetu. Prenos virusov je fekalno-oralni. Med ljudmi se Sirijo 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., 2002; Lopman in sod., 2002).

Ze dolgo je znano, da so poleg ¢loveka okuzbam kalicivirusov izpostavljene tudi Zivali
(Van der Poel, 2000). Do danes so kaliciviruse izolirali iz mnogih Zivalskih vrst (govedo,
prasici, macke,...) (Mayo 2002). Klini¢ni znaki in posledice bolezni, ki jih povzrocajo
kalicivirusi, se razlikujejo od vrste do vrste. Najbolj zaskrbljujoca pa so odkritja virusov,
podobnih ¢loveskim sevom norovirusov in sapovirusov, v iztrebkih goveda in prasSi¢ev
(van der Poel, 2000). Ti predstavljajo mozen rezervoar kalicivirusov, ki lahko zaradi

fekalno-oralne poti prenosa predstavljajo nevarnost za ljudi, ki so s temi zivalmi v stiku.

Cloveski kalicivirusi se ne razmnoZujejo v celi¢nih kulturah. Njihovo dologanje poteka z
elektronsko mikroskopijo, encimsko-imunskimi metodami in v zadnjih letih predvsem z
molekularnimi metodami, predvsem z 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, da ugotovimo navzoc¢nost in razsirjenost norovirusov in
sapovirusov (druzina Caliciviridae) med zdravimi prasi¢i razli¢nih starosti na nekaterih
slovenskih farmah oziroma kmetijah ter na ta nacin ugotovimo ali so Zivali rezervoar

sevov kalicivirusov, ki povzrocajo bolezni tudi pri ljudeh.

Pri¢akovali smo, da bomo v vzorcih izrebkov zivali dokazali RNA norovirusov in

sapovirusov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 TAKSONOMSKA UVRSTITEV

Razvoj primernega klasifikacijskega sistema za doloceno skupino organizmov je odvisen
predvsem od razvoja metod, ki jih uporabljamo za Studij te skupine. Tudi taksonomija
druzine Caliciviridae to potrjuje, saj je bilo potrebnih veliko let raziskav za njeno

uveljavitev.

Prva bolezen, za katero vemo, da so jo povzrocili kalicivirusi, je bil izbruh vezikularnega
eksantema prasi¢ev (angl.: VES — vesicular exanthema of swine) v ZDA leta 1932
(Traum, 1936). Sprva so menili, da gre za slinavko in parkljevko, vendar z imunoloskimi
Studijami niso mogli povezati VES z virusom slinavke in parkljevke. Sele leta 1968 so
opisali povzrocitelja VES kot majhen, ikozaedricen RNA virus ter ga poimenovali virus
vezikularnega eksantema prasi¢ev (VESV - angl.: vesicular exanthema of swine virus)
(Wawrzkiewicz in sod., 1968). Druga bolezen, ki so jo ze zgodaj povezali s kalicivirusi,
je bila bolezen dihal pri mackah, ki jo je povzroc¢al macji kalicivirus (angl.: FCV — feline

calicivirus) na Novi Zelandiji (Fastier, 1957).

Na osnovi opazovanja morfologije virusov v elektronskem mikroskopu so sprva menili,
da spadata VESV in FCV v druzino Picornaviridae. Vendar je kmalu postalo jasno, da se
ti virusi locijo od pikornavirusov glede na strukturo, nacin razmnoZevanja in po fizikalno

kemijskih lastnostih (Burroughs in sod., 1974).

Novo druzino, imenovanao Caliciviridae, so prvi¢ omenili v Tretjem porocilu
mednarodnega zdruZenja za taksonomijo virusov (ICTV) leta 1979. Skupne znacilnosti
virusov iz te nove druzine so vkljuCevale: navzocnost enega samega strukturnega
proteina, ki sestavlja kapsido; na povrSini viriona je bilo vidnih 32 caSastih vdolbin
razporejenih v ikozaedricno simetrijo, ki so dale druzini tudi ime; na 5' koncu virionske
RNA ni metilirane skupine ter na RNA vezan majhen protein, ki je kljuen za

infektivnost virusa (Burroughs in sod., 1978). Dodatna potrditev, da gre za samostojno
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druzino, je prisla po objavi celotnega aminokislinskega in nukleotidnega zaporedja
kalicivirusnega genoma, ki je pokazala, da je genom kalicivirusov organiziran v 2 ali 3
odprte bralne okvirje, medtem, ko ima genom pikornavirusov le en sam odprt bralni

okvir.

Uveljavitev kalicivirusov kot samostojne druzine je postavila temelje za proucevanje
taksonomije njenih predstavnikov. Norwalk virus, ki je dobil ime po izbruhu
gastroenteritisa v osnovni Soli mesta Norwalk v Ohiu, je postal referencni virus za
skupino morfolosko podobnih virusov, do takrat imenovanih SRSV (angl.: small round
structured viruses), ki so bili pogosto povezani z gastroenteritisom. To skupino so
poimenovali Norwalku podobni virusi (angl.: Norwalk-like viruses - NLV) (Kapikian in

sod., 1972), pred nekaj leti pa so jih preimenovali v noroviruse (Green in sod., 2000).

Druga skupina kalicivirusov, t. i. humani kalicivirusi (HuCV) se je od NLV virusov
razlikovala po morfologiji. Vecina virusov, ki so jih odkrili v skupini HuCV, ni bila
dovolj znacilna, da bi dolocili referencno vrsto. To so dolocili Sele leta 1985. Referencna
vrsta je postal virus Sapporo (SV), ki so ga povezovali z gastroenteritisom pri dojenckih
ter majhnih otrocih v Sapporu na Japonskem leta 1982 (Nakata in sod., 1985). To
skupino so poimenovali Sapporo-like viruses (SLV), kasneje pa preimenovali v

sapoviruse (Pringle, 1998).

V osemdesetih letih prej$njega stoletja so dolo¢ili Se dva rodova v druzini Caliciviridae
in sicer Lagovirus in Vesivirus. Virusi iz slednjih dveh rodov povzro¢ajo vrsto razli¢nih
bolezni pri zivalih. Dendrogram druzine Caliciviridae in Picornaviridae prikazuje slika
2.1.
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Slika 2.1: Dendrogram na podlagi genetskih razli¢nosti v kapsidnem genu druzin

Caliciviridae in Picornaviridae. (Green in sod., 2000).

Virusi iz druzine Caliciviridae so danes razvr$¢eni v $tiri rodove:
Vesivirus (referen¢na vrsta: virus vezikularnega eksantema prasicev)

Lagovirus (referen¢na vrsta: virus kuncje hemoragi¢ne bolezni)

Sapovirus (referenéna vrsta: virus Sapporo)

Norovirus (referen¢na vrsta: virus Norwalk)

(Atmar in Estes, 2001).

2.2 RAZDELITEV CREVESNIH KALICIVIRUSOV V GENSKE SKUPINE

Rod Norovirus se deli v vsaj pet genskih skupin glede na genetske razli¢nosti v
polimerazni in kapsidni regiji (Ando in sod., 2000). Obstajajo pa razlicne razdelitve

genskih skupin norovirusov na genotipe (Preglednica 2.1). Virusi, ki spadajo v isti

genotip, imajo ve¢ kot 80 % podobnost v aminokislinskem zaporedju kapsidnega proteina
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in ve¢ kot 85 — 90 % v nukleotidnem zaporedju na polimeraznem delu genoma (Vinje in

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

Preglednica 2.1: Porazdelitev norovirusov (Koopmans in sod., 2002).

Genska
DruZina Rod skupina Genotip Referencni sev
Caliciviridae  Norovirus GGI Norwalk
Southampton
Desert Shield
Chiba
Musgrove
Hesse

Winchester

Hawaii
Melksham
Mexico
Lordsdale
Hillingdon
Seacroft
Leeds
Amsterdam

GGII

0 NN N kWD ~RL,INON DN R WD~

GGII  goveji
GGIV  humani
GGV misji

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 2.2) okuzijo ljudi, sev iz genske skupine III pa okuzi
prasice (Farkas in sod., 2004).
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Preglednica 2.2: Porazdelitev cloveskih sapovirusov (Farkas in sod., 2004;).

Druzina Rod Genska skupina  Genotip Referencni sev
Caliciviridae Sapovirus GGI 1 Sapporo

2 Parkville
3 Stockholm

GGII 1 London
2 Mexico
3 Cruise ship

GGIV Houston

GGV Argentina

Preglednica 2.3: Razdelitev zivalskih kalicivirusov (USDA, 2003; Han in sod., 2004;

Wang in sod., 2005).

Rod Vrsta Sev
virus vezikularnega VESV-A48
eksantema prasSicev
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 bolezni
virus sindroma evropskega | EBHS/GD
rjavega kunca
goveji revesni virus — Bo/Jena/80/DE
. genotip 1
Norovirus (GGII) goveji Crevesni virus — Bo/Newbury-2/76/UK
genotip 2
Sapovirus (GGIII) prasi¢ji Crevesni virus PEC

Vecina zivalskih kalicivirusov spada v rodova Vesivirus in Lagovirus, nekaj vrst pa
najdemo tudi v rodovih Norovirus in Sapovirus (Green in sod., 2001). Virusi iz rodov
Vesivirus in Lagovirus povzroc¢ajo predvsem sistemske okuzbe, in ne ¢revesnih okuzb.
Nekaj primerov zivalskih kalicivirusov pri razli¢nih zivalskih vrstah, ki jih je leta 1999

odobril ICTV (angl.: International Committee on Taxonomy of Viruses), prikazuje
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preglednica 2.3 Nekateri od teh virusov niso specificni za doloCenega gostitelja in
okuzijo ve¢ vrst zivali. Magji kalicivirusi (angl.: Feline Calicivirus /FCV) lahko poleg
mack okuzijo Se pse in kojote, serolosko pa so dokazali tudi okuzbo pri ljudeh (USDA,

2003).

2.3 GENOM KALICIVIRUSOV

Genom cloveskih kalicivirusov je pozitivno polarna, enojnovija¢na molekula RNA, ki
ima na 3’ koncu poliadenilno skupino (Clarke in Lambden, 1997). Zapis za nestrukturne
proteine se nahaja na 5' koncu genoma, zapis za strukturne proteine pa na 3' koncu (Vinje
in sod., 1997). Dolzina genoma je od 7400 do 7800 nukleotidov. Sestavljen je iz dveh ali
treh odprtih bralnih okvirjev: ORF1, ORF2 in ORF3 (ang. ORF: Open Reading Frame).
Genomi kalicivirusov iz razliénih rodov se razlikujejo glede na razporeditev odprtih

bralnih okvirjev (Green in sod., 2000).

2.3.1 Genom norovirusov in sapovirusov

ORF1 norovirusov kodira nestrukturni poliprotein, dolg priblizno 1800 aminokislin s
predvideno maso 193,5 kDa. Ohranjene regije poliproteina nakazujejo, da poliprotein
sestoji iz helikaze, proteaze in od RNA odvisne polimeraze RNA. Vsi ti proteini so
potrebni za razmnozevanje virusa. Poliprotein razreze proteaza, ki je eden od produktov
poliproteina. Bralna okvirja ORF1 in ORF2 se prekrivata. Regija prekrivanja je pri
norovirusih dolga 17 do 20 nukleotidov (odvisno od genske skupine). ORF2 nosi zapis za
protein kapside viriona. Na zadnjem delu genoma je ORF3, ki s prvim nukleotidom
zacetnega kodona prekriva zadnji nukleotid kon¢nega kodona ORF2 (Clarke in Lambden,
2000). ORF3 norovirusov kodira majhen protein, dolg 212 aminokislin. Predvidena
molekulska masa je 22,5 kDa. Njegova funkcija ostaja Se neznana. Rezultati nekaterih
preiskav kazejo, da je tudi ta strukturni protein viriona (Glass in sod., 2000). Na koncu
genoma norovirusov se nahaja 66 nukleotidov dolga nekodirajoca regija in poli-A rep.

Organizacija genoma je nekoliko drugacna pri sapovirusih. Pri teh virusih je zapis za

kapsido na ORF1 skupaj z zapisom za nestrukturne proteine. ORF1 je zato daljsi in
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zaseda vecino genoma. ORF2 je na 3’ koncu in kodira bazic¢en protein z neznano funkcijo

(podobno kot ORF3 pri norovirusih) (Liu in sod. 1997).

Virusi iz rodov Lagovirus in Vesivirus imajo Se subgenomsko RNA, ki je
komplementarna 3° koncu ORF3. Ta prav tako nosi zapis za kapsidni protein (Meyers in

sod., 1991).

2.4 STRUKTURA KALICIVIRUSOV

Ekspresijo kalicivirusnih genov so prouCevali v celicah insektov, okuzenih z
bakulovirusnimi rekombinantami (Prasad in sod., 1999). RazmnoZevanje cloveskih
kalicivirusov v celi¢nih kulturah namre¢ do sedaj Se ni bilo uspesno. V celicah insektov
se kapsidni proteini samo-sestavijo v t.i. virusom podobne delce (ang. VLP: virus-like
particles). Ti so antigensko in strukturno podobni nativnim virionom, zato so jih uporabili
za pridobitev strukturnih, antigenskih in bioloskih informacij o kalicivirusih. Uporabili so
krioelektronsko mikroskopijo in racunalniS$ko obdelavo slik (Bertolotti in sod., 2003).
Ikozaedri¢no strukturo virusnih delcev sestavlja 180 kopij kapsidnega proteina. Te kopije
se organizirajo v 90 dimerov, ki tvorijo ogrodje kapside. Na obodu kapside so znacilne
caSaste vdolbine, ki so najbolj vidne pri predstavnikih rodu Sapovirus. Te so druzini

Caliciviridae dale tudi ime (Slika 2.2).
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Slika 2.2: Virus Norwalk — A: krioelektronska mikroskopska slika (Prasad in sod., 1999).
B: Racunalniski prikaz strukture virusa Norwalk s kapsidnim proteinom (Prasad in sod.,

1999).

2.5 RAZMNOZEVANIE

Proucevanje razmnozevanja cloveskih crevesnih kalicivirusov je tezavno zaradi
nezmoznosti gojenja teh virusov v celi¢nih kulturah (Desselberger in sod., 2003). Sistemi
gojenja v celi¢nih kulturah so razviti le za nekatere Zivalske kaliciviruse (Green in sod.,

2001).

2.6 PATOGENEZA KALICIVIRUSNIH OKUZB

Norovirusi in sapovirusi so povzrocitelji epidemicnega gastroenteritisa pri ljudeh po
vsem svetu. Povezujejo jih z izbruhi te bolezni pri vseh starostnih skupinah (Mingzhang

in sod., 2003).

S ¢loveskimi 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,

1994). Vecina znanja o patogenezi okuzbe s ¢loveskimi kalicivirusi temelji na Studijah s
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prostovoljci, izvedenih v ZDA, katerim so odvzeli biopsijske vzorce ¢revesa pred in po
okuzbi z virusom (Dolin in sod. 1975). Opravili so tudi $tudije na gnotobioticnih prasicih.
Prebavni trakt prasSi¢ev je namre¢ zelo podoben ¢loveskemu in zato zelo primeren za
tovrstne raziskave (Flynn in sod. 1988). Pri posameznikih s klini¢nimi znaki so s
svetlobno in elektronsko mikroskopijo opazili lezije na sluznici tankega Crevesja.
Notranja plast sluznice je bila vneta in epitelijske celice so se morfolosko spremenile.
Mikroskopsko so opazili skrajSanje mikrovilov, raz§irjanje 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.,

1974; Lopman in sod., 2002).

2.7 PRENOS VIRUSOV IN KLINICNI ZNAKI

Glavni znaki okuzbe s ¢loveSkimi kalicivirusi so slabost, bruhanje in driska. Pojavijo se
lahko tudi trebusni kr¢i, mrzlica, bolec¢ine v miSicah, glavobol in bole¢ine v grlu. Bolezen
ima pogosto drugacen potek pri odraslih kot pri otrocih. Pri slednjih je bruhanje
najpogostejsi simptom, medtem, ko driska prevladuje pri odraslih. Inkubacijska doba je
obicajno od 1 do 3 dni. Simptomi trajajo dva do tri dni, pri imunsko oslabljenih lahko
tudi dlje. Potek bolezni je obiCajno blag in bolezen sama zamre. Hospitalizacija in

zdravljenje navadno nista potrebna (Kaplan in sod., 1982; Kapikian in sod., 1996).

Driska je eden glavnih znakov gastroenteritisa. Z njenim koncem lahko pri¢akujemo tudi
iztek bolezni. Izlo¢anje virusov se pricne Ze en dan pred izbruhom bolezni in traja veliko
dlje kot klini¢ni znaki. V 30 % primerov oboleli izlocajo viruse do tri tedne po okuzbi
(Koopmans in sod., 2004). Najvisji titri virusov v iztrebkih so v zacetni fazi bolezni, tudi
do 10® virusnih delcev na gram iztrebka. Klini¢ni znaki in epidemioloske znagilnosti so

kljucni za prepoznavanje okuzbe (Kaplan in sod., 1982).

Virusi iz rodu Vesivirus niso ¢revesni patogeni, ¢eprav jih je mozno osamiti tudi iz
iztrebkov okuzenih Zivali. Te viruse je mogoce gojiti tudi v celicnih kulturah. Virusi

vezikularnega eksantema (VESV) in virusi morskega leva San Miguel (SMSV)
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povzrocajo poskodbe na kozi, ne razmnozujejo se pa pri prasi¢ih ter morskih levih. Magji
in goveji kalicivirusi okuzijo dihalne poti mack in telet. Rod Lagovirus vkljucuje virus
zaj¢je hemoragicne bolezni (RHDV) ter virus sindroma evropskega rjavega kunca
(EBHSV). Virus pri zajcih povzroci sistemske krvavitve in nekrozo jeter ter povzroca do

100 % smrtnost. (Guo in sod., 2003).

2.8 IMUNOST

V raziskavah, kjer so okuzili prostovoljce, so ugotovili, da okuzene osebe lahko razvijejo
kratkotrajno imunsko za$¢ito, 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).
Dolgotrajna imunost se na ¢loveske kaliciviruse ne razvije (Parrino in sod., 1977). Pri
raziskavah na prostovoljcih so ugotovili, da nekateri ne razvijejo znakov okuzbe ne pri
prvi in ne pri drugi izpostavitvi virusu. Vzrok so verjetno razlike 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 e je bila ve¢ina okuZena ze v

otroStvu (Lopman in sod., 2002).

2.9 EPIDEMIOLOGIJA

Prenos cloveskih kalicivirusov med gostitelji poteka primarno z neposrednim stikom,
kontaminirano hrano ter vodo. Pot okuzbe je fekalno-oralna ali z aerosoli, ki se sproscajo
ob bruhanju (Pether in Caul, 1983). Norovirusni izbruhi pogosto nastanejo kot posledica
prenosov virusov z okuzenih posameznikov na zdrave ljudi oziroma z zauzitjem z virusi
kontaminirane hrane (Skoljk, sadja in zelenjave, pripravljenih delikates). Velikokrat
povzro¢i izbruh tudi pitna voda, kontaminirana s fekalnimi odplakami, kot tudi uporaba
vode v rekreativne namene (jezera in bazeni) (Lopman, 2002; Koopmans in Duizer,
2004). Zoonotski prenos okuzbe Se ni bil dokazan, Ceprav podobnosti v nukleotidnih
zaporedjih genomov Zzivalskih in cloveskih kalicivirusov kaZejo na to verjetnost

(Lopman, 2002).
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Norovirusi so v razvitem svetu vzrok za 68-80 % izbruhov gastroenteritisa. Nekatere
ocene pa se povzpenjajo celo do 90 % (Duizer in sod., 2004). Delez izbruhov se
spreminja iz leta v leto. V raziskavi, ki je vkljucevala tudi Slovenijo, so z zbranimi
podatki o gastroenteriticnih epidemijah ugotovili, da se je leta 2002 Stevilo okuzb,
povzrocenih z norovirusi, mocno povecalo v primerjavi s prejsnjimi leti. (Lopman in
sod., 2004). V stirih drzavah je bilo najve¢ izbruhov v pomladanskih in poletnih mesecih
tega leta, kar ni znacilno 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).

Norovirusne okuzbe prevladujejo v hladnejsih mesecih, kot so ugotovili v raziskavi, kjer
so preudili 12 izbruhov norovirusnih gastroenteritisov (Mounts in sod., 2000). Ze leta
1929, ko je Zahorsky opisal epidemijo virusnega gastroenteritisa kot “zimsko bolezen z
bruhanjem”, je bilo jasno, da se kalicivirusne okuzbe pojavljajo sezonsko. Na obmocju
Evrope delez okuzb zacne narascati 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). Na
Nizozemskem, v Nemciji, na Finskem, v Angiji in Walesu pa so leta 2002 opazili
spremenjen vzorec sezonskega pojavljanja kalicivirusnih okuzb, saj je Stevilo epidemij
prevladovalo v pomladanskih in poletnih mesecih (Lopman in sod., 2004). Okuzbe z
norovirusi v Sloveniji ve¢inoma povzroc¢ajo sevi iz GGIIL. Najvec¢ epidemij je zabeleZenih
v zimskih mesecih, okuzbe se pojavljajo predvsem pri otrocih do 2 let in osebah, starejsih

od 75 let (Kovac, 2005).

Vecino okuzb s ¢loveskimi kalicivirusi pripisujejo norovirusom in sicer genski skupini II.

(Fankhauser in sod., 1998; Smith in sod., 1999; Koopmans in sod., 2002).
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2.10 DIAGNOSTIKA

2.10.1 Elektronska mikroskopija

Dolgo cCasa je bila elektronska mikroskopija (EM) glavna metoda za diagnostiko
kalicivirusnih okuzb. Cloveske kaliciviruse je namre¢ nemogode gojiti v celi¢nih
kulturah. Sele po uspesnem kloniranju genoma norovirusov so EM nadomestile
molekularne metode, kot je RT-PCR. Te so postale tudi komercialno dostopne (Atmar in

Estes, 2001).

Metoda negativnega kontrastiranja v elektronski mikroskopiji je bila temelj za
dokazovanje kalicivirusnih okuzb do 90. let prejsnjega stoletja. Tezava je v tem, da je
metoda relativno neobcutljiva, saj je za odkritje virusov v vzorcu potrebna zelo visoka
koncentracija virusnih delcev, vsaj 10° virusnih delcev/ml iztrebka (Atmar in Estes,
2001). Kalicivirusi pa se v iztrebkih izloajo pogosto v nizkih koncentracijah - do 10°
virusnih delcev/ml iztrebka. Zaradi tega so bili lazno negativni rezultati pogosti, saj je
bilo dokazovanje virusov v iztrebku mogoce le do 48 ur po prenehanju klini¢nih znakov

bolezni.

Norovirusi nimajo znacilne strukture, zato jih je tezko lociti od podobnih virusov z
nejasno morfologijo (Atmar in Estes, 2001). Pri opazovanju kalicivirusov z znacilno
morfologijo, kot jo imajo sapovirusi, pa so lepo vidne ¢asaste vdolbine na obodu (Slika

2.3).

V Sloveniji je bila elektronska mikroskopija poglavitna metoda dolocanja kalicivirusnih
okuzb vse do leta 2000. Tezava te metode je nizka obcutljivost in s tem veliko Stevilo
lazno negativnih rezultatov. Po uvedbi molekularnih metod (RT-PCR) se je Stevilo
pozitivnih vzorcev povecalo, hkrati pa se je izboljsalo tudi razumevanje epidemiologije

norovirusov (PoljSak-Prijatelj in sod., 2001a; PoljSak-Prijatelj in sod., 2001b).
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Slika 2.3: A: Elektronsko mikroskopski posnetek sapovirusov v iztrebku bolnika z
gastroenteritisom. Dobro so vidne vdolbine na obodu kapside. (Williams F.P., 2008). B:
Elektronsko mikroskopski posnetek norovirusov. (IFREMER, 1994).

2.10.2 Encimsko imunska metoda

ELISA (encimsko imunski test) se uporablja za dokazovanje kalicivirusnih antigenov.
Kljub temu, da je specificnost testa visoka (98,3 %), je obcutljivost niZja od molekularnih
metod (55,5 %). Na trzis¢u sta le dva komercialno dostopna testa. Test IDEIA™
Norovirus izdelovalca Oxoid (ZDA) in RIDASCREEN Norovirus izdelovalca Biopharm
(Nemcija) (Richards in sod., 2003).

2.10.3 Molekularne metode

Za dokazovanje kalicivirusne RNA se uporablja verizno reakcijo s polimerazo s
predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR). V primerjavi z elektrosko mikroskopijo je
RT-PCR precej bolj obcutljiva diagnosticna metoda, ki omogoca dolociti virusno RNA

tudi dva tedna po okuzbi in v nekaterih primerih Se dlje (Parashar in sod.,1998). Za
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nadaljnje povecanje obcutljivosti so izdelali vgnezdeno PCR. Z dvema paroma zacetnih
oligonukleotidov, pri katerih drugi par nalega znotraj dela genoma, pomnoZenega v
prvem krogu, se obcutljivost lahko poveca za 10 do 1000 krat. Poveca se tudi specifi¢nost

(Green in sod., 1993).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

3.1.1.1 Reagenti potrebni za osamitev RNA s Trizolom

e Trizol (Invitrogen)

e kloroform (Merck)

e 2-propanol (Merck)

e 75 9% etanol, pripravljen iz absolutnega etanola (Merck)

e demineralizirana in destilirana sterilna voda brez ribonukleazne aktivnosti
(ddH,0O) (Promega)

e cpruvete MaXtract High Density (Qiagen) (2 ml)

3.1.1.2 Reagenti potrebni za reakcijo RT-PCR (Access RT-PCR System, Promega, ZDA)

e ddH;O - voda brez ribonukleazne aktivnosti

e 5x AMV/Tfl reakcijski pufer

e MgSQOy, konc. 10 mM

e meSanica ANTP, konc. 10 mM

e AMV reverzna transkriptaza, konc. 5 U/ul

e Tfl DNA polimeraza, konc. 5 U/ul zaéetni oligonukleotidi za dokazovanje RNA
norovirusov (JV12Y in JV13I)

3.1.1.3 Reagenti potrebni za reakcijo RT-PCR (Superscript Platinum one step RT-PCR
kit, Invitrogen, ZDA)

e ddH,0O — voda brez ribonukleazne aktivnosti
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e 2x reakcijska meSanica (pufer, ANTP)
e Superscript ' I RT/Platinum ® Taq DNA polimerazna me$anica

e zaletni oligonukleotidi za dokazovanje RNA sapovirusov (SR80 in JV33)

3.1.1.4 Reagenti potrebni za analizo PCR pridelkov v agaroznem gelu

e agaroza (Promega)

e TAE puferska raztopina (50 X)
O tris baza (2 M)
O ocetna kislina (1 M)
o EDTA (100 mM)

e ctidijev bromid

nanasalni pufer (6 X)
0 40 % saharoza v 50 mM EDTA, pH 8
0 bromfenol modro

0 ksilen cianol

oznacevalec molekularne mase DNA 100 bp (Promega)

3.1.2 Potro$ni material

e steklene epruvete (10 ml)

e mikrocentrifugirke (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml) (Eppendorf)
e nastavki s filtri za avtomatske pipete (Eppendorf)

e merilni valji

e crlenmajerice

e staniCevina

e za$Citne rokavice (Safeskin)



Rajapakse Jerina D. Dokazovanje norovirusov in sapovirusov (Caliciviridae) v iztrebkih prasi¢ev v Sloveniji.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008. 19

3.1.3 Laboratorijska oprema

e komora za varno delo (Iskra P1O)

e komora za varno delo (Iskra LVF9)

e centrifuga (Eppendorf centrifuge 5415R)

e ultracentrifuga (Beckman L8-80M Ultracentrifuge)

e mesalo vorteks (Tehtnica Zelezniki)

e stojalo za epruvete (Eppendorf)

e avtomatske pipete (0,5-10ul, 2-20ul, 50-200ul, 10-1000ul, 100-1000ul)
(Eppendorf)

e termopomnozevalnik GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems)

e tehtnica (Sartorius)

e mikrovalovna pe¢ica MWG 729 (Clatronic)

e napajalnik za elektroforezo (LKB Bromma)

e kadicka za elektroforezo (Biometra)

e UV transiluminator (LKB)

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

e racunalniski program za obdelavo slik gelov Quantity one (BIO-RAD)

3.2 METODE

3.2.1 Zbiranje in shranjevanje vzorcev

eyee

220 iztrebkov zdravih praSi¢ev (Sus scropha). Vzorce smo odvzeli enkrat mesecno.
Vsakokrat smo naklju¢no dolocili hlev iz katerega smo vzorcili. Odvzemanje vzorcev je
bilo sistemati¢no na takSnih odvzemnih mestih, da je bila zajeta celotna povrsina hleva. V
obdobju od oktobra 2004 do januarja 2005 smo zbrali Se dodatnih 48 iztrebkov z
nekaterih kmetij.
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Znotraj hleva so bile zivali razporejene v ogradah. V vsaki je bilo od pet do deset
prasicev, ki so bili razvr§¢eni skupaj po starostnih skupinah: sesni (do 3 tednov),
odstavljenci ( od 3 do 10 tednov) in pitanci (ve¢ kot 10 tednov). Ograde so bile med seboj
loCene s kovinskimi pregradami, ki so dopuscale tesen stik med posameznimi zivalmi
znotraj starostnih skupin. Takoj po odvzemu smo iztrebke shranili v epruvetah, jih

postavili na led in jih prepeljali v laboratorij, kjer smo opravili testiranje.

Iztrebke v epruvetah smo razredcili v fosfatnem pufru priblizno 1:10 in odstranili trdne
delce s centrifugiranjem pri 1600g za 20 minut. Pri nadaljnem testiranju smo uporabili
supernatant. Za dokazovanje norovirusne RNA smo zdruzevali po pet supernatantov.
Nadaljna obdelava je potekala z zbiri. Za dokazovanje sapovirusne RNA vzorcev nismo
zdruzevali. Sledilo je ultracentrifugiranje pri 110000g (32000 obratov/min) za 90 minut.
Supernatant smo zavrgli in usedlino z morebitnimi virusnimi delci suspendirali v 0,5 ml

pufra PBS. Do obdelave smo tako pripravljene vzorce shranili pri -80°C.

3.2.2 Osamitev RNA s Trizolom

Pri osamitvi RNA smo upostevali priporocila za varno delo. Za izolacijo RNA smo
uporabili modificirano metodo z reagentom TRIzol® proizvajalca Invitrogen

(Chomczynski in sod., 1987).

Osamitev je potekala v komori za sterilno delo. Uporabljali smo materiale in opremo brez
ribonukleazne aktivnosti. Nastavki za avtomatske pipete so imeli filtre, ki so preprecevali

kontaminacijo pipet in vzorcev z RNA.

V epruvete smo odpipetirali po 250 pl vzorca in dodali 750 pl reagenta TRIzol®. Po 5
minutah inkubacije pri sobni temperaturi smo dodali 200 pl kloroforma in dobro
premesali na mesalu. MeSanico smo prenesli v epruvete MaXtract High Density (Qiagen)
in inkubirali na sobni temperaturi 10 minut. Nato smo centrifugirali 5 minut pri 14000 g
in 4°C. Gel v epruvetah je omogocil nastanek meje med zgornjo vodno in spodnjo

organsko fazo. Vodno fazo z RNA smo prenesli v novo epruveto, dodali 500 pl
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izopropanola, ohlajenega na -20 °C, ki je omogocil precipitacijo RNA, ter ju dobro
premesali. Po 10 minutah inkubacije na sobni temperaturi smo centrifugirali 10 minut pri
16000 g. Odlili smo supernatant in sprali RNA z 0,5 ml 75 % etanola, ohlajenega na -20
°C. Vsebino epruvet smo premesali na mesSalu in centrifugirali 5 minut pri 9300 g.
Ponovno smo odlili supernatant in posusili epruvete z RNA na dnu v komori za sterilno
delo, nato pa smo RNA raztopili v 30 pl destilirane in demineralizirane sterilne vode brez

ribonukleazne aktivnosti. Raztopljeno RNA smo 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 (angl.: Polymerase Chain Reaction — v nadaljevanju PCR),
je tehnika molekularne biologije, ki se uporablja za pomoZzevanje tarénih odsekov
nukleinskih kislin. Prvi jo je opisal Kary Mullis leta 1983 (Mullis in sod., 1986). PCR
danes obstaja v mnogih razli¢icah, ki se uporabljajo na ve¢ podro¢jih molekularne
biologije. V osnovi se metoda PCR izvaja v treh korakih (Remick in sod., 1990; Poljak
in sod., 1994; Poljak, 1998).

3.2.3.2 Enostopenjska verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo

Po kloniranju genoma virusov Norwalk so razvili metodo verizne reakcije s polimerazo s
predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR). V zacetku so razvili zacetne
oligonukleotide, ki so prepoznavali omejeno Stevilo sevov kalicivirusov (Jiang in sod.,
1992a, Ando in sod., 1995a; Ando in sod., 1995b). Ceprav je bila metoda zelo specifi¢na,
so kasneje razvili zaCetne oligonukleotide za bolj Sirok nabor sevov, saj je bilo
ugotovljeno, da je druzina Caliciviridae genetsko izjemno pestra (Green in sod., 1993).
Vecina Siroko specificnih zacetnih oligonukleotidov nalega na dobro ohranjene dele
virusne RNA, ki kodirajo polimerazo. Za razlikovanje med genskimi skupinami pa se

uporabljajo zacetni oligonukleotidi, ki so specificni za kapsidni del RNA.
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Za izvedbo RT-PCR pri iskanju norovirusne RNA smo uporabljali reagente
enostopenjskega komercialnega kompleta Access RT-PCR System proizvajalca Promega.
Ta je vseboval reverzno transkriptazo virusa pti¢je mieloblastoze (AMV, angl.: Avian
Mieloblastosis Virus), DNA polimerazo Tfl osamljeno iz mikroorganizma Thermus
flavus, deoksinukleotridifosfate ter pufer za reakcijsko meSanico. Za dolo¢anje
norovirusov smo izbrali zacetna oligonukleotida JV12Y in JV13I (Preglednica 3.1). Ta
sta skupinsko znacilna za ¢loveske noroviruse in pomnozujeta 326 bp dolg odsek gena za
od RNA odvisno polimerazo na ORF1 (angl.: open reading frame — odprt bralni okvir).
Noroviruse smo dolocevali v vzorcih, ki smo jih zbrali v obdobju od januarja do aprila

2004.

Za dokazovanje sapovirusne RNA smo uporabili reagente komercialnega kompleta
Superscript proizvajalca Invitrogen. Ta je vseboval encimsko meSanico Superscript  z
DNA polimerazo Taq, osamljeno iz mikroorganizma Thermus aquaticus in reakcijsko
mesanico z ANTP. Za dolo¢anje sapovirusov smo izbrali zacetna oligonukleotida SR80 in
JV33 (Preglednica 3.2). Ta sta skupinsko znacilna za ¢loveske sapoviruse in pomnoZzujeta
319 bp dolg odsek gena za od RNA odvisno polimerazo na ORF1 (angl.: open reading

frame — odprt bralni okvir).

Temperatura prileganja zacetnih oligonukleotidov je bila 37 °C. Za pozitivhe kontrole
smo izbrali RNA iz vzorcev ¢loveskih iztrebkov. Vse pozitivne kontrole so bile potrjene s

sekveniranjem.

Pred nastavitvijo programa za RT-PCR smo vzor¢ne RNA in kontrole z reverznimi
zacetnimi oligonukleotidi denaturirali pri 90°C 5 minut. Postopek smo izvedli na slede¢
nacin: v pripravljene in oznacene 0,2 ml epruvete smo odpipetirali po 1 pl reverznega
zaCetnega oligonukleotida JV13I1 (norovirusi) (preglednica 3.1) oziroma JV33
(sapovirusi) (pregledica 3.2) s koncentracijo 50 pmol/ul in 5 ul 10x z ddH,O redcene
vzoréne RNA. Za negativno kontrolo smo uporabili 5 ul ddH,O. Za pozitivno kontrolo

smo uporabili vzorec RNA, ki je bil predhodno potrjen s sekveniranjem.
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Preglednica 3.1: Nukleotidni zaporedji in mesti prileganja uporabljenih zaCetnih

oligonukleotidov JV12Y in JV13I (Vennema in sod., 2002).

Zacetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 5'->3' Mesto prileganja
JIV12Y ATACCACTATGATGCAGAYTA 4552 — 4572
JVI13I TCATCATCACCATAGAAIGAG 4858 — 4878
I - inozin (dovoljuje parjenje z vsemi §tirimi bazami)
Y-C/T

Preglednica 3.2: Nukleotidni zaporedji in mesti prileganja uporabljenih zacetnih

oligonukleotidov SR80 in JV33 (Vinjé in sod., 2000).

Zacetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 5'->3' Mesto prileganja
SR80 TGGGATTCTACACAAAACCC 4366-4385
JV33 GTGTANATGCARTCATCACC 4666-4685

Tako pripravljene mikrocentrifugirke smo wvstavili v termopomnozevalnik na
denaturacijski program. Med potekom denaturacije smo pripravili reakcijsko mesanico.
Reakcijska meSanica za en vzorec (44 pl) za dokazovanje norovirusne RNA je vsebovala:

e 28 ul ddH,O

e 10 ul 5x AMV/Tfl pufra

e 2 ul25mM MgSO,4

e 1ul 10 mM dNTP mix

e 1ul zacetnega oligonukleotida JV12Y s koncentracijo 50 pmol/pl

e lul encima AMYV reverzne transkriptaze (5 U/ul)

e lul encima Tfl DNA polimeraze (5 U/ul)
Reakcijska mesanica za en vzorec (50ul) pri dokazovanju sapovirusne RNA je vsebovala:

e 17ul ddH,O

e 25ul reakcijske meSanice (ANTP mix, MgSOy)

e 1 ul zacetnega oligonukleotida SR80 s koncentracijo 50 pmol/pl

e 1 pl RT/Platinum® Taqg DNA Mix
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Reakcija PCR se je pricela z reverznim prepisom RNA v cDNA. Reverzni prepis je
potekal 30 minut pri 45 °C. Zatem smo reakcijsko meSanico segreli na 94°C za dve
minuti. To je omogocilo inaktivacijo reverzne transkriptaze in razdvajanje RNA - cDNA.
Sledilo je 40 temperaturnih ciklov, kot so navedeni v preglednici 3.3 za

pomnozevanje norovirusne RNA in pregledici 3.4 za pomnozevanje sapovirusne RNA.

Preglednica 3.3: Casovni in temperaturni potek verizne reakcije s polimerazo pri

pomnozevanju norovirusne RNA.

Cas Temperatura Del cikla
30 sekund | 94 °C denaturacija RNA - cDNA
] minuta | 37 °C prileganje zacetnih oligonukleotidov
2 minuti 68 °C podaljSevanje zacetnih oligonukleotidov

Preglednica 3.4: Casovni in temperaturni potek verizne reakcije s polimerazo pri

pomnozevanju sapovirusne RNA.

Cas Temperatura Del cikla
15 sekund | 94 °C denaturacija RNA - cDNA
30 sekund | 37 °C prileganje zacetnih oligonukleotidov
I minuta | 72 °C podaljSevanje zacetnih oligonukleotidov

Cikel se je zakljucil s sedem-minutnim kon¢nim podaljSevanjem pri 68 °C in ohlajanjem

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

3.3.3 Analiza pridelkov PCR z elektroforezo v agaroznem gelu

Za analizo pridelkov PCR smo uporabili elektroforezo. Uporabili smo 2 % agarozni gel,
pripravljen iz 1 g agaroze in 50 ml TAE pufra (Tris-acetat EDTA). Agarozo smo raztopili
s segrevanjem v mikrovalovni pecici. Potem, ko se je agaroza raztopila, smo gel nekoliko
ohladili ter dodali 5 pl etidijevega bromida v koncentraciji 5 mg/ml. Etidijev bromid se
vrine v dvojno vijatnico DNA. Ob osvetlitvi z UV lu¢jo mocno fluorescira in tako
omogoca detekcijo pridelkov PCR. Gel smo nato vlili v kadi¢ko za elektroforezo in z

glavnicki oblikovali vdolbine za nanasanje vzorcev.
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15 pl vzorca smo zmesali s 3 pl nanasalnega pufra in 15 pl mesanice nanesli v vdolbinice
v gelu. V gel smo nanesli tudi 3 pl molekularnega oznacevalca DNA. Po nanosu smo
kadi¢ko z gelom priklopili na napajalnik ter napetost nastavili na 90 V. Elektroforezo

smo pustili te¢i 45 minut.

Po 45 minutah smo gel prenesli v komoro z ultravijolicno svetilko ter pregledali rezultate.

Pri pregledovanju rezultatov smo uporabljali komercialni program GelDoc (Biorad).
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4 REZULTATI

4.1 ZNACILNOST VZORCEV

ey

kmetij v Sloveniji. Vzorce, odvzete od januarja do aprila 2004, smo zdruzevali po pet
skupaj. Zdruzevali smo le vzorce enakih starostnih skupin. To pomeni, da smo imeli 44

zbirov (Preglednica 4.1).Starost praSicev je bila od nekaj dni do enega leta.

Preglednica 4.1: Stevilo zdruZenih vzorcev iztrebkov prasi¢ev pregledanih na

noroviruse.
Starost prasicev Stevilo vzorcev
Sesni 13
Odstavljenci 16
Pitanci 15
Skupaj 44

4.2 POMNOZEVANJE TARCNEGA ODSEKA NOROVIRUSOV NA ORF1 Z RT-
PCR z zaCetnima oligonukleotidoma JV12Y/JV131

S parom zacetnih oligonukleotidov JV12Y/JV13I smo pomnozevali 326 bp dolg odsek
norovirusnega genoma (slika 4.1). Pri 8 (18 %) vzorcih od skupno 44 smo dolo¢ili
norovirusno RNA. Najman;jsi delez pozitivnih vzorcev smo zasledili pri skupinah sesnih
in pitanih prasicev, kjer smo v vsaki skupini dokazali RNA norovirusov le pri enem
prasicu. Pri odstavljencih smo dokazali norovirusno RNA v zdruzenih vzorcih v februarju

Stiri (80 %) in v marcu dva (67 %) (slika 4.2).



Rajapakse Jerina D. Dokazovanje norovirusov in sapovirusov (Caliciviridae) v iztrebkih prasi¢ev v Sloveniji.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2008. 27

326 bp

Slika 4.1: Agarozni gel z vzorci pomnozenega tarénega odseka genoma norovirusov s
parom zacetnih oligonukleotidov JV12Y/JV13I. Pozitiven rezultat je 326 bp velik

pridelek pomnoZzevanja.

Legenda:
e 1 — 7 vzorci
e 8 - negativna kontrola
e 9 - pozitivna kontrola
e 10— molekularni oznacevalec (100 bp)
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Stevilo pozitivnih vzorcev po mesecih (norovirusna RNA)

April 2004

O Pitanci
B Odstavljenci
OSesni

0
0
0
0
0
0
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Slika 4.2: Rezultati pomnozevanja polimeraznega dela genoma norovirusov s parom zacetnih oligonukleotidov JV12Y/JV13I v
iztrebkih sesnih, odstavljenih in pitanih praSicev (rezultati so predstavljeni kot absolutno Stevilo vzorcev v vsakomese¢nem

vzorcenju).
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4.3 POMNOZEVANJE TARCNEGA ODSEKA SAPOVIRUSOV NA ORF1 Z RT-PCR
z zacCetnima oligonukleotidoma SR80/JV33

Zaradi majhnega Stevila pozitivnih vzorcev in velikega Stevila nespecifi¢nih vezav
zacetnih oligonukleotidov JV12Y/JV13I pri dolocanju norovirusne RNA smo se odlo¢ili,
da pri dolocanju sapovirusne RNA vzorcev ne bomo zdruzevali. Sapovirusno RNA smo

iskali v 92 nezdruzenih vzorcih (Preglednica 4.2).

S parom zacetnih oligonukleotidov SR80/JV33 smo pomnozevali 319 bp dolg odsek
sapovirusnega genoma (slika 4.3). Pri 37 (40 %) vzorcih od skupno 92 smo dolo¢ili
sapovirusno RNA. Sapovirusno RNA smo dolocili pri sedmih vzorcih pitanih prasi¢ev in
devetih vzorcih sesnih prasi¢ev. Pri odstavljencih smo dokazali norovirusno RNA v 20

vzorcih, najve¢ decembra in januarja. (slika 4.4).

Preglednica 4.2: Stevilo vzorcev iztrebkov prasiev pregledanih za sapoviruse glede na
starost zivali

Starost prasicev Stevilo vzorcev

Sesni 35
Odstavljenci 30
Pitanci 27
Skupaj 92
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9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

319 bp

Slika 4.3: Agarozni gel z vzorci pomnozenega tar¢nega polimeraznega odseka genoma
sapovirusov s parom zacetnih oligonukleotidov SR80/JV33. Pozitiven rezultat je 319 bp

dolg pridelek pomnozevanja.

Legenda:
e 1 — 17 vzorci

e 18 —negativna kontrola

19 — pozitivna kontrola

20 — molekularni oznacevalec (100 bp)
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Stevilo pozitivnih vzorcev po mesecih (sapovirusna RNA)
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Slika 4.4: Rezultati pomnozevanja polimeraznega odseka genoma sapovirusov s parom zacetnih oligonukleotidov SR80/JV33 v
iztrebkih sesnih, odstavljenih in pitanih praSicev (rezultati so predstavljeni kot absolutno Stevilo vzorcev v vsakomese¢nem

vzorcenju).



Rajapakse Jerina D. Dokazovanje norovirusov in sapovirusov (Caliciviridae) v iztrebkih prasi¢ev v Sloveniji.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008. 32

S RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V raziskavi smo v iztrebkih zdravih praSi¢ev v obdobju od januarja do decembra 2004

dolocali norovirusno in sapovirusno RNA z metodo RT-PCR.

Skupno je bilo odvzetih 268 vzorcev. Vzorce, odvzete v spomladanskem obdobju, smo
smiselno zdruzili v 44 zbirov. Norovirusno in sapovirusno RNA smo zasledili pri vseh
starostnih skupinah praSi¢ev (sesnih, odstavljencih in pitancih), najveckrat pri
odstavljencih. Ugotovitev povezave med pojavnostjo norovirusov pri prasi¢ih in
morebitnim prenosom na ljudi je pomembna z vidika zaS€ite ciljne skupine bolnikov
(Wang in sod., 2005). Vecjo pojavnost pri odstavljencih v nekaterih raziskavah
povezujejo s preselitvijo sesnih prasicev v vecje ograde z vecjo koncentracijo zivali. To
povzro€i stres, ki lahko pomembno vpliva na obcutljivost Zivali na razli¢ne patogene

organizme (Martella in sod., 2008).

V zadnjem casu je bilo objavljenih ve¢ publikacij o povecani pojavnosti sapovirusov pri
prasi¢ih (Martella in sod., 2008; Jeong in sod., 2007), zato smo se odlocili, da v zbranih
vzorcih poskusimo dokazati tudi sapovirusno RNA. Pokazalo se je, da je prevalenca
sapovirusov podobna prevalenci norovirusov. Sapovirusno RNA smo nasli v 35 od

skupno 92 vzorcev (38 %).

Za detekcijo norovirusne RNA smo uporabili zacetna oligonukleotida JV12Y/JV13I. Pri
nekaterih vzorcih smo dobili nespecifi¢ne produkte. To je verjetno posledica dokaj nizke
temperature (37°C) prileganja zacetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabljali pri
raziskavi. Pri nekaterih Studijah, kjer so uporabljali enak par zacetnih oligonukleotidov, je
bilo kar 48 9% produktov nespecificnih (van der Poel in sod., 2000) Vendar pa
ocenjujemo, da to ni vplivalo na verodostojnost dobljenih rezultatov. Zaradi velikega
Stevila nespecifi¢nih produktov, dobljenih tudi v nasih poskusih, smo se odlo¢ili, da pri

dokazovanju sapovirusne RNA vzorcev ne bomo zdruzevali v zbire.
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Iztrebki so bili odvzeti Zivalim, brez klini¢nih znakov bolezni. Ugotavljanje prekuZenosti
brez vidnih klini¢nih znakov je pomembno pri ugotavljanju perzistence teh virusov saj se
v naravi pojavljajo novi sevi, ki bi se lahko prenasali tudi na ¢loveka. Norovirusi namrec,
tako kot vsi RNA virusi, niso homogen rod, temve¢ zdruzba blizje sorodnih mutant in
rekombinant poimenovanih kvazi-vrste (angl.: quasispecies). Te so med virusnim
pomnozevanjem nenehno podvrzene genetski variaciji, kompeticiji in selekciji. Ko se
zdruzba virusov pomnozuje, se¢ pomnozuje tudi Stevilo virusnih genomov z mutiranimi
regijami. To poveCuje moznost za pojav novih sevov s spremembami v celicnem

tropizmu in moznostjo razmnozevanja v novih gostiteljskih celicah (Cheol in sod., 2007).

Najveckrat smo dokazali RNA norovirusov v vzorcih praSiev, zbranih v mesecu
februarju. Meseca marca je bilo pozitivnih vzorcev manj, medtem ko v aprilu norovirusne
RNA v vzorcih nismo ve¢ dokazali. RNA sapovirusov smo najveckrat dokazali decembra
in januarja. Do aprila je Stevilo pozitivnih vzorcev Ze upadlo. V zimskih mesecih je tudi
pri ljudeh obolevanje povzroceno s kalicivirusi pogostejSe. Ta skladnost nakazuje na
verjetno moznost zoonotskega prenosa med zivalmi in ¢lovekom Ceprav je razlag za
pogostejse obolevanje pozimi ve¢. Med drugim tudi boljsa obstojnost kalicivirusov v
zimskih razmerah in posledi¢no obseznej$im krozenjem virusa v populaciji. Izkljucena ni

niti moznost prenosa virusa z ljudi na zivali.

Zoonotski prenos z zivali na ¢loveka bi bilo potrebno dokazati z dodatnimi raziskavami,
predvsem s sekveniranjem pomnozenega virusnega genoma in primerjavo le tega z
genomi kalicivirusov, ki dokazano povzroc¢ajo bolezen pri ¢loveku. Obcutljivost metode
bi lahko izboljsali z uporabo nekaterih drugih zacetnih oligonukleotidov. Domnevamo
namre¢, da je med naSimi rezultati tudi nekaj lazno negativnih. Par zacetnih
oligonukleotidov JV12Y/JV13I ima namre¢ ve¢ mest neujemanja s tarénim zaporedjem.
To je verjetno eden od razlogov za nizko obcutljivost pri detekciji norovirusov v

iztrebkih prasicev.
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V nadaljnih raziskavah bi bilo smiselno naklju¢no zbiranje iztrebkov zdravih in bolnih
prasicev z vecjega Stevila farm razporejenih po celotni povrSini Slovenije, kot tudi
vkljuciti v raziskavo druge domace zivali: govedo, pse, macke in kunce, ki so morebiten
rezervoar norovirusov in sapovirusov (Bridger, 1990). S podaljSanjem raziskave na
obdobje 12 mesecev ali celo dlje, bi pridobili boljsi vpogled v pojavnost norovirusov pri
prasi¢ih na farmah in kmetijah v Sloveniji. Majhnost nasega vzorca namre¢ zmanjSa
njegovo reprezentativnost in moznost posploSitve na razmere v celotni Sloveniji ali

SirSem prostoru.

5.2 SKLEPI

V pricujoci raziskavi smo potrdili hipotezo o navzo¢nosti norovirusne in sapovirusne
RNA v iztrebkih praSicev, odvzetih na nekaterih slovenskih farmah in kmetijah. Ta
ugotovitev nakazuje moznost, da so praSi¢i lahko potencialen rezervoar teh virusov,
odkoder bi se potencialno lahko prenesli tudi na ljudi. Za dokaz zoonotskega prenosa bi
bilo potrebno opraviti Se dodatne Studije. Dokaz o omenjenem prenosu bi zahteval vecjo
pozornost in sprozil morebitno potrebo po povisanju higienskih standardov na farmah.
Problem potencialnega zoonotskega prenosa je znatno vecji v nerazvitih drzavah, kjer je
stikov med zivalmi in ljudmi ve¢ kot pri nas in ima lahko gastroenteritis hujSe posledice

zaradi neustrezne zdravstvene oskrbe.
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6 POVZETEK

Kalicivirusi so eden glavnih povzrociteljev nebakterijskega gastroenteritisa v Sloveniji in
po svetu. BolniSnice, domovi za ostarele in vsa druga okolja, kjer so ljudje v tesnem
stiku, so Se posebej izpostavljeni. Najve¢ epidemij z norovirusi se pripeti zaradi okuzbe s
hrano in vodo. Virus se prenasa po fekalno-oralni poti in je zelo nalezljiv zaradi nizkega
infektivnega odmerka. Bolezen povzrocata dva rodova druzine Caliciviridae in sicer

norovirusi in sapovirusi.

Rezervoar kalicivirusov Se ni znan. Eden od moznih rezervoarjev so tudi zivali, Se
posebej govedo in prasici. Da bi ocenili moznost prenosa virusov z zivali na ¢loveka, smo
zbrali vzorce z nekaterih slovenskih farm prasicev in z molekularnimi metodami dolo¢ili

noroviruse in sapoviruse v iztrebkih zdravih zivali.

V iztrebkih smo z metodo RT-PCR pomnozevali taréne odseke polimeraznega dela
virusne RNA. Za iskanje norovirusov smo uporabili zacetna oligonukleotida JV13I in
JV12Y, za iskanje sapovirusne RNA pa zacetna oligonukleotida SR80 in JV33.
Norovirusno RNA smo iskali v skupno 44 zbirih. Zaradi velikega Stevila nespecificnih
pridelkov PCR smo se odlocili, da pri iskanju sapovirusne RNA vzorcev ne bomo
zdruzevali. Norovirusno in sapovirusno RNA smo potrdili pri vseh starostnih skupinah
prasicev. Najve¢ pozitivnih vzorcev smo zasledili v zimskih mesecih. Norovirusno RNA
smo nasli pri osmih zbirih od skupno 44, sapovirusno RNA pa smo nasli pri 35 vzorcih

od skupno 92.

Rezultati, ki smo jih dobili, so skladni z rezultati drugih raziskav, kjer so prav tako

doloc¢ili ¢loveske kaliciviruse v iztrebkih farmskih zivali (van der Poel in sod., 2000).
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