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POVZETEK

Kljuéne besede: Divjad — virologija; rotavirus — virologija — genetika — klasifikacija; virus
hepatitisa E — virologija; RNA virusna; genom virusni; molekulsko zaporedje, podatki;
zaporedje, analiza — metode; verizna reakcija s polimerazo z reverzno transkriptazo — metode;

filogeneza

V raziskavi smo spremljali prisotnost dveh enteri¢nih virusov, virusa hepatitisa E in
rotavirusov skupine A pri divjadi v Sloveniji. Za entericne viruse je znacilno, da so
razmeroma stabilni v okolju, imajo nizko infektivno dozo, se v visokih koncentracijah
izlo¢ajo v okolje in so sposobni prenosa med razliénimi vrstami. Z dvema molekularnima
metodama smo pregledali 117 vzorcev Crevesne vsebine divjih Zivali in dolocili morebitno
prisotnost nukleinske kisline rotavirusa in virusa hepatitisa E. Vsi preiskani vzorci so bili z
metodama RT-PCR in RT-PCR v realnem casu negativni na prisotnost virusne RNA
hepatitisa E. Z metodama RT-PCR in RT-PCR v realnem ¢asu smo dokazali rotavirusno RNA
v dveh vzorcih ¢revesne vsebine pri srni. V raziskavi smo z metodo naslednje generacije
sekvenciranja prvi na svetu dolocili celoten genom rotavirusa pri srni z oznako D38/14 in
dobljeno nukleotidno zaporedje vnesli v gensko banko. D38/14 smo uvrstili v skupino A
rotavirusov. Poleg tega smo ugotovili in prvi na svetu opisali genotipsko kombinacijo
G6P[15], kamor spada rotavirus D38/14. Sev D38/14, z izjemo odseka VP4, predstavlja
tipicno genomsko kompozicijo DS-1, to je G6-P[15]-12-R2-C2-M2-A3-N2-T6-E2-H3.
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SUMMARY

Key words: Animals, wild — virology; rotavirus — virology — genetics — classification;
hepatitis E virus — virology; RNA viral; genome, viral; molecular sequence data; sequence

analysis — methods; reverse transcriptase polymerase chain reaction — methods; phylogeny

The aim of this study was to detect the presence of two enteric viruses, the hepatitis E virus
and the rotaviruses from group A, in game animals in Slovenia. Enteric viruses are known for
their environmental stability, low infectious dose, interspecies transmission and high
concentrations of viral particles in faeces. For detection of the hepatitis E virus and the
rotavirus nucleic acid conventional RT-PCR and real-time RT-PCR were performed. The
hepatitis E virus was not detected in any of the 117 samples, while the rotavirus was detected
with both methods in two samples of roe deer. Following the whole genome sequence
analysis, one of two positive samples, D38/14 was characterized by next generation
sequencing. In this report we describe the first group A rotavirus detected in roe deer and the
complete genome analysis is presented. In addition, a rare combination of genotype G6P[15]
is described for the first time. The strain D38/14 - except for the VP4 segment - represents a
typical DS-1 genome composition, with the genotype G6-P[15]- 12-R2- C2-M2- A3-N2- T6-
E2- H3.
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1 UVOD

1.1 Opredelitev problema

Zoonoze so bolezni, ki se neposredno ali posredno prenasajo med Zivalmi in ljudmi (Gubina
in sod., 2002). Med pomembnejSe zoonoze uvrs¢amo povzrolitelje Crevesnih nalezljivih
bolezni (Kraigher in sod., 2015), za katere je znacilno, da so poleg prenosa med razli¢nimi
vrstami tudi razmeroma stabilni v okolju, imajo nizko infektivnho dozo in se v visokih
koncentracijah izlo€ajo v okolje (Sair in sod., 2002). Zoonotski prenos iz divjih Zivali na ljudi
predstavlja za inStitucije, ki se ukvarjajo z zdravstvenim varstvom ljudi nov izziv, saj se
uzivanje divjaline ves cas povecCuje (Erzar in sod., 2005), prav tako pa so se divje zivali
prilagodile bivanju v bliZini ljudi (KrzZe, 1982 in 2000), s ¢imer se povecuje mozZnost virusne

kontaminacije pasnih in poljedelskih povrsin.

V nasdi raziskavi smo se osredotoCili predvsem na dva povzro€itelja ¢revesnih nalezljivih
bolezni: rotaviruse skupine A (RVA) in virus hepatitisa E (HEV). HEV zadnja leta predstavlja
skrb za javno zdravje ljudi, ne le v razvijajo¢em svetu, kjer se ljudje okuZzijo predvsem s
kontaminirano vodo, temvec¢ tudi v razvitem svetu, kjer do okuzbe najveckrat pride zaradi
uzivanja kontaminiranega mesa domacih prasicev ali divjih zivali, predvsem divjih prasicev,
jelenjadi in srnjadi (Meng, 2010). Prisotnost HEV je bila do sedaj v Sloveniji pri divjih
zivalih dokazana le enkrat pri divjih pragi¢ih (Zele in sod., 2016), prisotnost RV pa $e nikoli.
Znano je, da rotavirusi, Se posebej rotavirusi skupine A (RVA), pri majhnih otrocih, mladih
divjih in domacih zivalih povzrocajo akutne gastroenteritise (Fields in Knipe, 2013; Martella
in sod., 2010; Matthijnssens in sod., 2009b). V zadnjih letih Stevilne raziskave kazejo, da se
RV kljub razlikam v genotipu lahko prenasajo med razli¢nimi zivalmi in med Zivalmi ter
ljudmi (Banyai in sod., 2010; Ha in sod., 2009; Luchs in sod., 2012; Matthijnssens in sod.,
2010; Mukherjee in sod., 2011; Steyer in sod., 2008). Namen raziskave je bil tako ugotoviti
prisotnost HEV in RV pri divjih Zivalih, saj so te lahko vir okuzbe za ljudi.
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1.2 Cilj raziskovanja

Cilj naSe raziskave je ugotoviti ali sta RVA in HEV sploh prisotna pri divjih Zivalih v
Sloveniji ter ugotoviti njuno pogostost. V primeru prisotnosti enega oziroma obeh virusov
nameravamo narediti filogenetsko analizo rotavirusnih sevov in virusnih sevov hepatitisa E 1z

Slovenije in jih primerjati s sevi, ki so v genski banki.

Raziskava v okviru PreSernove naloge je prva raziskava ugotavljanja prisotnosti nukleinske
kisline RVA in HEV pri divjadi v Sloveniji.

1.3 Delovne hipoteze

a) Pri divjadi v Sloveniji so prisotni rotavirusi skupine A.

b) Rotavirusni sevi skupine A pri divjadi na obmocju Slovenije so podobni rotavirusnim

sevom skupine A v genski banki.

c) Pri divjadi v Sloveniji je prisoten virus hepatitisa E. Njegova pogostost je primerljiva z

rezultati raziskav iz drugih evropskih drzav.

d) Virusni sevi hepatitisa E pri divjadi na obmocju Slovenije so podobni virusnim sevom

hepatitisa E v genski banki.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 Zoonoze in okuzbe ljudi s hrano

Zoonoze so bolezni, ki se neposredno ali posredno prenasajo med zivalmi in ljudmi.
Povzrocitelji zoonoz se prenasajo preko poskodovane koze, preko vektorjev, preko stika z
okuZenimi povrSinami, z vdihavanjem, z zauZzitjem okuZene hrane in vode ali z ugrizom
okuzene Zzivali. Povzrocitelji zoonoz ne povzrocajo hujsih bolezni pri okuzenih Zzivalih in
sluzijo kot naravni gostitelj oziroma rezervoar, medtem ko lahko s prenosom na drugo zival

ali ¢loveka povzrocijo hudo, dolgotrajno bolezen ali celo smrt (Gubina in sod., 2002).

Med pomembnejSe zoonoze uvrs¢amo povzrocitelje crevesnih nalezljivih bolezni (Kraigher in
sod., 2015), ki se prenaSajo med razli¢nimi vrstami, so relativno stabilni v okolju, imajo nizko
infektivno dozo in se v visokih koncentracijah izlocajo v okolje (Sair in sod., 2002).
Mikroorganizmi lahko Zivila kontaminirajo med procesom proizvodnje, na kmetiji, med
klanjem, med nadaljnjo obdelavo in predelavo ter v kuhinji. Med pogoste povzrocitelje okuzb
s hrano spadajo bakterije in njihovi toksini, zajedavci ter virusi (EFSA, 2016). Med tovrstne
viruse spadajo norovirusi (NoV), rotavirusi (RV), virus hepatitisa A (HAV) in virus hepatitisa
E (HEV), ki pretezno povzrocajo gastroenteritis ali hepatitis pri Zivalih in ljudeh (FAO in
WHO, 2008).

2.2 Rotavirusi

2.2.1 Taksonomska razvrstitev virusa, zgradba in organizacija genoma

Prvi zapisi o rotavirusih (RV) segajo v leta med 1950 in 1960. Takrat so z elektronsko
mikroskopijo, iz Crevesa miske in rektalnega brisa opice v ujetniStvu, odkrili reovirusom
podobne virusne delce. Leta 1969 so viruse s podobno morfologijo odkrili v vzorcih iztrebkov
goveda z drisko, leta 1973 pa so jih prvi¢ dokazali pri ljudeh (Bishop in sod., 1973). Leta
1978 je Thomas Henry Flewett za virusni delec predlagal ime rotavirus, saj ima na pogled

obliko kolesa (iz lat. rota — kolo) (Flewett in sod., 1974). Rotaviruse skupaj s Cardoreovirusi,



S. Sturm: Spremljanje prisotnosti rotavirusov skupine A in virusa hepatitisa E pri divjadi v Sloveniji.
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2016. Raziskovalna naloga

Mimoreovirusi, Orbivirusi, Phytoreovirusi in Seadornavirusi uvrs¢amo v druzino Reoviridae

in poddruzino Sedoreovirinae (ICTV, 2015).

Tabela 1: Taksonomska uvrstitev rotavirusov (povzeto po ICTV, 2015)

Table 1: Taxonomy of the Reoviridae family (adapted from ICTV, 2015)

DRUZINA
Reoviridae
Poddruzina Poddruzina
Sedoreovirinae Spinareovirinae
Rodovi Rodovi
Rotavirus Aquareovirus
Cardoreovirus Coltivirus
Mimoreovirus Cypovirus
Orbivirus Dinovernavirus
Phytoreovirus Fijivirus
Seadornavirus Mycoreovirus
Orthoreovirus
Oryzavirus

RV so ikozaedri¢ne oblike, brez ovojnice in imajo troslojno proteinsko kapsido. V premeru
merijo priblizno 75 nm (Estes in Cohen, 1989). Njihov genom je velik 18.500 baznih parov
(bp) in je sestavljen iz 11 odsekov dvoverizne RNA, dolgih od 667 do 3.302 bp
(Desselberger, 2014). Genom vsakega izmed odsekov se na 5' koncu zacne z gvaninom,
kateremu sledi ohranjeno nekodirajoce zaporedje. Za njim sledi kodirajoCe zaporedje, ki se
konca s stop kodonom. Vsak odsek ima en odprt bralni okvir, z izjemo odseka 11, ki ima dva
odprta bralna okvirja. KodirajoCemu odseku sledi stop kodon in 3' konec, ki je bogat s

citozinom in ne vsebuje signala za poliadenilacijo (Estes in Cohen, 1989).
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Slika 1: Slika rotavirusov z elektronskim mikroskopom (povzeto po CDC, 2014)

Figure 1: Transmission micrograph of rotavirus (adapted from CDC, 2014)

Genom kodira 6 strukturnih in 6 nestrukturnih proteinov. Strukturni proteini so VP1, VP2,
VP3, VP4, VP6, VP7, nestrukturni pa NSP (1 — 6). Vsak protein je kodiran na svojem odseku,
razen proteinov NSP5 in NSP6, ki sta oba kodirana na odseku 11 (Desselberger, 2014).

Proteina VP4 in VP7 sestavljata zunanjo plast kapside. VP6 je glavni strukturni protein, ki
preko stika z VP7 proteinom povezuje notranjo in zunanjo plast kapside (Pesavento in sod.,
2006). Notranjo plast kapside oblikujejo protein VP2 in proteina VP1 in VP3, ki sestavljata
encimske replikacijske komplekse (McClain in sod., 2010).

Po antigenskih znacilnostih in molekularni sestavi proteina VP6 razvrSs€amo RV v 8 razli¢nih
skupin, od rotavirusov skupine A do H (RVA — RVH) (Matthijnssens in sod., 2012). RVA,
RVB, RVC in RVH lahko povzrocijo okuzbo pri ljudeh in pri nekaterih Zivalskih vrstah.
RVD, RVE, RVF in RVG so do sedaj dokazali le pri pticah in praSi¢ih (Matthijnssens in sod.,
2010; Fauquet in sod., 2005a). Pri ljudeh in Zivalih so najbolj pogosti rotavirusi skupine A
(Matthijnssens in sod., 2011).

V skupini A je glede na sekvence VP7 in VP4 vsaj 29 G tipov (VP7) in 41 P tipov (VP4)

virusa (Rotavirus Classification Working Group - RCWG@G). Genotip in serotip G se ujemata,
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medtem ko je genotipov P ve¢ kakor serotipov P. Tako je za klasifikacijo RVA predpisana
dvojna nomenklatura in sicer se za P-jem z arabsko $tevilko in ¢rko piSe serotip, za tem pa v

kvadratnem oklepaju Se genotip, npr. P1A[8] (Fields in Knipe, 2013).

Leta 2013 je skupina za klasifikacijo rotavirusov RCWG vzpostavila klasifikacijo, s katero
RVA razvrs¢amo glede na sekvence vseh enajstih odsekov. Zapis Gx—P[x]-Ix—Rx—Cx—Mx—
Ax—Nx-Tx-Ex—Hx (“x” pomeni S$tevilko genotipa) predstavlja ureditev celotnega genoma
RVA. RCWG sistem omogoca enoten in zanesljiv nacin za primerjavo celotnih genomov med

razli¢nimi gostiteljskimi vrstami (Matthijnssens in sod., 2011).

2.2.2 Stabilnost virusa

RV so stabilni pri pH od 3 do 9. Ob zadostni koncentraciji kalcija ostanejo v iztrebku, pri
temperaturi med 4 °C in 20 °C, infektivni ve¢ mesecev (Fauquet in sod., 2005a). V vodah rek
ostane humani rotavirus infektiven nekaj tednov pri temperaturi med 4 °C in 20 °C (Greening,
2006). Na rokah ohrani kuznost najmanj 4 ure (Ansari in sod., 1988), na okuzenih povrSinah

pa tudi ve¢ dni (Sattar in sod., 1986).

2.2.3 Rotavirusne okuzbe pri ljudeh

Pri ljudeh povzroc¢ajo okuzbe rotavirusi iz skupin RVA, RVB, RVC in RVH (Hull in sod.,
2016). RVA so glavni vzrok virusnih gastroenteritisov pri otrocih, ki so okuzbi najpogosteje
izpostavljeni do petega leta starosti (Ndze in sod., 2012). Okuzba lahko poteka
asimptomatsko, kot akutni ali kroni¢ni gastroenteritis. Klini¢ni znaki akutnega gastroenteritisa
so blaga do mocna driska, bruhanje, dehidracija, ter pogosto blago poviSana telesna
temperatura. Bruhanje in driska trajata kraj$i Cas, obicajno 3 do 5 dni. Pri otrocih z
oslabljenim imunskim sistemom se lahko pojavi kroni¢na oblika bolezni (Anderson in Weber,
2004). Pri odraslih ljudeh so okuzbe redkeje zaznavne (Grimwood in Lambert, 2009). V
drzavah v razvoju rotavirusni gastroenteritisi pri otrocih povzrocijo 453.000 smrti letno (Tate
in sod., 2011). Smrt je najpogosteje posledica dehidracije in odpovedi srca in ozilja

(Desselberger, 2014).

Pri otrocih do petega leta starosti je bila ugotovljena 90-95-% seroprevalenca rotavirusov

(Cox in sod., 1998), kar kaze na veliko razsirjenost RVA okuzb pri otrocih. Najpogostejse
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kombinacije genotipov RVA pri ljudeh po svetu so G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8&] in
GIP[8] (Santos in Hoshino, 2004). V Sloveniji so se pri otrocih z akutnim gastroenteritisom,
od leta 2005 do leta 2013, vecinoma pojavljali genotipi G1P[8], G2P[4], G4P[8] in GI9P[§],
izjemoma tudi genotipa G3P[8] in G12P[8] (Steyer in sod., 2014).
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Slika 2: Pogostost G-P rotavirusnih genotipov skozi 8 zaporednih sezon od 2005/06-2012/13 in dinamika
cepljenj otrok starih 0-1 leto v Sloveniji (povzeto po Steyer in sod., 2014)

Figure 2: The prevalence of rotavirus G—P genotypes for eight consecutive seasons 2005/06—2012/13 and the
dynamic of vaccination coverage among children 0—1 year of age in Slovenia (adapted from Steyer et al., 2014)

2.2.4 Rotavirusne okuZzbe pri Zivalih

Rotavirusna okuzba pri mladih Zivalih povzro€a drisko, najpogosteje pri teletih, Zrebetih in
odstavljenih prasicih. Klini¢na slika je odvisna od starosti, kondicije in imunoloSkega statusa
prizadete zivali (Chatzopoulos in sod., 2013). Pri govedu so rotavirusi skupine A glavni vzrok
driske novorojenih telet. Zaradi visoke smrtnosti in manjSega prirasta imajo velik ekonomski
pomen (Alfieri in sod., 2007; Steyer in sod., 2008). Pri odraslem govedu obstaja moznost
okuzbe brez kliniénih znakov. Rotavirusi imajo velik ekonomski vpliv tudi v reji prasiev in

so pri odraslih prasi¢ih pogosto brez klini¢nih znakov (Midgley in sod., 2011; Steyer in sod.,
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2008). Macke in psi redkeje zbolijo za klini¢no obliko bolezni (Hoshino in sod., 1981;
Mochizuki in sod., 1986).

Okuzbe z RV so razsirjene povsod po svetu. Potrdili so jih pri Stevilnih vrstah sesalcev in ptic
(Martella in sod., 2010). Poleg zgoraj naStetih vrst so jih dokazali pri primatih, netopirjih,
glodavcih, zajcih, kuncih, divjih karnivorih, kopitarjih in Stevilnih drugih vrstah Zivali. Med
drugimi tudi pri Stevilnih vrstah parkljarjev, vendar je raziskav, ki bi preucevale genome pri
parkljarjih malo (Ghosh in Kobayashi, 2014). Dokazan je skupen izvor dveh genomov
gvanakov in genoma antilope vrste Hippotragus niger ter skupen izvor ov¢jega genoma in
genoma drugih prezvekovalcev (Matthijnssens in sod., 2009a). Dokazan je tudi prenos RV

med divjim in domacim prasi¢em (Okadera in sod., 2013).

V Sloveniji so med letoma 2004 in 2005 pri domacih prasi¢ih prevladovali genotipi G3P[6],
G4P[6], G5P[7] in P[27] v kombinaciji z G1, G2 in G4, skupno je bilo potrjenih 16 G/P
kombinacij. Pri govedu so dokazali genotipe G6P[1], G6P[5] in G6P[11] (Steyer in sod.,
2008).

2.2.5 Prenos rotavirusov

Glavni nacin prenosa rotavirusnih okuzb je po fekalno-oralni poti (Martella in sod., 2010).
OkuZena oseba v iztrebek izlota 10° virusnih delcev na mililiter (Carter, 2005). Okuzba se
najpogosteje prenasa z direktnim kontaktom z okuzeno osebo ali preko povrSin
kontaminiranih z virusom. V drzavah v razvoju je glavni vir okuzbe voda, kontaminirana s
iztrebkom (Tate in sod., 2011), obstaja pa tudi verjetnost okuzbe s hrano, kontaminirano z
virusom (Martella in sod., 2010). Domnevno se virus prenasa tudi preko zraka (Dennehy in

sod., 1998).

Kljub razlikam med genotipi RVA, Stevilne raziskave potrjujejo prenos rotavirusov med
razli¢nimi zivalskimi vrstami ter med Zivalmi in ljudmi (Banyai in sod., 2010; Ha in sod.,
2009; Luchs in sod., 2012; Matthijnssens in sod., 2010; Mukherjee in sod., 2011; Okadera in
sod., 2013). Medvrstni prenos je mogoC zaradi sposobnosti prerazporejanja odsekov (ang.
reassortment) ob socasni infekciji z dvema razli¢nima virusoma istega ali razlicnega genotipa,
ene ali razli¢nih vrst zZivali ali ¢loveka (Jain in sod., 2014). Mozen je tudi direktni prenos

zivalskega seva na ljudi (Matthijnssens in sod., 2006), ki pa veckrat povzroci le sporadi¢ne
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primere bolezni, kakor vec¢je izbruhe bolezni med ljudmi. Taks$ni primeri na epidemiologijo
RVA nimajo ve¢jega vpliva (Papp in sod., 2013, Steyer in sod., 2008). RV se z zivali na ljudi
verjetno prenasajo preko povrSin in hrane kontaminirane z virusom ali z direktnim stikom z

zivalmi (Machnowska, 2014).

2.2.6 Diagnostika rotavirusov

Za ugotavljanje izbruhov rotaviroz se uporabljajo elektronska mikroskopija, dokaz antigena
(ELISA, imunokromatografija, lateksna aglutinacija) in dokaz nukleinskih kislin (RT-PCR,
RT-PCR v realnem casu) (Ravindran in Viswanathan, 2014). Zaradi velikega Stevila tockastih
mutacij v genomu RVA je oligonukleotidne zacetnike za uporabo pri metodah RT-PCR in
RT-PCR v realnem Casu potrebno pogosto preverjati in po potrebi zamenjati (Iturriza-Gémara

in sod., 2004).

2.3 Virus hepatitisa E

2.3.1 Taksonomska razvrstitev virusa, zgradba in organizacija genoma

Prvi¢ so o epidemiji ne-A in ne-B hepatitisa porocali leta 1980 v Indiji (Khuroo, 1980).
Kasneje se je izkazalo, da je epidemijo povzrocil virus hepatitisa E (HEV), katerega so z
metodo imunske elektronske mikroskopije dokazali leta 1983 (Balayan in sod., 1983). Osem
let po odkritju so prvi¢ doloc¢ili nukleotidno zaporedje genoma HEV (Tam in sod., 1991). Od
zivalskih vrst je bil prvi¢ dokazan pri prasicih, leta 1997 v ZDA (Meng in sod., 1997).

HEV je bil od leta 2004 do leta 2014 uvrS€en v druzino Hepeviridae in rod Hepevirus
(Fauquet in sod., 2005b). Znotraj rodu sta obstajali dve vrsti, HEV, ki se pojavlja pri sesalcih
in HEV, ki se pojavlja pri pticah (Cao in Meng, 2012). HEV, ki se pojavlja pri sesalcih ima en
serotip in vsaj 4 genotipe (Meng, 2011). Genetsko razli¢ni sevi, ki so jih odkrili pri podganah
(Johne in sod., 2010), dihurjih (Raj in sod., 2012), divjih prasi¢ih (Takahashi in sod., 2011),
netopirjih (Drexler in sod., 2012) in pri vrsti pacifiSkega lososa (Oncorhynchus clarkii) (Batts

in sod., 2011) so bili razlog za novo preucitev taksonomske razvrstitve virusa.

Leta 2014 je ICTV predlagala zamenjavo imena rodu Hepevirus. Rod Hepevirus so

preimenovali v dva nova rodova, rod Orthohepevirus, kamor uvr§cajo vse seve, dokazane pri
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pticah in sesalcih, ter rod Piscihepevirus, kamor uvrS€ajo vse znane seve cutthroat trout
virusa in seve drugih vrst rib. V rod Orthohepevirus spadajo 4 vrste in sicer Orthohepevirus
A, B, C in D. V vrsto Orthohepevirus A uvrs€ajo vse viruse, ki lahko okuzijo ¢loveka (do
tedaj znan genotip 1-4) in viruse dokazane pri kamelah ter divjih praSi¢ih. Virusi prav tako
lahko okuzijo prasice, jelenjad, srnjad, zajce, podgane in munge. V vrsto Orthohepevirus B se
uvrscajo vsi sevi ptic, v vrsto Orthohepevirus C pa vsi sevi dihurjev in vecino sevov podgan,
ter v vrsto Orthohepevirus D vsi sevi netopirjev. Sevi izolirani pri podganah se uvrs¢ajo
pretezno v vrsto Orthohepevirus C, poleg tega pa se podgane lahko okuzijo tudi s sevi iz vrste

Orthohepevirus A (Smith in sod., 2014).

Tabela 2: Predlagana taksonomska razvrstitev druzine Hepeviridae (povzeto po ICTV, 2015)
Table 2: Proposed taxonomic classification of the family Hepeviridae (adapted from ICTV, 2015)

Druzina | Rod | Vrsta
Hepeviridae
Orthohepevirus
Orthohepevirus A
Orthohepevirus B

Orthohepevirus C

Orthohepevirus D
Piscihepevirus

Piscihepevirus A

HEV je majhen in strukturno preprost RNA virus, ki v premeru meri 27-34 nm, je
ikozaedri¢ne oblike in brez ovojnice. Njegov genom je enoverizna, linearna, pozitivno
orientirana RNA. Genom je velik 7,2 kb in ima 3 odprte bralne okvirje (ORF 1 — ORF 3), ki
se delno prekrivajo. DolZina genoma se med razli¢nimi Zivalskimi vrstami malo razlikuje
(Ruggeri in sod., 2013). Virusna RNA je sestavljena iz kratke 27 do 35 bp dolge 5'
nekodirajoce regije, kateri sledijo trije odprti bralni okvirji ter se zakljuci z 65 do 74 bp dolgo
nekodirajoco regijo. Za 3' nekodirajoco regijo je od 150 do 200 bp dolg poliA rep (Vasickova
in sod., 2007), na zacetku 5' konca pa je molekula RNA modificirana s kapo iz 7-metil

gvanozina (Kabrane-Lazizi in sod., 1999).
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5’ UTR (1-27 nt) 3’ UTR (7127-94 nt)
[ — ——Poly (A)

ORF1 (28-5106 nt)

MT Pro Hel RdRp

UTR = nekodirajoca regija

ORF3 (5106-5474 nt
ORF = odpt bralni okvir ( )

nt = nukleotid
MT = metiltransferaza
Pro = cistein proteaza
Hel = helikaza

RdRp = od RNK odvisna RNK polimeraza
l =vodilni peptid

Slika 3: Organizacija genoma virusa hepatitisa E (povzeto po Hussain, 2013)

Figure 3: Genome organization of hepatitis E virus (adapted from Hussain, 2013)

ORF1 obsega priblizno dve tretjini virusnega genoma in kodira poliprotein, ki vsebuje 1.690
aminokislin (AK) iz katerih po translaciji nastanejo Stevilni nestrukturni proteini —
metiltransferaza, domnevna papainu podobna cistein proteaza (ang. papain-like cistein
protease), RNA helikaza in od RNA odvisna RNA polimeraza, ki sodelujejo pri virusni
replikaciji (Koonin in sod., 1992).

ORF?2 se nahaja na 3' koncu genoma in se ne prekriva z ORF1 ter kodira kapsidni protein, ki

je velik 660 AK (71 kDa) (Cao in Meng, 2012).

ORF3 je najmanjsi bralni okvir med vsemi tremi in se zacenja z zadnjim nukleotidom ORF1.

Kodira majhen, imunogen, 123 AK velik fosfoprotein (14,5 kDa) (Fields in Knipe, 1996).

2.3.2 Stabilnost virusa

Cas prezivetja virusa v okolju ni znan (Scobie in Dalton, 2012), znano pa je, da so viruse, ki
so sposobni povzro€iti okuzbo, dokazali na farmah prasicev, v povrSinskih vodah in v
izdelkih, ki so vsebovali vodo, kontaminirano z virusom (Yugo in Meng, 2013). Znano je, da

po eno urnem segrevanju pri 56 °C ostane infektivnih 1 % virusnih delcev (Emerson in sod.,
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2005), za dokoncno inaktivacijo virusa pa je potrebno dvajset minutno segrevanje pri 71 °C

(Barnaud in sod., 2012).

2.3.3 Okuzbe z virusom hepatitisa E pri ljudeh

Bolezen v vecini primerov poteka z blagimi, gripi podobnimi klini€énimi znaki ali pa je potek
bolezni nezaznaven. Okuzba s HEV je lahko tudi smrtna (Emerson in Purcell, 2003).
Inkubacijska doba traja od 2 do 10 tednov (Aggarwal in Krawczynski, 2000). Klini¢ni znaki
so razlini, pogosto se pojavi nejescnost, povecanje jeter, boleCine v miSicah, zlatenica, ter
obcasno slabost, bruhanje in vrocina (Fields in Knipe, 2001). HEV obi¢ajno povzro¢i virusni
hepatitis z akutnim potekom. OkuZzba v dolo¢enih primerih poteka kroni¢no (Aggarwal in
Krawczynski, 2000). Za kroni¢no obliko hepatitisa E pogosteje zbolijo osebe z oslabljenim
imunskim sistemom, kot so bolniki s so¢asno okuzbo s HIV, levkemic¢ni bolniki, bolniki z
limfomom in bolniki po transplantaciji organov (Kamar in sod. 2008; Le Coutre in sod., 2009;
Tamura in sod., 2007; Dalton in sod. 2009; Haagsma in sod., 2008). Resnost in potek bolezni
sta odvisna od gostiteljevega telesnega in imunskega stanja, so¢asno prisotnih drugih bolezni
jeter, ter od virusnega seva in koli¢ine virusa (Fields in Knipe, 2001). Na endemskih
obmocjih poroc¢ajo o 20-% smrtnosti nosecnic, ki je verjetno odvisna od virusnega genotipa in
ostalth soCasnith okuzb nosecnic (Emerson in Purcell, 2003). Virus lahko povzro¢i smrt
nosecnice, smrt novorojenca, abortus, prezgodnji porod in zgodnjo smrt dojencka po porodu

(Mushahwar, 2008).

2.3.4 Okuzbe z virusom hepatitisa E pri Zivalih

Domaci prasici se s HEV okuzijo pri 2 do 3 mesecih starosti, sledi prehodna viremija, ki traja
priblizno od 1 do 2 tednov. Prasici so ne glede na starost brez klini¢nih znakov, vendar od 3
do 7 tednov izlocajo virus z iztrebki. Vecina serolosko pozitivnih odraslih prasicev virusa ne

izloca (Meng, 2010).

Pri domacih prasi¢ih je HEV endemicno prisoten v Evropi (Berto in sod., 2012), Steyer in

sodelavci so potrdili prisotnost HEV pri domacih prasi¢ih tudi v Sloveniji (2011).

Na Japonskem (Michitaka in sod., 2007), Svedskem (Widen in sod., 2011), Madzarskem
(Forgéch in sod., 2010), Nizozemskem (Rutjes in sod., 2010), v Franciji (Carpentier in sod.,
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2012), Nem¢iji (Kaci in sod., 2008), Italiji (Martelli in sod., 2008), Spaniji (De Deus in sod.,
2007) in Avstraliji (Chandler in sod., 1999) so pri divjih prasic¢ih dokazali protitelesa ali
nukleinsko kislino HEV. Odstotek serolosko pozitivnih Zivali ali Zivali iz katerih je bila
izolirana HEV RNA je razlicen glede na geografsko podrocje. V razlicnih raziskavah je
seroloSko pozitivnih prasi¢ev od 17 do 42 %, HEV RNA pa so izolirali v 3-25 % vzorcev
(Meng, 2011).

Za razliko od raziskav narejenih pri domacih prasicih, kjer so RNA obi¢ajno izolirali pri
prasic¢ih starih od 3 do 5 mesecev, so bili divji prasici, pri katerih so izolirali RNA, stari od 4
do 24 mesecev. Podatki o virulenci HEV pri divjih prasi¢ih zaenkrat Se niso znani (Ruggeri in

sod., 2013).

Na Japonskem je bilo seroloSko pozitivnih 3 % Sika jelenjadi (Cervus nippon nippon)
(Matsuura in sod., 2007) in 35 % Yezo jelenjadi (Cervus nippon yesoensis) (Tomiyama in
sod., 2009), v Severni Mehiki 62,7 % preiskanih Belorepih jelenov (Odocoileus virginianus)
(Medrano in sod., 2012), ter na Nizozemskem 5 % preiskane jelenjadi in srnjadi (Rutjes in

sod., 2010).

Protitelesa proti HEV so potrdili tudi pri Stevilnih drugih zivalskih vrstah, med drugimi pri
mungih, ovcah, govedu, kuncih, podganah, mackah, psih, kozah, makakih ter pticah (Meng,
2011).
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Slika 4: Razporeditev HEV genotipov po svetu (povzeto po Ruggeri in sod., 2013)

Barve drzav oznacujejo predominantne seve HEV genotipov v drzavi pri ljudeh in zivalih (predvsem pri
prasicih).
Figure 4: Distribution of HEV genotypes worldwide (adapted from Ruggeri et al., 2013)

The colors used for each country represent the predominant HEV genotypes of human and animal isolates
(mostly pigs), respectively, from that country.

2.3.5 Prenos virusa hepatitisa E

V drzavah v razvoju se HEV prenasa predvsem z vodo, kontaminirano z virusom, saj se virus
v okolje izloCa z iztrebki okuZenih ljudi (Aggarwal in Naik, 2009). Na endemi¢no okuZenih
obmocjih zaradi hitrega Sirjenja z vodo in fekalno-oralnega prenosa, prihaja do obseznih
epidemij (Mushahwar, 2008). HEV se iz ¢loveka na Cloveka redko prenasa (Aggarwal in
Naik, 1994), prav tako je redek, vendar mozen prenos s krvjo (Mushahwar, 2008).

V preteklosti so okuzbe s HEV v razvitem svetu povezovali predvsem s potovanji v
endemi¢no okuzena obmocja, danes pa se povecuje Stevilo avtohtonih okuzb s HEV (Di
Bartolo in sod., 2012). Stevilne raziskave so potrdile prisotnost HEV v odpadnih in
povrsinskih vodah ter odplakah tudi v razvitih drzavah (Clemente-Casares in sod., 2003;
Ippagunta in sod., 2007). HEV lahko preko vode, v kateri je virus, kontaminira kmetijske
povrsine, kar posledicno lahko vodi v kontaminacijo rastlinske hrane za zivali in ljudi
(Kokkinos in sod., 2012). Poleg kontaminacije kmetijskih povrSin se HEV koncentrira v
Skoljkah s filtracijo vode, kontaminirane z virusom (Smith, 2001). Znani so tudi primeri

prenosa HEV preko ne dovolj termi¢no obdelanih mesnih izdelkov v Franciji (Colson in sod.,
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2010). Tveganje za okuzbo iz okolja je odvisno od stopnje kontaminacije, stabilnosti in

infekcijskega odmerka HEV (Van der Poel, 2014).

Prav tako predstavlja tveganje za okuzbo z virusom neposreden stik z zivalmi, najveckrat s
prasici. V Stevilnih raziskavah so testirali ljudi, ki so poklicno izpostavljeni stiku s prasici in
ljudi, ki s praSi¢i nimajo direktnega stika. Izkazalo se je, da imajo ljudje, ki Zivijo v tesnem
stiku s prasici vi§ji odstotek protiteles protit HEV (Meng, 2011). Poleg praSicev vir okuzbe za
Cloveka predstavlja tudi neposreden ali posreden stik z divjimi zivalmi in hiSnimi ljubljenci

(Yugo in Meng, 2013).

V razvitih drZzavah povezujejo okuzbe s HEV tudi z zauzitjem hrane, kontaminirane z
virusom. Vir okuzbe s hrano so najpogosteje prasi¢ja jetra in svinjina, kontaminirana z
virusom. V raziskavah na Japonskem (Yazaki in sod., 2003), Nizozemskem (Bouwknegt in
sod., 2007), v ZDA (Feagins in sod., 2007), Veliki Britaniji (Berto in sod., 2012), Italiji,
Spaniji in Ceski (Di Bartolo in sod., 2012) so testirali jetra ali meso domadega prasi¢a in
prisotnost HEV tudi potrdili (Bouwknegt in sod., 2009). Potrjeni so bili tudi sporadi¢ni
primeri HEV pri ljudeh, ki so jedli meso divjih praSi¢ev (Li in sod., 2005; Matsuda in sod.,
2003; Wichmann in sod., 2008) ter meso jelenjadi in srnjadi (Takahashi in sod., 2004;
Tomiyama in sod., 2009; Tei in sod., 2003). Vecje tveganje za okuzbo predstavlja uzivanje
surovega ali premalo kuhanega mesa (Van der Poel, 2014). Meso jelenjadi in srnjadi,

kontaminirano z virusom HEV, tako predstavlja vir okuzbe za ¢loveka (Tei in sod., 2003).

Domnevno tudi iztrebki okuZenih Zivali predstavljajo vir okuzbe za ljudi, druge divje ali

domace zivali, kadar ti kontaminirajo vodo, travo ali gozdno rastlinstvo (Mushahwar, 2008).

2.3.6 Diagnostika virusa hepatitisa E

Pri ljudeh so klini¢ni znaki okuzbe s HEV nespecifi¢ni in so podobni tistim, ki se pojavljajo
tudi pri ostalih akutnih jetrnih obolenjih, zato diagnostika okuzb s HEV temelji na
laboratorijskih testih. Za diagnostiko se, tako pri ljudeh, kot pri zivalih, uporabljata predvsem
ELISA in PCR (Meng, 2010). Za dokazovanje prasi¢jih sevov HEV so razviti specifi¢ni in
obcutljivi testi RT-PCR (Schlauder in sod., 1999) in testi RT-PCR v realnem Ccasu
(Jothikumar in sod., 2006).
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2.4 Divjad

Med divjad pristevamo vse prostozivece sesalce in ptice, ki jih lahko lovimo. Ne pristevamo
pa zascitenih vrst in zivali, katerih odstrel se izvaja v manjsih koli¢inah in le obCasno (Marolt,
2009). Po Uredbi o dolocitvi divjadi in lovnih dob spadajo med lovne vrste navadni jelen
(Cervus elaphus L.), damjak (Dama dama L.), sma (Capreolus capreolus L.), gams
(Rupicapra rupicapra L.), alpski kozorog (Capra hircus ibex L.), muflon (Ovis ammon (aries)
musimon Schraber.), divji praSi¢ (Sus scrofa L.), poljski zajec (Lepus europaeus Pallas),
alpski svizec (Marmota marmota L.), navadni polh (Glis glis L.), nutrija ali bobrovka
(Myocastor coypus Molina), pizmovka (Ondatra zibethica L.), lisica (Vulpes vulpes L.),
(Nyctereutes procyonoides Gray.), Sakal (Canis aureus L.), kuna zlatica (Martes martes L.),
kuna belica (Martes foina Erxleben.), jazbec (Meles meles L.), fazan (Phasianus colhicus L.),
raca mlakarica (Anas platyrhynchos L.), $oja (Garrulus glandarius L.), sraka (Pica pica L.) in

siva vrana (Corvus corone cornix L.) (Uredba o dolocitvi divjadi in lovnih dob).
2.4.1 Zivalske vrste zajete v raziskavo

2.4.1.1 Srnjad

Srnjad je v Sloveniji splo$no razsirjena vrsta divjadi, najdemo jo od gornje drevesne meje do
Pretezno se hrani s poganjki, z iglicami in s kmetijskimi rastlinami (KrZe, 2000). Letni odstrel

srnjadi je leta 2014 znaSal 33.219 Zivali (Statisti¢ni urad RS, 2016).

2.4.1.2 Jelenjad

Jelenjad je divjad prostranih gozdov in je izrazito pasna zival, ki se dolgo pase na posameznih
mestih. Pretezni del naravne hrane jelenjadi sestavljajo trave, zeliS€a, drevesni poganjki in
listje, pomembni so tudi plodovi razliénih vrst. V Sloveniji Zivi predvsem v jugovzhodnih
predelih, to je v Kocevskem, Notranjskem in Krimskem lovsko-gojitvenem obmocju
(Cvenkel, 1989). Letni odstrel jelenjadi je leta 2014 znaSal 5.816 zivali (Statisti¢ni urad RS,
2016).
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2.4.1.3 Gams

Gams je prebivalec gora in planin. Danes naseljuje tudi predele z nizjo nadmorsko viSino, vse
do 500 m. V hrani v poletnih mesecih prevladujejo planinske trave in zeli, v zimski hrani pa
se mocneje pojavljajo poganjki listavcev, grmicja in tudi iglavcev (Cvenkel, 1989). Letni

odstrel gamsa je leta 2014 znaSal 2.223 zivali (Statisticni urad RS, 2016).

2.4.1.4 Muflon

Muflon Zivi v tropih in je izrazito pasna divjad, ki se v manj$i meri hrani z objedanjem
poganjkov in listov grmov in drevja. V poletnem c¢asu se zadrzuje po sen¢nih predelih
obmocij s primernim kritjem, pozimi pa v predelih z najtanjSo ali pretrgano snezno odejo.
Pozimi je ob visokem snegu in srenu, ki muflona ovira pri gibanju in kopanju hrane izpod

snega, v celoti odvisen od hrane na krmis¢u (Cvenkel, 1989).

2.4.1.5 Divji prasic

Divjega prasica najdemo na celotnem ozemlju Slovenije. Najdemo ga v gozdnatih, mocvirnih,
ali kulturnih pokrajinah v blizini voda ali barja. Za divjega praSi¢a je znacilna prehranska
raznovrstnost, poleg rastlinske namre¢ potrebuje tudi ustrezen delez zivalske hrane (Krze,

1982). Letni odstrel je leta 2014 znaSal 9.703 zivali (Statisti¢ni urad RS, 2016).

2.4.2 Divjacina

Divja¢insko meso ali divjaina je meso divjadi, ki na podrofju gastronomije zavzema
pomembno mesto, v zadnjih letih pa je zaradi svojih lastnosti tudi vedno bolj iskana.
Divjacina vsebuje velik deleZ veCkrat nenasi¢enih mascobnih kislin, od tega Se posebno
omega-3 masCobne kisline. Poleg omega-3 mascobnih kislin, veljajo beljakovine
divjacinskega mesa za bioloSko visoko vredne beljakovine med Zivili nasploh. Prav tako pa
divjacina na splosno ne vsebuje veliko maScob. Zaradi svoje sestave divjacina velja za visoko

kakovosten vir prehrane (Erzar in sod., 2005).

Kljub pozitivnim lastnostim divjacina, zaradi uplenitve in ravnanja z uplenjeno divjadjo,
lahko predstavlja vir okuzbe za lovca. Kontaminirano meso po vstopu v prehransko verigo

predstavlja nevarnost tudi za §irsi krog ljudi (Vesel, 2015).
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2.5 Molekularne metode za dolo¢anje nukleinskih Kislin

2.5.1 Verizna reakcija s polimerazo

Prvi je verizno reakcijo s polimerazo (PCR) opisal Mullis leta 1986 (Mullis, 1990), ter leta
1993 zanjo prejel Nobelovo nagrado iz biokemije. PCR omogoca pomnoZitev dolocenega
odseka DNA do velikega Stevila kopij v kratkem ¢asu. Z metodo PCR dokazujemo viruse z in

vitro pomnoZevanjem zZeljenega odseka virusnega genoma.

2.5.1.1 Dokazovanje DNA

Za PCR reakcijo potrebujemo izolirano nukleinsko kislino, katere del Zelimo pomnoziti, dva
zaCetna oligo-nt, ki sta komplementarna taréni molekuli DNA in omejujeta odsek, ki ga
zelimo pomnoziti, meSanico deoksiribonukleotidtrifosfatov (dNTP), termostabilni encim ter
posebno prirejeni pufer, v katerem poteka reakcija. Za uspeSno izvedbo PCR reakcije
potrebujemo zelo natancen cikli¢ni termostat za natan¢no uravnavanje temperature med 4 °C
in 95 °C. Postopek pomnozevanja Zelenega odseka DNA je sestavljen iz treh stopenj, ki so

shematsko prikazane na sliki 5.
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Slika 5: Shematsko prikazan en cikel PCR reakcije (povzeto po Addgene, 2016)
Figure 5: One cycle of PCR reaction shown in a diagram (adapted from Addgene, 2016)

Metoda PCR je sestavljena iz 25—40 ponavljajocih se ciklov, v katerih prihaja do sinteze
novih molekul DNA. Po koncani PCR reakciji moramo koli¢ino nastalega PCR produkta
izmeriti. Najveckrat se uporablja metoda lo¢evanja delcev DNA po velikosti s pomocjo

elektroforeze v gelu (Poljak in sod., 1994).

2.5.1.2 Dokazovanje virusov RNA z metodo reverzne transkripcije in verizne reakcije s

polimerazo (RT-PCR)

Glavni predpogoj za uspesno dokazovanje virusov RNA z metodo RT-PCR je prepis virusne
RNA v komplementarno virusno DNA (cDNA, ang. complementary DNA) z encimom

reverzno transkriptazo. To stopnjo imenujemo reverzna transkripcija (RT).
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Dokazovanje virusov RNA z metodo PCR je zahtevnejSe kot dokazovanje virusov DNA, saj
je RNA zaradi svoje enoverizne oblike veliko bolj obcutljiva in manj stabilna kot molekula

DNA (Fraga in sod., 2008).

2.5.1.3 Metoda RT-PCR v realnem casu

Metoda RT-PCR v realnem casu predstavlja nadgradnjo klasicne metode RT-PCR. Pri tej
metodi nastale fluorescenéno oznatene PCR produkte spremljamo neposredno med
pomnoZzevanjem. Med pomnozevanjem izmerjena fluorescenca naras¢a eksponentno in je
sorazmerna koli€ini nastalih produktov. Izrisana krivulja podaja odvisnost jakosti
fluorescence v odvisnosti od Stevila ciklov, zaradi Cesar lahko nastale produkte, ob uporabi

ustreznih standardov, kvantificiramo (Mackay, 2004).

2.5.2 Dolo¢anje nukleotidnega zaporedja

Nukleotidno zaporedje molekul DNA doloc¢amo z metodo sekvenciranja. Nov nacin dolocanja
nukleotidnega zaporedja, s katerim so v enem dnevu analizirali okoli 30.000 baz, so v
sedemdesetih letih preteklega stoletja predstavili Sanger in sodelavei (1977). Sangerjeva,
klasicna metoda je Se vedno v uporabi, za izvedbo pa potrebujemo visoko koncentracijo
tarcne DNA, kar dosezemo z metodo PCR. Reakcija PCR se ob naklju¢ni vkljucitvi
fluorescentno oznacenega dideoksinukleotida v molekulo DNA ustavi. MeSanica razli¢no
dolgih verig DNA, ki so oznaCene z ustreznim fluoroforom, glede na kon¢ni nukleotid, je
kon¢ni produkt reakcije. Dolocitev nukleotidnega zaporedja je mogoca z loCevanjem

oznacenih verig s kapilarno elektroforezo in od¢itavanjem fluoroforov (Berlec in sod., 2010).

2.5.2.1 Sekvenciranje naslednje generacije (ang. next generation sequencing - NGS)

Tehnike doloCanja nukleotidnega zaporedja so v zadnji letth mocno napredovale in
omogocajo hitrejSe ter uspesSnejSe pridobivanje genetskih informacij. Termin NGS se
uporablja za tehnologijo, ki omogoci identifikacijo vseh zeljenih sekvenc RNA ali DNA v
enem postopku sekvenciranja. Postopek je sestavljen iz predpriprave vzorca, priprave
knjiznice, samega sekvenciranja z dodajanem dNTP in obdelavo podatkov z ustrezno
programsko opremo. Tehnologija se uporablja za taréno sekvenciranje vecih genov naenkrat,

sekvenciranje genomov, eksomov in transkriptomov. NGS se vse pogosteje uporablja v



21
S. Sturm: Spremljanje prisotnosti rotavirusov skupine A in virusa hepatitisa E pri divjadi v Sloveniji.
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2016. Raziskovalna naloga

klini¢ni mikrobiologiji in mikrobiologiji, onkologiji, farmacevtiki ter pri raziskovanju dednih

bolezni (ThermoFisher Scientific, 2016).

persons gencne macine

ion torrent
POM Ll{
®

Slika 6: Sekvenator naslednje generacije Ion Personal Genome Machine (povzeto po ThermoFisher Scientific)

Figure 6: Ton Personal Genome Machine (PGM) sequencer (adapted from ThermoFisher Scientific)

Sekvenator naslednje generacije PGM proizvajalca ThermoFisher Scientific (Waltham, MA,
ZDA) deluje na osnovi polprevodniske tehnologije preto¢nih pH metrov. Za sekvenciranje
naslednje generacije s sekvenatorjem PGM potrebujemo predpripravljen vzorec, ki je
izolirana nukleinska kislina DNA oziroma cDNA (RNA, ki smo jo prepisali z metodo
reverzne transkripcije), katero razrezemo na priblizno 200 bp dolge fragmente. Sledi priprava
knjiznice NGS. Fragmente DNA povezemo s specificnimi sekvencnimi adapterji, jih
pritrdimo na povr§ino posebnih mikro ali nano kroglic (ang. Ion Sphere Particles) in jih
klonsko pomnozimo z emulzijskim PCR. Vse skupaj prelijemo preko mikro ali nano

reaktorskih posodic na silicijevi rezini (»¢ipu«) (ThermoFisher Scientific, 2016).
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Slika 7: Polprevodni Cip (povzeto po Singer, 2010)
Figure 7: Semiconductor chip (adapted from Singer, 2010)

V reaktorskih posodicah na ¢ipu poteka reakcija pomnoZevanja. Vsakic, ko polimeraza DNA
tvori fosfodiestersko vez in vgradi nov komplementaren nukleotid, se s 3'-hidroksilne skupine
sprosti H+ proton, ki generira spremembo pH vrednosti, ki v polprevodnisSki plasti Cipa
inducira spremembo napetosti in s tem neposredno pretvarja kemicno informacijo v digitalne
signale. Hitrost kemijske reakcije potece izredno hitro, posledica pa je izredno hitro

sekvenciranje (ThermoFisher Scientific, 2016).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Vzorcenje

Za spremljanje prisotnosti rotavirusov skupine A in virusa hepatitisa E pri divjadi v Sloveniji
smo v obdobju od julija 2014 do novembra 2015 skupno zbrali 117 vzorcev Crevesne vsebine
divjadi iz 6 lovskih druZin. V raziskavo smo vkljuili 5 vrst redno odstreljene divjadi. Odvzeli
smo 71 vzorcev srnjadi (Capreolus capreolus), 28 vzorcev divjih praSi¢ev (Sus scrofa), 10
vzorcev gamsa (Rupicapra rupicapra), 7 vzorcev jelenjadi (Cervus elaphus) in 1 vzorec

muflona (Ovis orientalis musimon).

Loveci iz lovskih druzin gkoﬁa Loka, Krvavec, Smarna Gora, Ljubno, Polhov Gradec in Laze
so odvzeli del ¢revesa s ¢revesno vsebino in ga poslali na Veterinarsko fakulteto na Institut za

varno hrano, krmo in okolje. Vzorci so bili do uporabe shranjeni v zamrzovalniku na -70 °C.

3.2 Priprava vzorcev

Vsak vzorec smo najprej odmrznili, ga prenesli v sterilno vre¢ko in z medijem RPMI 1640
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) pripravili 10-% suspenzijo. Suspenzijo smo
nato homogenizirali in centrifugirali 10 minut na 1000 g. Po centrifugiranju smo supernatant

shranili na —70 °C za nadaljnjo analizo.

3.3 Izolacija RNA

Za celokupno izolacijo RNA smo uporabili komplet kemikalij QIAamp viral RNA mini kit
(Qiagen, Nemcija) in postopek izvedli po navodilih proizvajalca. RNA smo izolirali iz 140 pl

supernatanta in jo eluirali v 60 pl elucijskega pufra AVE, ki je prilozen kompletu.
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3.4 Rotavirus skupine A

3.4.1 Dokaz nukleinske Kisline RVA z molekularnimi metodami

3.4.1.1 Dokaz nukleinske kisline RVA z metodo reverzne transkripcije in verizne reakcije s

polimerazo (RT-PCR)

RT-PCR smo izvajali s kompletom kemikalij One-Step RT-PCR kit (Qiagen, Nemcija).
Reakcijska meSanica je vsebovala reagente v razmerjih, kot jih predpisuje proizvajalec.
Reakcijska meSanica s kon¢nim reakcijskim volumnom 25 pl je vsebovala: 2 ul RNA, 14 pl
vode, ki ne vsebuje DNaz in RNaz, 5 ul 5x reakcijskega pufra, 1 pl 10 mM mesSanice dNTP, 1
pl S9-as in S9-cs specifiénih zacetnih oligo-nt (20 pmol/pl) in 1 pl RT-PCR encimske
mesSanice. Temperaturni potek pomnozevanja v termopomnozevalniku T3 (Biometra,
Nemcija) je potekal z zacetno reverzno transkripcijo pri 50 °C 30 min, sledila je 15-minutna
denaturacija pri 94 °C. V nadaljnjih 40 temperaturnih ciklih je 30 s dolgi denaturaciji na 94
°C sledilo 30 s dolgo prileganje zacetnih oligo-nt pri temperaturi 55 °C in 1 min dolgo
podaljSevanje verige pri 72 °C. RT-PCR se je =zaklju¢il z 10-minutnim kon¢nim
pomnoZevanjem pri 72 °C. Temu je sledilo ohlajanje reakcije na 4 °C. PomnoZzene produkte
PCR smo doloc¢ili z agarozno gelsko elektroforezo v 1,8-odstotnem agaroznem gelu po
obarvanju z etidijevim bromidom pod UV-svetlobo na podlagi primerjave velikosti produkta
pozitivne kontrole in s primerjavo na standardno 100 bp veliko bazno lestvico DNA
(Fermentas, Litva). Za pozitivno kontrolo smo izbrali sev RVA, kateremu smo predhodno
dolo¢ili nukleotidno zaporedje. Specificnost pomnoZevanja smo potrdili na podlagi dolocCitve
nukleotidnega zaporedja. Za negativno kontrolo v testu smo namesto RNA vzorca uporabljali

vodo, ki ne vsebuje DNaz in RNaz.

Tabela 3: Ime in nukleotidno zaporedje zacetnih oligo-nt, regija pomnozevanja in velikost pomnozenega
produkta (bp)

Table 3: The name and nucleotide sequence of the initial oligo-nt, region of amplification and size of the
amplified product (bp)

. . . . s Ay .. velikost
ime nukleotidno zaporedje v smeri 5°-3 regija produkta (bp) referenca
S9-as ACTTGCCACCAYYTYTTCCAATT Schumann in sod., 2009
VP7 403 i
S9-cs | ATGAATGGTTATGYAAYCCDATGGA Mac}’“";"osi‘: in sod.,
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3.4.1.2 Dokaz nukleinske kisline RVA z metodo reverzne transkripcije in verizne reakcije s

polimerazo v realnem casu

Teste RT-PCR v realnem cCasu smo izvajali na aparaturi MX3005P (Stratagene, ZDA).
Konc¢ni volumen reakcijske zmesi nasega testa RT-PCR v realnem Casu s sondo TagMan je
bil 25 ul in je vseboval: 4,75 ul vode, ki ne vsebuje DNaz in RNaz, 12,5 ul 2x reakcijske
mesanice, 0,5 ul 50 mM MgSO04, 0,5 ul ROX (1:10), 1 pl meSanice vseh sedmih zacetnih
oligo-nt (20 pmol/ul), 0,25 ul sonde VP2-P (5 nM), 0,5 ul meSanice encimov SSIII RT-Plat
Taq Mix in 4 pl vzorca RNA.

Temperaturni pogoji, pod katerimi je potekala reakcija, so obsegali reverzno transkripcijo 15
min pri 50 °C in denaturacijo 2 min pri 95 °C. Sledilo je 45 ciklov 15-sekundne denaturacije

pri 95 °C in 1 min pomnoZevanja pri 60 °C.

Tabela 4: Ime in nukleotidno zaporedje zacetnih oligo-nt in MGB sonde, njihovo mesto v genomu in referencni
genom

Table 4: The name and nucleotide sequences of the oligo-nt and MGB probes, their position in the genome and
reference genome

. nukleotidno zaporedje v smeri MEsto v referencni
ime ' ot genomu referenca
5'-3 genom
(bp)
TCTGCAGACAGTTGAACC
VP2Fl | f rraA 2627-2652 | AB02276
CAGACACGGTTGAACCC
pozitivio Vp2F2 | s 2626-2646 | X14942
usmerjeni TCGGCTGATACAGTAGAA
Jadetni VP2F | VP2F3 | (O ATAAATG 2591-2618 | AY740740
oligo-nt TGTCAGCTGATACAGTAG
VP2F4 | CCTATAAATG 2586-2615 | AY 787652
TCAGCTGACACAGTAGA DQ005124 in
VP2-FS | A CCTATAAATG 2591-2618 DQ490552 Gutiérrez-
2645-2667 | AY740740 Aguirre in
negativno Vp2-R1 g’;gg’?CGTTTACAGTTCG 2675-2697 | X14942 sod., 2008
usmerjeni 2681-2703 | AB02276
zaletni VP2-R DQO005124 in
oligo-nt Vp2-R2 g:gSSCGTCTACAATTCG 2645-2667 | | Q490552
2642-2664 | AY787652
DQ005124 in
MGB 6-FAM- 2622-2643 DQ490552
d Vp2-P ATGCGCATRTTRTCAAAH | 2619-2640 | AY78765
sonda GCAA-MGB 2652-2673 | X14942
2658-2679 | AB02276
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3.4.2 Dolocitev nukleotidnega zaporedja pozitivnega vzorca RVA D38/14 z metodo

sekvenciranja naslednje generacije

3.4.2.1 Metoda NGS

Knjiznico RNA smo pripravili s kompletom Ion Total RNA Sequencing Kit v2 (Thermo
Fisher Scientific — Ion Torrent, Carlsbad, CA, ZDA) v skladu z navodili proizvajalca
(protocol 4476286, revision D), z izjemo, da smo uporabili kraj$i Cas fragmentacije (1
minuto). Emulzijski PCR in obogatitev smo opravili s kompletom lon PGM™ Template OT2
200 Kit (Thermo Fisher Scientific — Ion Torrent, Carlsbad, CA, ZDA) v skladu z navodili
proizvajalca (MANO0007221, revision A.0), z izjemo, da smo za sekvenciranje uporabili
koncentracijo knjiznice 10 pM. Koncentracijo in kvaliteto knjiznice NGS smo dolocali s
kapilarno elektroforezo LabChip GX (Perkin Elmer, ZDA). Tako pripravljeno knjiznico smo
sekvencirali s tehnologijo Ion Torrent na platformi Ion PGM (Thermo Fisher Scientific,

ZDA). Odcitke smo uredili s programom Ion Torrent Suite v5.0.2.

3.4.3 Analiza odc¢itkov NGS

Glede na kratko nukleotidno zaporedje VP7 smo v podatkovni zbirki GenBank izbrali
referenni genom PA169 (Stevilka vnosa EF554126-EF554136). S prileganjem odc¢itkov na
referen¢ni genom smo sestavili konsezusno zaporedje virusnega genoma in pri tem uporabili
program Geneious (Biomatters Limited). Konsenzusno zaporedje smo tudi rocno pregledali. S
programom BLAST smo posamezne odseke genoma primerjali z najbolj podobnimi sevi iz
genske banke GenBank. Genotip virusa smo dolo¢ili na podlagi polimorfizmov in primerjave

insercij/delecij ter priporocil za klasifikacijo rotavirusov RCWG.

3.4.4 Filogenetska analiza odsekov VP4 in VP7

Razporeditev nukleotidov odsekov VP4 in VP7 ter primerjalne analize nukleotidnih zaporedjij
smo izvedli s programom ClustalW, ki je del programa MEGA 6.06 (Tamura in sod., 2013).
Iz njih smo na podlagi Kimurovega dvoparametricnega evolucijskega modela (Kimura, 1980)
dolocili genetske razlike (ang. divergence). Filogenetska drevesa smo izdelali z metodo
najvecje verjetnosti (ang. Maximum Likelihood) (Saitou in Nei, 1987), ki je del programa

MEGAG6.06. Z metodo samovzorCenja (ang. bootstrapping) smo ocenili zanesljivost
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filogenetskih dreves in vrednosti statisticne podpore posameznih cepitev vpisali na vozlisca
dreves, na katerih prikazujejo odstotek ponovljivosti posameznega vozlis¢a pri 1000

samovzorcenjih.

3.5 Virus hepatitisa E

3.5.1 Dokaz nukleinske Kisline HEV z molekularnimi metodami

3.5.1.1 Dokaz nukleinske kisline HEV z metodo RT-PCR

Reakcijska meSanica je vsebovala reagente v koli¢inah, kot jih predpisuje proizvajalec.
Reakcijska mesanica s kon¢nim reakcijskim volumnom 25 pl je vsebovala: 2 ul RNA, 14 ul
vode, ki ne vsebuje DNaz in RNaz, 5 ul 5x reakcijskega pufra, 1 pl 10 mM meSanice dNTP, 1
pl ORF1-S1 in ORF1-al specifiénih zacetnih oligo-nt (20 pmol/pl) in 1 pul RT-PCR encimske
mesSanice. Temperaturni potek pomnozevanja v termopomnozevalniku T3 (Biometra,
Nemcija) je potekal z zacetno reverzno transkripcijo pri 50 °C 30 min, sledila je 15-minutna
denaturacija pri 94 °C. V nadaljnjih 40 temperaturnih ciklih je 30 s dolgi denaturaciji na 94
°C sledilo 30 s dolgo prileganje zacetnih oligo-nt pri temperaturi 55 °C in 1 min dolgo
podaljSevanje verige pri 72 °C. RT-PCR se je =zaklju¢il z 10-minutnim kon¢nim
pomnoZevanjem pri 72 °C. Temu je sledilo ohlajanje reakcije na 4 °C. PomnoZzene produkte
PCR smo doloc¢ili z agarozno gelsko elektroforezo v 1,8-odstotnem agaroznem gelu po
obarvanju z etidijevim bromidom pod UV-svetlobo na podlagi primerjave velikosti produkta
pozitivne kontrole in s primerjavo na standardno 100 bp veliko bazno lestvico DNA
(Fermentas, Litva). Za pozitivno kontrolo smo izbrali sev HEV, kateremu smo predhodno
dolocili nukleotidno zaporedje. Za negativno kontrolo v testu smo namesto RNA vzorca

uporabljali vodo, ki ne vsebuje DNaz in RNaz.
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Tabela 5: Ime in nukleotidno zaporedje zaCetnih oligo-nt, regija pomnozevanja in velikost pomnozenega
produkta (bp)

Table 5: The name and nucloetide sequence of the initial oligo-nt, region of amplification and size of the
amplified product (bp)

ORF1-sl CTGGCATYACTACTGCYATTGAGC .
Schlauder in

ORFI 418 sod., 1999

ORF1-al CCATCRARRCAGTAAGTGCGGTC

3.5.1.2 Dokaz nukleinske kisline HEV z metodo RT-PCR v realnem casu

Teste RT-PCR v realnem cCasu smo izvajali na aparaturi MX3005P (Stratagene, ZDA).
Konc¢ni volumen reakcijske zmesi nasega testa RT-PCR v realnem Casu s sondo TagMan je
bil 25 pl in je vseboval: 5 pl vode, ki ne vsebuje DNaz in RNaz, 12,5 ul 2x reakcijske
mesanice, 0,5 ul 50 mM MgSO4, 0,5 ul ROX (1:10), 0,75 pl vsakega zacCetnega oligo-nt
JVHEV-F/R (20 nM), 0,5 pl sonde JVHEV-P (5 nM), 0,5 pl meSanice encimov SSIII RT-Plat
Taq Mix in 4 pl vzorca RNA.

Temperaturni pogoji, pod katerimi je potekala reakcija, so obsegali reverzno transkripcijo 15
min pri 50 °C in denaturacijo 10 min pri 95 °C. Sledilo je 45 ciklov 15-sekundne denaturacije

pri 95 °C in 1 min pomnoZevanja pri 55 °C.

Tabela 6: Ime in nukleotidno zaporedje zacetnih oligo-nt in sonde, regija, mesto v genomu in referen¢ni genom

Table 6: The name and nucleotide sequence of the initial oligo-nt, probes, region, location in the genome and the
reference genome

pozitivno
USRENEN | JVHEV-F | GGTGGTTTCTGGGGTGAC
zaCetni
oligo-nt
negativno Jothikumar
usmerjeni AGGGGTTGGTTGGATGA | ORF3 | 5261-5330 M73218 | insod.,
.S JVHEV-R
zadetni A 2006
oligo-nt
6-FAM-
sonda JVHEV-P | TGATTCTCAGCCCTTCGC-
BMQ
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4 REZULTATI

4.1 Vzorcenje

V raziskavi smo na prisotnost virusa hepatitisa E in rotavirusov skupine A testirali 117
vzorcev petih vrst divjadi: 71 vzorcev srnjadi (Capreolus capreolus), 28 vzorcev divjih svinj
(Sus scrofa), 10 vzorcev gamsov (Rupicapra rupicapra), 7 vzorcev jelenjadi (Cervus elaphus)

in 1 vzorec muflona (Ovis orientalis musimon).

Delez vzorcev posamezne zZivalske
vrste

1%

M srnjad

H jelenjad

M divji prasic¢
o gams

L muflon

Slika 8: Delez vzorcev posamezne vrste divjadi

Figure 8: A proportion of samples of each game species
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Slika 9: Geografsko podro¢je lovskih upravljavskih obmocij vkljucenih v raziskavo

Figure 9: Geographical area of hunting managed areas included in the survey

Raziskava je potekala v obdobju med julijem 2014 in novembrom 2015. Vzor¢enje so opravili
lovei iz lovskih druzin gkofja Loka, Krvavec, Smarna Gora, Ljubno, Polhov Gradec in Laze.
Geografsko podroc¢je lovskih upravljavskih obmocij, v katere spadajo lovske druzine je

prikazano na sliki 9.

Tabela 7: Stevilo vzorcev glede na lovsko druzino in lovsko upravljavsko obmogje

Table 7: The number of samples depending on the hunting family and huntig managed areas

Skofja Loka 56
Krvavec 18 .
Smarna Gora 6 Gorenjsko 84
Polhov Gradec 4
Ljubno 25 Kamni$ko Savinjsko 25
Laze 8 Zasavsko 8
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4.2 Rotavirus skupine A

4.2.1 Dokaz nukleinske Kisline RVA z molekularnimi metodami

Vzorce smo na prisotnost RVA RNA testirali z dvema molekularnima metodama, RT-PCR in

RT-PCR v realnem ¢asu.

Tabela 8: Rezultati prisotnosti RVA RNA z metodo RT-PCR in metodo RT-PCR v realnem ¢asu (n=117)
Table 8: RT-PCR and real-time RT-PCR results for the presence of RV RNA (n=117)

RT-PCR (pozitivni/vsi) RT-PCR v realnem ¢asu (pozitivni/vsi)
divji prasic 0/28 0/28
srnjad 2/71 2/71
jelenjad 0/7 0/7
gams 0/10 0/10
muflon 0/1 0/1

RVA RNA smo z metodo RT-PCR in z metodo RT-PCR v realnem casu dokazali v dveh
vzorcih, v vzorcu Stevilka D38/14 in vzorcu Stevilka D110/15. Vzorec D38/14 je bil odvzet
23. septembra 2014 pri Svetem Ozbaltu na obmoéju Lovske druzine Skofja Loka, na
podro¢ju, kjer v blizini ni pasnikov ali kmetij. Vzorec D38/14 pripada srni stari 5 mesecev,
primerne kondicije in brez klinicnih znakov. Vzorec D110/15 pa je bil odvzet 25. septembra

2015, na obmo¢ju lovske druzine Krvavec ter prav tako pripada srni.
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m Stevilo pozitivnih vzorcev

m Stevilo negativnih vzorcev

I - a

DIVJI PRASIC GAMS JELENJAD MUFLON SRNJAD

Slika 10: Rezultati prisotnosti RVA RNA (n=117)
Figure 10: The results for the presence of RV RNA (n=117)

Fluoresoence (dR)

Slika 11: Krivulja intenzitete fluorescence v odvisnosti od $tevila ciklov pri RT-PCR v realnem ¢asu za pozitivni
vzorec D38/14 (modra krivulja), pozitivno kontrolo (rdec¢a krivulja) in negativno kontrolo (zelena krivulja)

Figure 11: The curve of fluorescence intensity in correlation with the number of cycles for positive sample

D38/14 (blue curve), positive control (red curve) and a negative control (green curve) in real time RT-PCR
reaction
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Fluorescence (dR)

Slika 12: Krivulja intenzitete fluorescence v odvisnosti od $tevila ciklov pri RT-PCR v realnem ¢asu za pozitivni
vzorec D110/15 (modra krivulja), pozitivno kontrolo (rde¢a krivulja) in negativno kontrolo (zelena krivulja)

Figure 12: The curve of fluorescence intensity in correlation with the number of cycles for positive sample
D110/14 (blue curve), positive control (red curve) and a negative control (green curve) in real time RT-PCR
reaction

4.2.2 Analiza z metodo NGS in dolocitev celotnega virusnega genoma D38/14

Celotni genom seva PA169 smo uporabili kot referenco za izdelavo celotnega genoma RVA
seva D38/14. 3.662 odcitkov smo poravnali z referen¢no sekvenco z 18.488 nt, s povprecno
globino prekrivanja 22,9. NajmanjSe prekrivanje je vkljucevalo 300-400 nt dolgo regijo
odseka VP4, kjer ni bilo od¢itkov, ki bi jih lahko poravnali.

Konsenzusno zaporedje odseka VP4 smo primerjali z drugimi RVA zaporedji v podatkovni
zbirki GenBank, s programom BLAST. Ugotovili smo, da odsek VP4 pripada genotipu P[15].
Pripravili smo nov referen¢ni genom, in sicer smo sevu PA169 odsek VP4 zamenjali s
odsekom genotipa P[15]. Izdelavo celotnega genoma seva D38/14 smo ponovili s prileganjem
odcitkov na nov referen¢ni genom. Na nov referencni genom smo poravnali 3.781 od¢itkov s

povprecno globino prekrivanja 23,2 po celotni dolzini referen¢nega genoma.

Ugotovili smo, da je celotna sestava rotavirusnega genotipa seva D38/14, G6-P[15]-12-R2-
C2-M2-A3-N2-T6-E2-H3 in je prva opisana taka kombinacija na svetu.
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Nukleotidno zaporedje vseh 11 odsekov genoma smo poslali v podatkovno zbirko GenBank,
kjer so jim dodelili Stevilko vnosa (ang. accession number): KU708256 (VP7), KU708257
(VP4), KU708258 (VP6), KU708259 (VPIl), KU708260 (VP2), KU708261 (VP3),
KU708262 (NSP1), KU708263 (NSP2), KU708264 (NSP3), KU708265 (NSP4) in
KU708266 (NSP5 in NSP6).

Iz analize celotnega genoma in karakteristik predstavljenih v tabeli 10 je razvidno, da sev
D38/14 pripada sestavi genoma DS-1, ugotovljenem pri govedu, ovcah, kozah in drugih
kopitarjih. Sevu D38/14 so najbolj sorodni zivalski ali zoonotski G6 sevi odkriti pri ljudeh.
Nukleotidno zaporedje nasega seva se z genomom G6 ujema v 95 % - 99 %, razen odsek

VP4, kjer je ujemanje nukleotidnega zaporedja le 89,7-%.



35

v

S. Sturm: Spremljanje prisotnosti rotavirusov skupine A in virusa hepatitisa E pri divjadi v Sloveniji.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2016. Raziskovalna naloga

Tabela 9: Genotipska razporeditev genoma in celotno nukleotidno zaporedje: primerjava z reprezentativnimi sevi

iz genske banke

Table 9: Genome genotype constellation and whole genome nucleotide sequence: comparison with those of the

representative strains from GenBank
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4.2.3 Dolocanje nukleotidnega zaporedja RVA v regiji VP4

Iz primerjalnih analiz nukleotidnih zaporedij odsekov VP4 smo med posameznimi zaporedji
dolocili genetske razlike in izdelali filogenetska drevesa. Drevesa smo v odseku VP4 izdelali

z metodo najvecje verjetnosti.

Filogenetsko analizo nukleotidnih zaporedij odseka VP4 smo izvedli na 30 nukleotidnih

zaporedjih, pridobljenih iz genske banke in naSem sevu D38/14.

Po primerjalni analizi smo ugotovili, da ima najbolj soroden sev v genski banki le 90-%
nukleotidno identi¢nost z VP4 D38/14. Nizko ujemanje seva D38/14 z ostalimi sevi P[15] je
potrdila tudi filogenetska analiza. Nukleotidno zaporedje VP4 seva D38/14 je najbolj sorodno
ov¢jemu-kozjemu sevu G10P[15] iz Kitajske. Ujemanje teh dveh sevov je od 89,3-% do 89,6-
%. Visoka vrednost samovzorcenja potrjuje, da sev D38/14 ni uvrs¢en med seve G10P[15],

ampak tvori svojo vejo v filogenetskem drevesu (slika 13).
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Slika 13: Filogenetsko drevo odseka VP4

Filogenetsko drevo nukleotidnih zaporedij odseka VP4 z P[8], P[11], P[14] in P[15] skupinami genotipov in sev
D38/14 (oznacen z rde¢im krogom) znotraj genotipa P[15]. Vrednosti pod 50 niso prikazane. Hu — humani; Bo —
bovini; Ov — ov¢ji; Cap — kozji

Figure 13: The VP4 phylogenetic tree

The VP4 phylogenetic tree with P[8], P[11], P[14] and P[15] genotype groups and strain D38/14 (marked with a
red circle) within the P[15] genotype. Bootstrap values below 50 are not shown. Hu — human; Bo — bovine; Ov —
ovine; Cap — caprine
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4.2.4 Dolocanje nukleotidnega zaporedja RVA v regiji VP7

Iz primerjalnih analiz nukleotidnih zaporedij odsekov VP7 smo med posameznimi zaporedji
dolocili genetske razlike in izdelali filogenetsko drevo. Drevo smo v odseku VP7 izdelali z
metodo najvecje verjetnosti. Filogenetsko analizo nukleotidnih zaporedij odseka VP7 smo
izvedli na 36 nukleotidnih zaporedjih, pridobljenih iz genske banke in nasem sevu D38/14.
Filogenetsko drevo odseka VP7 ima Sest vej z nukleotidnimi razlikami znotraj vej od 88,6 %

do 100 % in z nukleotidnimi razlikami med vejami od 77,8 % do 88,5 %.

Nukleotidno zaporedje odseka VP7 seva D38/14 se v filogeneskem drevesu nahaja znotraj
veje, kamor uvrS¢amo tudi nekatere humane zoonotske seve G6. Ujemanje seva D38/14 in
zoonotskih humanih sevov G6-II je od 94,5 % do 99 % in od 78,5 % do 86,7 % z ostalimi
sevi G6 (slika 14).

Sev D38/14 je bil uvrs¢en v skupino A rotavirusov genotipa G6, ki je najbolj soroden

Cloveskemu sevu PA169, ki izvira iz goveda in ima genotipsko kombinacijo G6P[14].
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Slika 14: Filogenetsko drevo odseka VP7

Filogenetsko drevo nukleotidnih zaporedij odseka VP7 z vejami genotipov G6-1 do G6-VI. Vrednosti pod 50
niso prikazane. Sev D38/14 je oznacen z rde¢im krogom. Hu — humani; Bo — bovini; Ant — antilopji; Po —

Sy

Figure 14: The VP7 phylogenetic tree

G6-1

GG6-I1I

G6-V

G6-1V

G6-11

The VP7 phylogenetic tree with G6 genotype lineage assignments G6-I to G6-VI. Bootstrap values below 50 are

not shown. The roe deer strain D38/14 is marked (red circle). Hu — human; Bo — bovine; Ant — antelope; Po —

porcine; Buf — Buffalo
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4.3 Virus hepatitisa E

4.3.1 Dokaz nukleinske kisline HEV z molekularnimi metodami

Vzorce smo na prisotnost HEV testirali z dvema molekularnima metodama, RT-PCR in RT-

PCR v realnem casu.

Tabela 10: Rezultati prisotnosti HEV RNA z metodo RT-PCR in metodo RT-PCR v realnem ¢asu (n=117)
Table 10: RT-PCR and real-time RT-PCR results for the presence of HEV RNA (n=117)

divji prasi¢ 0/28 0/28
srnjad 0/71 0/71
jelenjad 0/7 0/7
gams 0/10 0/10
muflon 0/1 0/1

Fluorescence (dR)

Slika 15: Krivulja intenzitete fluorescence v odvisnosti od $tevila ciklov pri RT-PCR v realnem ¢asu za
negativne vzorce testirane na HEV in pozitivno kontrolo (zelena krivulja)

Figure 15: The curve of fluorescence intensity in correlation with the number of cycles for positive control
(green curve) and for negative samples in real time RT-PCR reaction
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5 RAZPRAVA

V nas$i raziskavi smo se pri spremljanju prisotnosti virusov osredotocili predvsem na dva
povzrocitelja crevesnih nalezljivih bolezni, to so virus hepatitisa E (HEV) in rotavirusi
skupine A (RVA). HEV in RVA lahko povzrocita izbruhe bolezni ali sporadi¢ne primere
bolezni pri ljudeh (Machnowska, 2014). Oba se lahko prenasata iz Zivali na ljudi (Steyer,
2007; Pavio in sod., 2010). Prenos iz divjih zivali na ljudi predstavlja za institucije, ki se
ukvarjajo z zdravstvenim varstvom ljudi nov izziv, saj se uzivanje divjacine ves ¢as povecuje
(Erzar in sod., 2005), prav tako pa so se divje zivali prilagodile bivanju v blizini ljudi (KrZze,
1982 in 2000), s ¢imer se povecuje moznost virusne kontaminacije pasnih in poljedelskih

povrsin.

Z razvojem hitrejsih, zanesljivejSih in specificnih molekularnih metod je dolocanje in analiza
virusov lazja, poleg tega na podlagi ugotovitev lahko dolo¢imo poti Sirjenja virusnih okuzb.
Tako pridobimo veliko informacij, ki bi nam v prihodnosti lahko pomagale pri zagotavljanju

primernih preventivnih ukrepov in zmanjSevanju stroSkov zdravljenja bolezni.

Z raziskavo smo doloc€ili pogostost okuzbe divjih zivali s HEV in RVA, testiranih na
nekaterih geografskih podrocjih v Sloveniji. V ta namen smo uporabili molekularni metodi
RT-PCR in RT-PCR v realnem c¢asu. Prisotnost RVA RNA smo dokazali v dveh vzorcih,
D38/14 in DI110/15. Enemu izmed dveh pozitivnih vzorcev smo dolocili nukleotidno
zaporedje in mu z uporabo filogenetskih orodij dolocili celotno nukleotidno zaporedje

genoma.

5.1 Rotavirus skupine A

Pogostost RVA je nizka, saj smo virus dokazali le pri dveh od 71 vzorcev srnjadi (2,8 %),
oziroma pri 1,7 % vseh vzorcev. V splosnem velja, da je pojavnost rotavirusov najvisja pri
mladih zivalih Stevilnih zivalskih vrst (Estes in Kapikian, 2007) in da je za rotavirusne okuzbe
znacilno sezonsko pojavljanje. Najve¢ okuzb se v zmernem podnebnem pasu zgodi pozimi
(Znuderl, 2010). Nizko $tevilo pozitivnih vzorcev v raziskavi je zato lahko posledica

vzor¢enja v vseh starostnih skupinah oziroma naklju¢nega vzorcenja preko celega leta.
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V vzorcih smo prisotnost rotavirusov dokazali z metodo RT-PCR v realnem casu, s katero
dokazujemo S$irok spekter sevov rotavirusov iz vzorcev ljudi in Stevilnih Zivalskih vrst.
Metodo so razvili Gutiérrez-Aguirre in sodelavci (2008) in pomnoZuje gen za strukturni
protein VP2, ki je eden izmed najbolj ohranjenih genov RVA. Izbrana metoda je bila za nasSo

raziskavo primerna, saj smo pricakovali RVA genotip C2, ki ga izbrana metoda tudi doloca.

V raziskavi smo z metodo NGS prvi na svetu dokazali in dolo¢ili celoten genom rotavirusa
pri srni. Rezultate raziskave smo tudi objavili v mednarodni reviji s faktorjem wvpliva
(Jamnikar Ciglenecki in sod., 2016). Sev D38/14 smo uvrstili v skupino A rotavirusov. Poleg
tega smo ugotovili in prvi na svetu opisali genotipsko kombinacijo G6P[15], kamor spada
rotavirus skupine A D38/14 (Jamnikar Ciglenecki in sod., 2016). Sev D38/14 predstavlja
tipi¢no sestavo genoma DS-1, z izjemo odseka VP4 (G6-P[15]-12-R2-C2-M2-A3-N2-T6-E2-
H3), ki je bila v preteklosti Ze opisana pri razli€nih Zivalskih vrstah, tudi pri govedu in drugih
prezvekovalcih (Matthijnssens in sod., 2009a). Odsek VP4 naSega seva pripada genotipu
P[15], kljub temu pa se v 89,7 % razlikuje od drugih genotipov P[15], opisanih pri ovcah in
pri kozi (G10P[15]) na Kitajskem (Chen et al., 2009; Shen et al., 1993). Prav zato obstaja zelo
majhna verjetnost, da bi sev D38/14 izviral iz ov¢jega-kozjega seva G10P[15]. Trenutno Se ne
moremo potrditi ali je v primeru seva D38/14 prislo do rekombinacije med G10P[15] in

drugimi G6 sevi, saj so za to potrebne dodatne analize.

Filogenetsko drevo odseka VP7 ima Sest vej z nukleotidnimi razlikami znotraj vej od 88,6 %
do 100 % in z nukleotidnimi razlikami med vejami od 77,8 % do 88,5 %. Rotavirusni sevi
skupine A G6P[5] in G6P[1] najdeni pri govedu, vecinoma spadajo v skupino G6-1V, medtem
ko spadajo goveji G6P[11] v skupino G6-V in G6-III. Predstavniki zoonotske skupine G6-1 so
vecinoma sevi G6P[9], ki so jih dokazali pri ljudeh. Podoben zoonotski potencial predstavlja
tudi skupina G6-II, kamor spadajo rotavirusni sevi skupine A G6P[14]. Ker spada tudi sev
D38/14, ki smo ga nasli pri srni, v skupino G6-II zanj predvidevamo, da ima zoonotski

potencial (Jamnikar Ciglenecki in sod., 2016).

Z razvojem molekularne diagnostike dokazovanja virusov ves €as prihaja tudi do odkrivanja
novih genotipov rotavirusov. Veliko raznolikost rotavirusnih genotipov lahko pripiSemo
prerazporejanju genoma med ¢loveSkimi in Zivalskimi rotavirusi (Steyer, 2007). Prav tako se

rotavirusi v velikih koli€¢inah izlocajo z iztrebki okuZenih Zivali, infektivna doza je nizka, v
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okolju pa so zelo obstojni. Ti dejavniki omogocajo direkten ali indirekten prenos rotavirusov
iz divjih ali domacih zivali na ljudi (Greening, 2006). V sploSnem velja, da so rotavirusi
prisotni pri divjih preZzvekovalcih (Ghosh in Kobayashi, 2011), pa vendar je bila do sedaj na
tem podrocju objavljena le ena raziskava leta 1979, kjer so rotavirus pri jelenjadi (Cervidae)

dokazali z metodo gelske elektroforeze (Tzipori in sod., 1976).

Srnjad je sploSno razsirjena vrsta divjadi, ki Zivi blizu poljedelskih povrSin in ravno zaradi
svoje prilagodljivosti velja za najStevilénejSo divjad v Sloveniji (Marolt, 2009). Zaradi tega bi
lahko do prenosa rotavirusov iz srnjadi na ljudi prislo na razli¢ne nacine, na primer preko
direktnega stika lovca z uplenjeno srno med evisceracijo trupa in odstranjevanjem crevesa,
preko kontaminacije svojih rok. TakSen trup bi ob vstopu v prehransko verigo ob soCasnem
neupostevanju higienskih priporocil lahko predstavljal vir okuzbe za potroSnike. Poleg tega bi
do okuzbe ljudi lahko prislo ob stiku ljudi s povrSinami, vodo ali ostalimi viri iz poljedelskih
in pasnih povrSin, kontaminiranih s iztrebkom srnjadi, ki je kontaminiran z rotavirusi.
Kontaminirano okolje je moZen vir okuZbe tudi za druge divje Zivali in za domace Zivali, ki so
v stiku s srnjadjo. Verjetnost za prenos na zgoraj opisane nacine je sicer majhna, saj so v
Evropi dokazani redki primeri medvrstnega prenosa ter prerazporejanja genoma med
¢loveskimi in Zivalskimi rotavirusi (Steyer, 2007). Kljub temu ne moremo zanemariti dejstva,
da odkritje potencialno zoonotskega seva rotavirusa skupine A pri srnjadi v Sloveniji pomenti,
da je srnjad mozen rezervoar le tega. Ta bi v prihodnosti lahko povzrocal okuzbe in bolezni

pri ljudeh.

5.2 Virus hepatitisa E

V raziskavi smo z molekularnimi metodami dokazovali prisotnost HEV pri divjih Zivalih. O
prisotnosti HEV pri divjih Zivalih poroc€ajo iz Stevilnih drzav. Protitelesa proti HEV ali
nukleinsko kislino so pri divjih prasi¢ih dokazali na Japonskem (Michitaka in sod., 2007),
Svedskem (Widen in sod., 2011), Madzarskem (Forgach in sod., 2010), Nizozemskem (Rutjes
in sod., 2010), v Franciji (Carpentier in sod., 2012), Nemc¢iji (Kaci in sod., 2008), Italiji
(Martelli in sod., 2008), Spaniji (De Deus in sod., 2007) in Avstraliji (Chandler in sod., 1999).
Protitelesa proti HEV ali nukleinsko kislino so pri jelenjadi dokazali na Japonskem
(Matsuura in sod., 2007; Tomiyama in sod., 2009), v Severni Mehiki (Medrano in sod., 2012)

in v Stevilnih drugih drzavah. Na Nizozemskem (Rutjes in sod., 2010), v Nem¢iji (Neumann
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in sod., 2016), ter na Madzarskem (Forgach in sod., 2010) pa so poleg protiteles proti HEV in
nukleinske kisline pri jelenjadi, le-to dokazali tudi pri srnjadi. Divji prasi¢i poleg domacih
prasi¢ev veljajo za glavni rezervoar okuzb s HEV, dokazan pa je bil tudi zoonotski prenos

HEYV iz divjih praSi€ev in jelenjadi na ljudi (Pavio in sod., 2010).

Seroprevalenca HEV pri divjih praSi¢ih iz razli¢nih drzav znaSa od 17 do 42 %, prevalenca
HEV RNA pa od 3 do 25 %. Leta 2015 so v Sloveniji na prisotnost protiteles in HEV RNA
pregledali 288 vzorcev serumov divjih praSi¢ev in ugotovili 30,21 % seroprevalenco, le
enemu izmed seroloko pozitivnih vzorcev pa so dokazali HEV RNA (Zele in sod., 2015).
Podobne rezultate so dobili tudi v raziskavi v Italiji (Martinelli in sod., 2013). Zato menimo,
da je negativen rezultat v na$i raziskavi verjetno posledica prenizkega Stevila pregledanih
vzorcev, ki v okolje tisti trenutek niso izlocali virusa. Rezultat je lahko tudi posledica izbora
vrste vzorca. V razli¢nih raziskavah so dokazali HEV v razli¢nih vrstah vzorcev, v iztrebku,
jetrih, serumu, Zol¢u in miSi¢nini, skoraj vedno pa je bil HEV dokazan v jetrih ali Zol¢u
(Martinelli in sod., 2013), zato bi mogoce z dokazovanjem HEV v jetrih ali Zol¢u dokazali

HEV tudi pri divjih praSicih v tej raziskavi.

Pogostost HEV pri divjih prezvekovalcih je zelo slabo raziskana. Na Japonskem so na
podrocju, kjer so dokazali HEV RNA pri 3 od 7 divjih prasicev, dokazali le 1 % HEV RNA
pozitivnih srn (Takahashi in sod., 2004), v drugi raziskavi na Japonskem so dokazali 4 %
seroprevalenco pri srnjadi, vendar niti serum niti jetra niso vsebovala HEV RNA. Avtor
raziskave na Madzarskem za nizji odstotek pozitivnih vzorcev iztrebkov kot moznost navaja,
da prezvekovalci virus v iztrebku izlocajo kraj$i Cas ali v nizjih koncentracijah in zato virusa z
diagnosti¢nimi metodami ni bilo mogoc¢e dokazati (Forgach in sod., 2010). Za dokazovanje
HEV RNA je bila v nasi raziskavi odvzeta Crevesna vsebina divjih parkljarjev, kar bi lahko
botrovalo rezultatom nase raziskave, saj HEV RNA pri srnjadi, jelenjadi, gamsih in muflonu v
vzorcih ¢revesne vsebine nismo dokazali. Da bi zagotovili, da katera od metod ne daje lazno
negativnih rezultatov, smo vse vzorce pregledali tako z metodo RT-PCR, kot tudi z metodo

RT-PCR v realnem ¢asu.

Kljub negativnim rezultatom ne moremo trditi, da HEV pri divjih prasi¢ih v Sloveniji ni
prisoten, Se posebej zato ker je tudi v Sloveniji predhodna raziskava pokazala 30,21-%

seroprevalenco in 0,35-% prevalenco HEV pri divjih prasi¢ih v Sloveniji (Zele in sod., 2015).
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Glede na razli¢ne vrste vzorcev in dobljene rezultate raziskav narejenih v Sloveniji, bi za
natan¢nejSo oceno prevalence HEV med divjimi pra$i¢i potrebovali nadaljnje raziskave, kjer

bi vrste vzorcev prilagodili ali povecali njihovo Stevilo.

Tudi za potrditev prisotnosti HEV RNA pri ostalih divjih zivalih v Sloveniji bi bilo potrebno
nadaljnje raziskave omejiti na posamezno zivalsko vrsto, povecati Stevilo vzorcev in

prilagoditi vrste vzorcev, glede na do sedaj znane podatke.

V  prihodnosti bi za dolocitev poti Sirjenja okuzb HEV koristile raziskave, v katerih bi

socasno vzorc¢ili ljudi, domace prasSice, divje prasice in ostale divje Zivali.

5.3 Zakljucek

Namen raziskave je pridobiti ve¢ podatkov o prisotnosti rotavirusa skupine A in virusa
hepatitisa E pri divjih Zivalih v Sloveniji. Prisotnost HEV RNA pri divjih Zivalih v Studiji
nismo dokazali. Prisotnost RVA RNA pa smo dokazali pri 1,7 % pregledanih vzorcev
oziroma pri 2 od 71 srn (2,8 %), pri ostalih zivalskih vrstah RVA RNA nismo dokazali.

Za potrditev rezultatov in ugotovitev vloge divjih zivali pri prenosu HEV in RVA bi bile
potrebne nadaljnje raziskave, v katerih bi vzorcili tudi na preostalih geografskih podro¢jih v
Sloveniji, ki v tej raziskavi niso bila zajeta. Poleg tega bi bilo potrebno povecati Stevilo
vzorcev vsake posamezne vrste, ter poleg Crevesne vsebine pregledati, v primeru dokazovanja
HEV RNA tudi jetra in Zol¢. V primeru dokazovanja RVA RNA bi bilo potrebno tudi

prilagoditi ¢as vzor€enja na zimske mesece in vzorciti predvsem mlade Zivali.

Ne glede na nizko prevalenco rotavirusov pri divjadi smo z metodo NGS prvi na svetu
dolocili genom rotavirusa skupine A, izoliranega pri srni. Genotip P[15], ki smo ga dolo¢ili s
filogenetsko analizo odseka VP4, je redko dokazan in je bil do sedaj opisan le v kombinaciji z
ov¢jim G10 sevom. V raziskavi tako porocamo o prvi detekciji rotavirusnega seva skupine A,
GO6P[15] pri srni. Ker je bil s filogenetsko analizo odseka VP7 vzorec uvrS€en v linijo G6-II,
obstaja moznost, da ima sev zoonotski potencial. Da bi ugotovili pomen seva G6P[15] za
divje, domace zivali in ljudi ter njegovo razsirjenost, bi bile potrebne nadaljnje Studije

rotavirusnih sevov skupine A pri divjadi, domacih zivalih in ljudeh.
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6 SKLEPI

Hipoteza 1: Pri divjadi v Sloveniji je prisoten rotavirus skupine A.

Hipotezo smo potrdili, saj smo prisotnost rotavirusa dokazali pri 2 od 71 vzorcev srnjadi (2,8

%) oz. pri 2 od 117 vzorcev vseh divjih zivali (1,7 %), ki smo jih preiskali v raziskavi.

Hipoteza 2: Rotavirusni sevi skupine A pri divjadi na obmocju Slovenije so podobni

rotavirusnim sevom skupine A v genski banki.

Hipotezo smo deloma potrdili, saj imajo vsi segmenti RVA D38/14, z izjemo segmenta VP4,
vec€ kot 96,3-% nukleotidno identi¢nost z rotavirusnimi sevi v genski banki. Le segment VP4
ima 89,7-%. Sev D38/14 je v regiji VP4 najbolj soroden ov¢jemu-kozjemu sevu G10P[15] iz
Kitajske. Ujemanje teh dveh sevov je od 89,3-% do 89,6-%.

Hipoteze nismo popolnoma potrdili tudi zato, ker smo s primerjalno analizo celotnega
genoma RVA D38/14 ugotovili, da genotipska kombinacija G6P[15] do sedaj na svetu Se ni
bila opisana. Visoka vrednost samovzorcenja namre¢ potrjuje, da sev D38/14 ni uvr§cen med
seve G10P[15], ampak tvori svojo vejo v filogenetskem drevesu. Sev D38/14 je uvrscen v
skupino A rotavirusov genotipa G6 in je najbolj soroden ¢loveSkemu sevu PA169, ki izvira iz

goveda in ima genotipsko kombinacijo G6P[14].

Hipoteza 3: Pri divjadi v Sloveniji je prisoten virus hepatitisa E. Njegova pogostost je

primerljiva z rezultati raziskav iz drugih evropskih drzav.

Hipotezo smo ovrgli, saj prisotnosti virusa hepatitisa E pri divjadi v Sloveniji nismo dokazali.
Klub temu predvidevamo, da bi ob ve¢jemu Stevilu pregledanih vzorcev prisotnost HEV
dokazali, saj so prisotnost HEV pri divjih zivalih do sedaj potrdili tudi v drZzavah, ki mejijo na

Slovenijo in sicer v Italiji, na MadZarskem in Hrvaskem.



47
S. Sturm: Spremljanje prisotnosti rotavirusov skupine A in virusa hepatitisa E pri divjadi v Sloveniji.
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2016. Raziskovalna naloga

Hipoteza 4: Virusni sevi hepatitisa E pri diviadi na obmocju Slovenije so podobni virusnim

sevom hepatitisa E v genski banki.

Hipotezo, da so virusni sevi hepatitisa E pri divjadi na obmoc¢ju Slovenije podobni virusnim
sevom hepatitisa E v genski banki smo ovrgli, saj prisotnosti virusa v preiskanih vzorcih

divjih Zivali nismo dokazali.
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Although rotaviruses have been detected in a variety of host species, there are only limited records of
their occurrence in deer, where their role is unknown. In this study, group A rotavirus was identified in
roe deer during a study of enteric viruses in game animals. 102 samples of intestinal content were
collected from roe deer (56), wild boars (29), chamois (10), red deer (6) and mouflon (1), but only one

Keywords: sample from roe deer was positive. Following whole genome sequence analysis, the rotavirus strain D38/

Rotavirus 14 was characterized by next generation sequencing. The genotype constellation, comprising 11 genome

561’[(}5] segments, was G6-P[15]-12-R2-C2-M2-A3-N2-T6-E2-H3. Phylogenetic analysis of the VP7 genome
oe deer

segment showed that the D38/14 rotavirus strain is closely related to the various G6 zoonotic rotavirus
strains of bovine-like origin frequently detected in humans. In the VP4 segment, this strain showed high
variation compared to that in the P[15] strain found in sheep and in a goat. This finding suggests that
rotaviruses from deer are similar to those in other DS-1 rotavirus groups and could constitute a source of
zoonotically transmitted rotaviruses. The epidemiological status of group A rotaviruses in deer should be
further investigated.

Phylogenetic analysis
Next generation sequencing

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Rotaviruses are members of the Reoviridae family that are
characterized by a segmented dsRNA genome enclosed in a triple
layer capsid. Eleven segments of the genome generate six
structural proteins (VP1-4, VP6 and VP7) and six non-structural
proteins (NSP1-6) (Estes and Greenberg, 2013). The classification of
rotaviruses into at least eight groups, from A to H, is based on the
antigenic properties of the VP6 proteins (Estes and Greenberg,
2013; Matthijnssens et al., 2012). From a medical and veterinary
perspective, the rotavirus group A (RVA) is the most important
member of the genus, and is associated with acute gastroenteritis
in children and in young domestic and wild animals (Estes and
Greenberg, 2013; Martella et al., 2010; Matthijnssens et al., 2010).
The genetic characteristics of the VP7 and VP4 rotavirus genes are
of significant interest for rotavirus molecular epidemiology, since
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they determine the dual genotype classification (Gentsch et al.,
1992; Gouvea et al., 1990). To date, 29G and 41P genotypes have
been described, with more than sixty G-P combinations. The
Rotavirus Classification Working Group (RCWG) has presented a
whole genome based genotyping system, based on the nucleotide
sequence identity cut-off percentages for each of the 11 RVA gene
segments (Matthijnssens et al., 2011).

Despite the differences between genotypes, there have been
several reports of interspecies transmission between animals and
humans, as well as between various animal species (Banyai et al.,
2010; Matthijnssens et al., 2010; Steyer et al., 2008; Trojnar et al.,
2013). It is a matter of concern that wildlife, as well as domestic
animals may act as a source of infection for humans (Martella et al.,
2010). There is only one study, from 1979, in which a deer rotavirus
was detected using gel electrophoresis (Smith and Tzipori, 1979;
Tzipori et al., 1976). Nevertheless, the genome of deer rotaviruses,
knowledge of which would provide limited insights into the
evolutionary patterns of these viruses, has not been analysed in
detail (Ghosh and Kobayashi, 2014).

A positive sample from roe deer, containing RVA, was detected
during a survey throughout Slovenia designed to screen some of
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the game animals as a potential source of enteric viruses and to
evaluate the possible zoonotic transmission. The aim of the present
study was to analyse the whole genome of the novel rotavirus
strain detected in a roe deer. This first reported whole genome
analysis provides additional information about rotavirus circula-
tion in nature and its evolutionary pattern.

2. Materials and methods
2.1. Sample collection and molecular detection of RVA

In 2014 and 2015 a survey throughout Slovenia was performed
to screen certain game animals as a potential source of rotaviruses.
In total, 102 samples of game animal intestinal content were
collected from five different wildlife species, comprising 56
samples from roe deer (Capreolus capreolus), 29 from wild boars
(Sus scrofa), 10 from chamois (Rupicapra rupicapra), 6 from red deer
(Cervus elaphus) and 1 from mouflon (Ovis musimon). The age of
game animals was from 5 months to 10 years and were culled in 5
Slovenian hunting families between July 2014 and March 2015. The
RVA positive sample D38/14 was collected in September 2014 in Sv.
OZbolt in hunting family Skofja Loka, in the area where there is no
livestock pasture or farmlands. A sample was collected from female
roe deer aged 5 months having the appropriate weight and no
specific clinical signs. Samples of intestinal content of each animal
were collected by hunters after culling. The lower part of each
intestine was placed in a sterile plastic bag. Samples were stored at
—20°C and, as soon as possible, sent to the Veterinary Faculty
where they were stored below — 60 °C until used. 10% suspensions
of samples were prepared in RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, USA) and centrifuged for 10 min at 1000g. The
supernatant was used for nucleic acid (NA) extraction using the
QIlAamp viral RNA mini kit, according to the manufacturer’s
instructions (Qiagen, Germany). Each sample was tested with a
real-time RT-PCR assay using VP2-specific primers, as described
(Gutiérrez-Aguirre et al., 2008). Each sample was also tested with
RT-PCR for the detection and amplification of a short VP7 segment
(Machnowska et al., 2014) followed by direct sequencing of the
amplicon for confirmation.

2.2. Enrichment of viral particles

Rotavirus enrichment, with separation from background NA,
was achieved for positive sample using ion exchange chromatog-
raphy, with methacrylate monolithic supports in a manner similar
to that described by Steyer et al. (2013) with minor modifications.
Two mL of 10% suspension of intestinal content was diluted in
18 ml of loading buffer (50 mM HEPES, pH 7) and centrifuged at
2000g for 2 min. In order to prevent clogging of the monolithic
chromatography column, the supernatant was filtered through a
0.45 pm cellulose acetate filter (Sartorius, Gottingen, Germany).
Filtrated sample was loaded on to a CIM QA disk monolithic
column (BIA separations, Ajdovstina, Slovenia) at a flow rate of
3 ml/min, using an AKTA purifier chromatographic system (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden). After loading, non-bound material
was washed off with 12 ml of loading buffer. Bound material was
then eluted with a linear gradient from 0 to 1M NaCl in 50 mM
HEPES, pH 7 in 64 column volumes; 26 fractions of 1 ml were
collected.

2.3. RNA extraction of selected chromatography fractions and
evaluation of enrichment

Total RNA was extracted from fractions 3 to 26 (250 1) using
the Trizol® method (Invitrogen, GB) and phase lock gel tubes (5
PRIME, Germany) according to the manufacturer's instructions.

The RNA extracted from each fraction was tested with real-time RT-
PCR, as described by Gutiérrez-Aguirre et al. (2008), to determine
the theoretical viral RNA concentration in units/pl. To obtain the
fraction with the highest virus/background NA ratio, the total NA
concentrations in fractions from 11 to 17 were measured, using a
Qubit® fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) with a Qubit®
dsDNA HS assay kit and a Qubit®™ RNA HS assay kit, following the
manufacturer's instructions (Invitrogen, CA, USA). Accordingly,
fraction 14 was used for next generation sequencing (NGS).

2.4. NGS and analysis of sequence reads

The RNA library was prepared using the lon Total RNA
Sequencing Kit v2 (Thermo Fisher Scientific — Ion Torrent,
Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol
(4476286, revision D). Emulsion PCR and enrichment were carried
out using the Ion PGM™ Template OT2 200 Kit (Thermo Fisher
Scientific—Ion Torrent, Carlsbad, CA, USA) according to the
manufacturer’s protocol (MAN0007221, revision A.0). The con-
centrations of library DNA fragments and their size distribution
were determined with a LabChip GX instrument using the DNA
High-Sensitivity Assay (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). The
amplified library was sequenced on the lon PGM platform using
the Ion PGM HiQ Sequencing Kit and Ion 314 Chip v2 (Thermo
Fisher Scientific—Ion Torrent, Carlsbad, CA, USA). Sequenced lon
Torrent reads were checked for quality and trimmed using lon
Torrent Suite v5.0.2. Reads from the NGS analysis were mapped to
the concatenated reference genome from PA169 strain obtained
from GenBank (accession numbers EF554126-EF554136) using
Geneious software with default parameters (Biomatters Ltd.,
Auckland, New Zealand). The consensus sequence was constructed
by manual examination of polymorphisms and indels compared to
the reference sequence.

Genome segments were aligned with the most identical strains
deposited in GenBank using the BLAST search for each of the
genome segments. The genome segment genotype was assigned
according to the genotype cut-offs determined previously with the
recommendations for rotavirus classification proposed by the
RCWG (Matthijnssens et al., 2008).

2.5. Phylogenetic analysis of the genome segments

Nucleotide alignment was carried out for the 11 genome
segments, using the ClustalW algorithm. Sequences were aligned
with the rotavirus genomes deposited in GenBank. Maximum
Likelihood phylogenetic trees were constructed, based on the
Kimura-2 parameter model and using MEGA 6.06 software
(Tamura et al., 2013). Branch statistics were calculated with
bootstrap analysis of 1000 replicates.

3. Results

Of the 102 samples tested, only one sample of intestinal content
from roe deer (D38/14) collected in September 2014 in the hunting
family Skofja Loka, Slovenia was positive for rotavirus RNA with
real-time RT-PCR as well as with RT-PCR. The RT-PCR amplification
product from the VP7 region of rotavirus was sequenced and
identified as an RVA of genotype G6, most closely identical to the
bovine-like human PA169 strain with G6P[14] genotype combina-
tion.

3.1. NGS analysis and construction of the complete genome sequence
According to the short VP7 nucleotide sequence the whole

genome sequence of the PA169 strain was used as the reference
sequence for constructing the whole genome sequence of RVA
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strain D38/14. 3662 reads were mapped to the reference sequence
of 18,488 nucleotides, with a mean coverage of 22.9. The lowest
coverage, including a 300-400 nucleotide region with no reads
mapped, was in the VP4 genome segment. The consensus sequence
of the partial VP4 segment was compared with those of other RVA
sequences in the GenBank, using BLAST search. This revealed that
the VP4 segment was of the P[15] genotype. A new reference
genome sequence was therefore created, using the PA169 strain
with a VP4 genome segment replaced by one of the P[15] genotype.
Construction of the whole genome sequence of the D38/14 strain
was repeated with mapping of the NGS reads to the new reference
sequence, in which 3781 reads were mapped to the new reference
construct with a slightly higher mean coverage of 23.2 and no
gapped region.

The consensus sequence was analysed after manual examina-
tion and, according to the cut-off values for each of the genome
segments, the whole genome genotype constellation of strain D38/
14 was obtained as G6-P[15]-12-R2-C2-M2-A3-N2-T6-E2-H3. The
nucleotide sequences of all eleven genome segments were
deposited in GenBank and are available under the following
accession numbers: KU708256 (VP7), KU708257 (VP4), KU708258
(VP6), KU708259 (VP1), KU708260 (VP2), KU708261 (VP3),
KU708262 (NSP1), KU708263 (NSP2), KU708264 (NSP3),
KU708265 (NSP4) and KU708266 (NSP5 and NSP6).

3.2. Phylogenetic analysis of the genome segments
In the BLAST search, the lowest maximum nucleotide identity,
of only 90%, was observed for the VP4 segment of the D38/14

strain (Table 1). Its low relationship to the existing P[15] strains
deposited in GenBank was also confirmed in the phylogenetic

Table 1
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analysis. Our strain D38/14 was most closely related to the ovine-
caprine G10P[15] strains from China, with 89.3-89.6% nucleotide
sequence identity. It is not clustered together with the known P
[15] strains, but is a distinct lineage, supported by the high
bootstrap value (Fig. 2). The only P[15] strain from GenBank not
included in our analysis was the bovine AD63 strain, as only 471
nucleotide long VP4 sequence was deposited and was too short
for a reliable analysis. However, in this short sequence the AD63
strain shared only 86.1% nucleotide sequence identity to our Roe
deer strain, whereas other P[15] strains shared 88.9%-89.1%
identity. In the VP7 phylogenetic tree (Fig. 1), the D38/14 strain is
found within the G6-II lineage, together with the representatives
of the G6 zoonotic rotavirus strains detected in humans, sharing
94.5%-99.0% nucleotide sequence identity within the lineage and
78.5%-86.7% identity with the representatives of other G6
lineages.

From the complete genome analysis and the characteristics
presented in Table 1 it is clear that the strain D38/14 from roe deer
belongs to the DS-1 genome profile found in cattle, sheep, goat and
other animal species within the ungulates group. The strain shares
the highest nucleotide sequence identity with animal or zoonotic
G6 strains detected in humans, ranging between 95.04% and
98.95% nucleotide sequence identity, with the exception of VP4
with only 89.67% nucleotide sequence identity. Although the
genome constellation resembles the DS-1 genome profile in most
of the genome segments (VP1-VP3, VP6, NSP2, NSP4), it was
clustered away from the DS-1 reference strain and other human
G2P[4] rotavirus strains in phylogenetic analysis (Figs. 1-4 ; Suppl.
1-7). This was most evident in the VP6 and NSP4 phylogenetic
trees (Figs. 3 and 4). A close phylogenetic relatedness to bovine and

Genome genotype constellation and whole genome nucleotide sequence: comparison with those of the representative strains from GenBank.

Whole genome nucleotide comparison to representative strains from

GenBank
111-05-
Most similar strains from GenBank PA169 P343 UK NCDV BI10925 LLR
27
Accession Hu, Po, Bo, Bo, Hu, Hu, Ov,
Genotype  Strain Identity Host
number G6P[14] GI0P[5] G6P[5] G6P[1] G6P[14] G6P[14] GI10P[15]
VP1 R2 RF J04346 97.3% Bovine 91.6 91.1 92.0 95.0 86.7 86.4 85.9
VP2 C2 88977  KJ940162  97.7% Canine 85.5 85.2 96.1 96.7 88.7 88.9 87.6
VP3 M2 P343  AB972858 97.2% Porcine 90.8 97.2 91.9 91.6 83.3 83.9 84.5
VP4 P[15] LLR  JQO13506  89.7% Ovine 67.2 71.2 70.5 73.6 67.5 67.4 89.7
VP6 12 Uktc X53667 98.6%  Bovine-Tc 97.5 97.2 98.6 93.5 95.9 98.5 86.7
VP7 G6 PA169 EF554131  96.9% Human 96.9 77.0 83.9 84.7 96.9 95.4 75.9
NSP1 A3 A44 U23726 96.3% Bovine 95.1 93.4 88.1 94.2 94.4 93.9 74.2
NSP2 N2 P343  AB972863  99.0% Porcine 92.7 99.0 88.2 88.4 92.9 96.3 88.4
NSP3 T6 PA169 EF554134  97.1%  Human-tc 97.1 94.6 81.6 95.2 90.1 90.4 922
NSpP4 E2 BP1062 FN665697  96.4% Human 93.9 91.4 86.0 86.2 958 95.2 89.5
NSP5 H3 B383  FI347121  98.2% Bovine 97.6 96.2 93.1 97.3 97.6 97.7 94.6
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Fig. 1. The VP7 phylogenetic tree with G6 genotype lineage assignments G6-I to G6-VI. Bootstrap values below 50 are not shown. The roe deer strain D38/14 is marked.

@—animal rotavirus strain; O—zoonotic rotavirus strain; 4 —human rotavirus strain

other ungulate rotaviruses was evident in all the genome
segments.

4. Discussion

The first analysis of the whole genome of a roe deer rotavirus is
reported. From the epidemiological point of view, it appears that
rotaviruses are not often present in these animals, since the
prevalence of RVA in roe deer was only 1.8% (1/56). Rotavirus is
well known to exhibit the highest incidence in young animals

(Estes and Greenberg, 2013), so the low prevalence could be a
result of sampling in a wider age group, while animals from 6
months to 10 years were included in the study. The other reason for
the low prevalence could be the sampling period, which was not
focused just on the high season for rotavirus infections, samples
being collected from summer to spring. In general, one of the
reasons for the low prevalence could be the screening method.
However, in our case, real-time RT-PCR was selected as the primary
detection method and, as presented in the initial publication by
Gutiérrez-Aguirre et al. (2008), the method was developed as a
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Fig. 2. The VP4 phylogenetic tree with P[8], P[11], P[14] and P[15] genotype groups and strain D38/14 (marked) within the P[15] genotype. Bootstrap values below 50 are not

shown.
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broad range detection method and has been tested on a variety of
human and animal samples. In addition, the target gene is VP2,
which is one of the most highly conserved genes in the rotavirus
genome. The genotype C2 is well covered by the method and, in our
case, mostly the genotype C2 was expected in the target animals.

In this report we describe the first RVA detected in roe deer and
the complete genome analysis is presented. In addition, a rare
combination of genotype G6P[15] is described for the first time. The
strain D38/14 exhibits a typical DS-1 genome composition, except for
the VP4 segment, with the genotypes G6-P[15]-12-R2-C2-M2-A3-
N2-T6-E2-H3 having already been described in various animal
species, including cattle and other ungulate species (Matthijnssens
etal., 2009). The VP4 genome segment of this strain belongs to the P
[15] genotype but shows higher variability than those of other P[15]
strains described, namely the G10P[15] strains detected in sheep and
in a goat, both from China (Chen et al., 2009; Shen et al., 1993). It is
thus unlikely that the VP4 segment originated from the ovine-
caprine G10P[15] strains. At the same time, it is also not possible to

speculate on possible recombination events between the G10P[15]
ovine-caprine and other G6 rotavirus strains.

In the VP7 phylogenetic tree, six lineages (G6-I-G6-VI) can be
distinguished, with nucleotide diversities of 88.6%-100.0% within
and 77.8%-88.5% between the clades. They share certain clear
characteristics: rotavirus strains G6P[5] and G6P[1], detected in
cattle, were mostly found in the G6-IV lineage, and bovine G6P[11]
in the G6-V and G6-III lineages. However, mainly G6P[9] strains
were grouped in the G6-I, representing the zoonotic rotavirus
strains detected in humans. Similarly, G6-II comprises mainly the
zoonotic G6P[14] rotavirus strains detected in humans. Since the
roe deer strain D38/14 is clustered within the “zoonotic” G6-II
lineage, it may represent a potential emerging zoonotic rotavirus.
The stability of RVAs in the environment, their presence in large
amounts in the faeces of infected animals and the possibility of
cross-species transmission all pose a potential zoonotic threat for
humans in direct or indirect contact with wildlife or domestic
animals (Greening, 2006). However, to date P[15] rotavirus strain
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A KP882518 RVA/Human-wi/GHA/Ghan-085/2008/G2P[4]
A KJ919724 RVA/Human-wiHUN/ERN5044/2012/G2P[4]
A KU925787 RVAHuman-wiTW/CCHT64/2011/G2P[4]
A KJ919813RVA/Human-wiHUN/ERN5644/2012/G2P[4]
A KJ752209RVAHuman-wt/ZAF/IMRC-DPRU82/2012/G2P[4]
o9 LA KP752783RVA/Human-wiiZMB/MRC-DPRU1673/2009/G2P[4]
@ EF200571 RVA/Cow-wt/IND/RUBV319/XXXX/G6P[11]
1 - @ EF200568 RVA/Cow-wl/INDIRUBVOS1/XXXX/G15P[11]

s |— @ JX442791 RVAICow-wt/IND/WB/2011/GXP[X]

67 L— @ EF200565RVA/Cow-wt/INDIRUBV3/XXXX/G3P[3]
‘E{O JX094032 RVA/Human-wt/SVN/SI-R56/07/2007/G6P[11]
El

8 I{\A KP170813 RVA/Human-wt/BRA/18838CE/2009/G2P[4]

a

5 @ UN831235RVA/Cow-wt/ZAF/1605/2007/G6P[5]
| 100 1@ JN831213RVA/Cow-wHZAF/1603/2007/G6P[5]
l:. FJ347104 RVA/Guanaco-wt/ARG/Chubut/1999/G8P[14]
@ FJ347126 RVA/Guanaco-w/ARG/Rio Negro/1998/G8P[1]
@ FJ495131 RVA/Antelope-wi/ZAF/RC-18-08/G6P[14]
@ UN831224 RVA/Cow-wtiZAF/1604/2007/G8P[1]
O EF554119RVA/Human-wt/BEL/B10925-97/1997/G6P[14]
@ EF554152 RVA/Sheep-tc/ESPIOVR762/2002/G8P[14]
O EF583020 RVA/Human-tc/GBR/A64/1987/G10P[14]
@ EF200566 RVA/Cow-wt/INDIRUBV81/XXXX/G10P[14]
@ EF200570RVA/Cow-wt/IND/RUBVO161/XXXX/GXP[X]
@[KU708258 RVARoe deer-wi/SVN/D38-14/2014/G6P[15]]
O EF554141 RVAHuman-wt/ITA/111-05-27/2005/G6P[14]
@ JF693064 RVA/Cow-tc/USA/UK WT BRVAA/1986/GBP[5]
@ AF411322RVACow-tc/USAWC3/1981/G6P5
@ EU873011RVA/Cow-wtKOR/KV0418/XXXX/GXPIX]
100 | @ EU873012RVA/Cow-wtKOR/KV0426/XXXX/GXP[X]
@ GU384194RVA/Cow-tc/CHN/DQ-75/2008/G10P[11]
@ GQ428143RVA/Giraffe-wtIRL/UCD/2007/G10P[11]
@ JX402795RVA/Cow-wt/SVN/SI-B17/2004/G6P[11]
O EF554130 RVA/Human-tc/ITA/PA169/1988/G6P[14]
@ UN790188 RVA/Cow-tc/CHN/HQ09/2009/GEP[X]
@ AF317128 RVA/Cow-tc/GBR/B223/1983/G10P[11]
@ DQ870496 RVA/Cow-tc/USAINCDV/1971/GBP[1]
@ JF693031 RVA/Cow-tc/USAINCDV/1971/GBP[1]
721 O AB748571 RVA/Human-tc/ISR/R08059/1995/G6P[1]
L @ JF693042 RVA/Cow-tc/ZAF/O Agent/1965/G8P[1]
O JF421979RVA/Human-wtiJPN/KF17/2010/G6P[9]
s O EF554108 RVA/Human-w/HUN/Hun5/1997/G6P[14]
O GU296428 RVA/Human-wt/ITA/PAH136/1996/G3P[9]
O AB749333 RVA/Human-tc/MWIIMW1-006/1997/G8P[4]
7 L— A\ JF304919RVA/Human-wt/KEN/D205/1989/G2P[4]
_%E @ EF200569 RVA/Cow-wt/INDIRUBV117/XXXX/G15P[21]
@ EF200567 RVA/ICow-wt/INDIRUBV51/XXXX/G15P[21]
100 — @ AB573082 RVA/Cow-wtlJPN/AZuK-1/2006/G21P[29]
100 L @ AB573073 RVA/Cow-wt/JPN/Dai-10/2008/G24P[33]
— A HQB50121 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4]
1 — A DQ146695RVA/Human/PHL/L26/1987/G12P[4]
A JF304930 RVA/Human-wi/KEN/AK26/1982/G2P[4]
A AB762771RVAHuman-tc/JPN/AUB05/1986/G2P[4]
100 L A gb|AY787645RVA/Human-wt/CHN/TB-Chen/XXXX/G2P[4]
| A EF583024 RVAHuman-tc/lUSAID1974/G1P[8]
100 L A\ K02086 RVA/Human-wt/USAMa/1974/G1P[8] ]
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Fig. 3. Phylogenetic analysis of the VP6 group A rotavirus sequences, obtained from GenBank and the roe deer D38/14 strain.
@—animal rotavirus strain; O—zoonotic rotavirus strain; 4 —human rotavirus strain
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A JQ069203 RVA/Human-wt/CAN/RT074-09/2009/G2P[4]
A KC443519RVA/Human-wt/AUS/CK20036/2007/G2P[4]
A ABB49006 RVA/Human-wt/JPN/S120088/2012/GIP[4]
A KC443143RVA/Human-wt/AUS/CK20012/2000/G2P[4]
A KC443220 RVA/Human-wt/AUS/CK20037/2008/G2P[4]
A KC443607 RVA/Human-wt/AUS/CK20002/2000/G2P[4]
O EF554091 RVA/Human-wt/BEL/B1711/2002/G6P[6]
O ABT755568 RVA/Human-tc/MWI/MW2-924/2002/G8P[4]
A JQ069126 RVA/Human-wt/CAN/RT008-07/2007/G2P[4]
A HQB57169 RVA/Human-wt/iZAF/3203WC/2009/G2P[4]
A KC443508 RVA/Human-wt/AUS/CK20023/2006/G2P[4]
A JX965156 RVA/Human-wt/AUS/MON008/2010/G2P[4]
A AY787650 RVA/Human-wt/CHN/TB-Chen/XXXX/G2P[4]
A AB762778 RVA/Human-tc/JPN/AU605/1986/G2P[4]
A KC443354 RVAHuman-wt/AUS/CK20047/2011/G2P[4]
A KC443585RVA/Human-wt/AUS/CK20001/1977/G2P[4]
A HQ650125 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4]

A JF304924 RVA/Human-wt/KEN/D205/1989/G2P[4]

O ABT755565 RVA/Human-tc/MWI/MW2-1246/2005/G8P[4]
@ UN831218 RVA/Cow-wt/ZAF/1604/2007/G8P[1]

@ KJ751920 RVA/Cow-wt/ZAF/MRC-DPRU3005/2009/G6P[11]

99
64 %

67 - @ KP752875RVA/Cow-wt/ZAF/MRC-DPRU456/2009/G6P[11]
O AJ311732RVA/Human/PHL/L26/1987/G12P[4]

A LC086778 RVA/Human-wt/THA/BD-20/2013/G2P[4]

A KJ753648 RVA/Human-wt/MUS/MRC-DPRU293/XXXX/G2P[4]
A KC443231 RVAHuman-wt/AUS/CK20045/2010/G2P[4]

A KC442890 RVA/Human-wt/USA/2008747095/2008/G2P[4]

A JQ069170 RVA/Human-wt/CAN/RT128-07/2008/G2P[4]

A KP007157 RVA/Human-wt/PHITGO12-003/2012/G2P[4]
A JX965154 RVA/Human-wt/AUS/WAPC703/2010/G2P[4]

A KJ753521 RVA/Human-wt/SEN/MRC-DPRU1915/2008/G2P[4]
85 L A KP753176 RVA/Human-wt/UGA/MRC-DPRU3710/2009/G2P[4]
A KP170805RVA/Human-wt/BRA/18838CE/2009/G2P[4]

A JQ069139 RVA/Human-wt/CAN/RT036-07/2007/G2P[4]

A KF636320 RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1061/2009/G2P[4]

A KC443209 RVA/Human-wt/AUS/CK20040/2010/G2P[4]

A KC443618 RVAHuman-wt/AUS/CK20052/2010/G2P[4]

A KJ752203 RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU82/2012/G2P[4]

A KP752777 RVA/Human-wt/ZMB/MRC-DPRU1673/2009/G2P[4]

O GQ414549 RVAHuman-wt/GER/GER1H-09/2009/G8P[4]
O KJ752660 RVA/Human-wt/UGA/MRC-DPRU1922/2008/G8P[4]
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® GQ428139RVA/Giraffe-wt/IRL/UCD/2007/G10P[11]
O EF672568 RVA/Human-tc/GBRIA64/1987/G10P[14]
O EF554102 RVA/Human-tc/AUS/MG6/1993/G6P[14]

99 | @ JN831207 RVA/Cow-wt/ZAF/1603/2007/G6P[5]

@ UN831229RVA/Cow-wl/ZAF/1605/2007/G6P[5]
5 O EF554135RVA/Human-tc/ITA/PA169/1988/G6P[14]
4| ——— @ LC119113RVA/Cow-tc/NGA/NGRBg8/1998/G8P[1]
51: @[KU708265RVA/Roe deer-wt/SVN/D38-14/2014/G6P[15]|
O EF554113 RVA/Human-wt/HUN/Hun5/1997/G6P[14]

EF554157 RVA/Sheep tc/ESP/OVR762/2002/G8P[14]

85 (]
97 E O EF554124 RVA/Human-wt/BEL/B10925-97/1997/G6P[14]
89 L— O EF554146 RVA/Human-wt/ITA/111-05-27/2005/G6P[14]
X094037 RVA/Human-wt/SVN/SI-R56/07/2007/G6P[11]

99 (OX
1 @ UN248455RVA/Cow-w/DNK/DK11601/2007/G6P[5]

—— @ GU181282 RVA/Cow-tc/CHN/DQ-75/2008/G10P[11]
@ JX402799RVA/Cow-wt/SVN/SI-B17/2004/G6P[11]
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@ AB573085RVA/Cow-wt/JPN/AzuK-1/2006/G21P[29]

O EU200802 RVA/Human-wt/IND/N155/2007/G10P[11]
@ JQ943571 RVA/Cow-wi/BRA/BRA1532/2009/G6P[5]
—— @ AB573077 RVA/Bovine-wt/JPN/Dai-10/2008/G24P[33]

@ JF693046 RVA/Cow-tc/ZAF/O Agent/1965/G8P[1]

@ AB853899 RVA/Cow-wt/JPN/Tottori-SG/2013/G15P[14]
@ JF693057 RVA/Cow-tc/USA/UK/1984/GEP[5]

@ AB748604 RVA/Cow-tc/JPN/BRV106/1983/G6P[1]
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E2

@ JF693035RVA/Cow-tc/USAINCDV/1971/G6P[1]
@ AF144805RVA/Cow-tc/GBR/B223/1983/G10P[11]

@ AY050273RVA/Cow-tc/USAWC3/1981/GEP[5]
@ FJ347120RVA/Cow-wt/ARG/B383/1998/G15P[11]
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Fig. 4. Phylogenetic analysis of the NSP4 rotavirus sequences, obtained from GenBank and the roe deer D38/14 strain.

@—animal rotavirus strain; (O—zoonotic rotavirus strain; 4 —human rotavirus strain

has not been reported from a human rotavirus infection. The
phylogenetic analysis of all genome segments demonstrates
clearly, that the D38/15 roe deer strain evolved in a different

direction as the human DS-1 strains, and was found in a
phylogenetic cluster, together with rotaviruses from bovine and
other ungulates. This may suggest that G6P[15] is probably more
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prone to cross the species barrier to other related animals within
the “ungulate group” than being the high-potential zoonotic
transmissible virus.

In Slovenia, roe deer is widespread and a common game animal.
It is estimated that 33,219 roe deer were culled in the year 2014.
This species occupies a wide variety of habitats, including
deciduous, mixed and coniferous forests, moorland, pastures,
arable land and in suburban areas with large gardens. It prefers
landscapes with a mosaic of woodland and farmland. Roe deer is
mostly hunted for its meat, its antlers, which represent hunter’s
trophy and also for its skin. Due to the aforementioned facts, there
are several routes for RVA transmission from roe deer to livestock
and humans (Meng et al., 2009). A game animal that is infected
with RVA, for example, may contaminate the environment with its
excrement, thus creating the possibility of transmission of
rotaviruses to livestock or humans. Additionally, a hunter may
infect both himself and the meat he handles when eviscerating the
carcass and handling the intestines. Although such events are not
likely to result in high levels of infection, a continuing input of
rotavirus strains into the human population is possible, albeit at a
very low level (Cook et al., 2004).

5. Conclusion

P[15] genotype rotaviruses are rare, found so far only in
combination with G10 ovine strains. Here we report the first
detection of the G6P[15] rotavirus in roe deer. While phylogenetic
analysis shows that the D38/14 strain belongs to the G6-II lineage,
it is possible that this strain has zoonotic potential, although more
information is need for a firm conclusion. Further investigations on
rotavirus strains in game animals and livestock could expand the
evolving history of the G6P[15] strain.
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