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POVZETEK
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aminokislin; zaporedje baz; filogeneza; prasi¢i, Slovenija

evee

prasi¢ih v Sloveniji izvedli na vzorcih 88 poginjenih domacih in 43 poginjenih divjih praSicev.
Vzorce smo na prisotnost nukleinskih kislin PCV 2 in PCV 3 preiskali z metodo PCR v realnem
¢asu. PCV 2 smo dokazali pri 68,2 % domacih in 18,6 % divjih prasicih, prisotnost PCV 3 pri
22,7 % domacih in 34,9 % divjih prasicih, soasno okuzbo s PCV 2 in PCV 3 pa smo ugotovili
pri 15,9 % domacih in 18,6 % divjih prasicih. Tridesetim testiranim vzorcem smo dolo¢ili tudi
Stevilo kopij virusnega genoma PCV 2 in PCV 3. Stevilo kopij PCV 2 v vzorcih je bilo od 168,3
do 431.300.000, 3tevilo kopij PCV 3 pa od 7,20 do 12.910. Stirim pozitivnim vzorcem PCV 2
in dvema pozitivnima vzorcema PCV 3 smo dolo¢ili nukleotidno zaporedje celotnega genoma.
Primerjava nukleotidnega zaporedja celotnih genomov PCV 2 je pokazala od 96,0 do 99,8 %
identi¢nost, primerjava nukleotidnega zaporedja celotnih genomov PCV 3 pa 99,0 %
identi¢nost nukleotidnega zaporedja med tipiziranimi sevi v Sloveniji. Ugotovljene seve PCV
2 smo uvrstili v genotipa PCV 2b in PCV 2d, ugotovljena seva PCV 3 pa v genotip PCV 3a. V
raziskavi smo ugotovili, da sta PCV 2 in PCV 3 mo¢no razsirjena med domacimi in divjimi
prasici v Sloveniji. Nukleotidna zaporedja tipiziranih slovenskih sevov PCV 2 in PCV 3 so
podobna tistim, ki so jih ugotovili v tujini. V raziskavi smo prvi¢ dolo¢ili nukleotidno zaporedje
celotnih genomov sevom PCV 2 in PCV 3, ugotovljenim med domacimi in divjimi prasi¢i v

Sloveniji.
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SUMMARY

Keywords: Swine diseases — epidemiology; circoviridae infections — virology; circovirus —
genetics — classification; polymerase chain reaction — methods; genome, viral, aminoacid

sequence; base sequence; phylogeny; swine; Slovenia.

In this study we determined the prevalence of porcine circoviruses 2 and 3 (PCV 2 & PCV 3)
in samples of 88 dead domestic pigs and 43 dead wild boar in Slovenia. Samples were examined
for the presence of PCV 2 and PCV 3 nucleid acid using real time PCR. Nucleid acid of PCV
2 was detected in 68,2 % samples of domestic pigs and 18,6 % samples of wild boar, whereas
the nucleic acid of PCV 3 was detected in 22,7 % samples of domestic pigs and 34,9 % samples
of wild boar. In 30 samples the viral load of PCV 2 and PCV 3 was quantified. The number of
genome copies was ranged from 168,3 to 431.300.000 for PCV 2 and from 7,20 to 12.910 for
PCV 3. Full genome nucleotide sequences in four PCV 2 and two PCV 3 positive samples were
determined. The comparison of full genome sequences showed from 96,0 to 99.8 % nucleotide
identity for PCV 2 and 99,0 % nucleotide identity for PCV 3. Slovenian PCV 2 strains were
classified into genotypes PCV 2b and PCV 2d and PCV 3 strains were classified into genotype
PCV 3a. In the study it was determined that PCV 2 and PCV 3 are widespread in domestic pigs
and wild boar in Slovenia. Slovenian PCV 2 and PCV 3 strains are similar to those from abroad.
In this study, the complete genome nucleotide sequence of PCV 2 and PCV 3 was determined

for the first time from positive samples of domestic pigs and wild boar in Slovenia.
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1 UvOD

PrasiCereja velja za eno najpomembnejSih zivinorejskih panog v svetu. Arheoloski dokazi
kazejo na to, da so prasice udomacili pred priblizno 10.000 leti na podrocju reke Tigris na
Bliznjem vzhodu, v Evropi pa nekoliko pozneje, pred 6.000 do 8.000 leti. Lo¢eno je bil
udomacen tudi na Kitajskem. Udomacevanje se je verjetno zacelo z rejo mladih pujskov divjih
prasi¢ev, ki so zaradi lova izgubili mater. Clovek je dokaj hitro spoznal, da je prasi¢ vsejeda
zival, Ki se relativno hitro razmnozuje. Te njegove bioloske lastnosti je uporabil sebi v prid za
proizvodnjo hrane, saj omogocajo hitro in poceni prirejo mesa. Po podatkih Organizacije
Zdruzenih narodov za prehrano in kmetijstvo (FAO) iz leta 2019 je na svetu priblizno 850
milijonov domacih prasicev. Po $tevilu prasicev dale¢ prednjaci Ljudska republika Kitajska s
310 milijoni prasicev, sledijo ji Zdruzene drzave Amerike s 78,7 milijoni, Federativna republika
Brazilija s 40,5 milijoni, Kraljevina Spanija z 31,2 milijoni in Zvezna republika Nem¢&ija s 26
milijoni pragi¢ev (FAOSTAT, 2021). Ceprav ima Kitajska najve&jo ¢redo prasicev na svetu, je
neto uvoznica, kar pomeni, da uvozi vec prasicev, kot jih izvozi. Za najvecje izvoznice prasicev

veljajo ZDA, Evropska unija in Kanada.

Slovenija je izrazito govedorejska drzava, takoj na drugem mestu pa je po gospodarski
pomembnosti prasi¢ereja. Prasi¢ereja ima v Sloveniji zelo dolgo tradicijo. Ze v srednjeveskih
urbarjih zasledimo, da so morali kmetje zemljiski gospodi placevati t.i. »svinjski davek« pa tudi
Zirnino, to je davek na paso svinj v gozdu. O prasi¢ih na Kranjskem v svoji Slavi vojvodine
Kranjske pise tudi Valvasor, prasi¢ereje pa neposredno ne omenja, iz ¢esar lahko sklepamo, da
v 17. stoletju praSiCereja na Slovenskem ni bila pomembna gospodarska dejavnost.
Prevladovala je pasna reja prasicev pri revnejsih slojih prebivalstva. Prvi so priceli pospeSevati
prasicerejo gras€aki z uvozom plemenskih merjascev yorkSirske pasme. PraSicereja je na
Slovenskem v 19. stoletju zacela pridobivati na pomenu, po prvi svetovni vojni pa se je
zmanjSala zaradi izgube avstrijskega trga. Po drugi svetovni vojni je slovenska praSicereja
mesa. Uvedli so tudi spremljanje plodnosti prasi¢ev in rodovniStvo, postavljeni pa so bili tudi
temelji moderne selekcije. Slovenska praSicereja je bila zgled intenzivne praSiCereje in je
predstavljala najrazvitejsi del industrije prasi¢jega mesa v Jugoslaviji. V nekdanji Socialisti¢ni
federativni republiki Jugoslaviji je Slovenija dosegala priblizno 80 % samooskrbo s prasi¢jim
mesom (Salehar, 2013; Grilj, 2016).
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Stalez prasicev v Sloveniji je leta 2002 dozivel svoj vrh, ko je bilo v Republiki Sloveniji
655.665 prasic¢ev, po vstopu v Evropsko unijo leta 2004 pa belezimo vztrajen padec Stevila
vklju¢no z odpravo karantene za kupljene prasi¢e. Posledi¢no so se pojavili vnosi nekaterih
bolezni, ki so v kombinaciji z nizjimi cenami prasicev in intenzivnej$o prirejo mesa v drugih
drzavah Evropske unije dodobra zatresli temelje slovenske prasicereje. Po podatkih
Statisticnega urada Republike Slovenije se je Stevilo slovenskih prasicev do leta 2019 znizalo
mesa je pri nas ve¢ja od domace prireje, zato je Slovenija neto uvoznica. Leta 2018 smo porabili
78.000 ton prasic¢jega mesa, domaca prireja pa je znasala 29.500 ton mesa. Poraba prasi¢jega
mesa je bila v Sloveniji na prebivalca v zadnjem desetletju za petino ve¢ja od evropskega
povprecja in znasa nekaj manj kot 38 kg na prebivalca. Ve€ina prasicev se v Sloveniji vzredi v

Pomurski in Podravski statisti¢ni regiji (MKGP, 2021; SURS, 2021).

PraSic¢erejo vedno spremljajo tudi kuzne bolezni, ki tej Zivinorejski panogi povzrocajo nemalo
tezav. Nekatere bolezni npr. slinavko in parkljevko, bolezen Aujeszkega in klasi¢no prasicjo
kugo smo v Sloveniji uspe$no zatrli, po drugi strani nam tezave povzro¢a virus praSic¢jega
respiratornega in reprodukcijskega sindroma, ki smo ga v reje zanesli po vstopu v EU leta 2004
(Toplak in sod., 2010) . Nedvomno najvecjo groznjo svetovni prasi¢ereji povzroca virus afriske

prasi¢je kuge in le vprasanje Casa je, kdaj bomo bolezen potrdili tudi v Sloveniji. Med

ey

tudi PCV 4, katerih patogeneza $e ni razjasnjena.
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

V Sloveniji so bile v preteklosti raziskave s podrocja prisotnosti PCV 1 in PCV 2 Ze opravljene,
vendar so podatki v zadnjih letih skopi. Ker iz drugih drzav porocajo o prisotnosti PCV 2 in
novejSega PCV 3, je tudi v Sloveniji smiselno osveziti podatke ter ponovno preuciti prisotnost

in razsirjenost PCV 2 in PCV 3 pri domacih in divjih prasicih.
1.2 CILJI RAZISKOVANJA

Cilji raziskovanja so bili dokazati prisotnost in razsirjenost PCV 2 in PCV 3 pri domacih in

divjih prasi¢ih v Sloveniji. Prisotnost nukleinske kisline PCV 2 in PCV 3 smo dokazovali z
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metodo PCR v realnem casu. Izbranim vzorcem smo posebej za PCV 2 in PCV 3 dolo¢ili
celotno nukleotidno zaporedje in jih primerjali z najblizjimi zaporedji v genski banki ter jih

ustrezno tipizirali. Izbranim vzorcem smo s kvantifikacijo dolo¢ili koli¢ino PCV 2 in PCV 3.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Pri domacih in divjih prasi¢ih v Sloveniji so prisotne okuzbe s PCV 2 in PCV 3.

e Prisotnost PCV 2 in PCV 3 je v Sloveniji geografsko razprSena.

e Ugotovljeni sevi PCV 2 in PCV 3 v Sloveniji so genetsko podobni ostalim sevom
v genski banki.

e V pozitivnih vzorcih se koli¢ina virusa PCV 2 in PCV 3 razlikuje.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 PRVA ODKRITJA CIRKOVIRUSOV

Vecino, kar danes vemo o cirkovirusih, izvira iz raziskav s podro¢ja veterinarske medicine, saj
cirkovirusi predvsem pri pticah in prasi¢ih povzroc¢ajo tezja obolenja. Cirkovirus tip 1 (PCV 1)
so odkrili leta 1974 kot kontaminanta celi¢ne linije PK-15 (Tischer in sod., 1974). Do leta 2010
so prasSici veljali za edine sesalce, ki jih cirkovirusi prizadanejo, najbolj raznovrstni v tej druzini
virusov pa so cirkovirusi ptic (Rosario in sod., 2017). Od leta 1974 do danes so odkrili Stevilne

cirkoviruse pri razli¢nih zivalih, v prihodnosti pa lahko pri¢akujemo, da bodo odkriti $e novi.

ewee

PCV 1 so odkrili leta 1974 kot kontaminanta celi¢ne linije PK-15 ATCC CCL-33 (Tischer in
sod., 1974). Ugotovili so, da so celi¢ne linije prasi¢jih ledvic kroni¢no okuzene z majhnimi
virusi, za katere so sprva domnevali, da vsebujejo molekulo RNA. Najbolj verjeten rezervoar
serumov. V serumih naklju¢no izbranih kuncev, misi, telet in ljudi, vklju¢no s serumi
laboratorijskih delavcev, ki so rokovali z okuzenimi celicnimi linijami, niso ugotovili protiteles
proti PCV 1. Pod elektronskim mikroskopom so opazili krozne molekule, zaradi ¢esar so novo

odkriti virus poimenovali cirkovirus (Tischer in sod., 1982).

Leta 1991 so v Kanadi prvi¢ opisali primer sindroma poodstavitvenega hujSanja (angl. Post-
weaning multisystemic wasting syndrome — PMWS) v ¢redi s plemenskimi svinjmi (Ellis in
sod. 1998). Leta 1995 so na farmi s 600 plemenskimi svinjami so opazili visoko smrtnost
odstavljencev med 3. in 8. tednom starosti. Pri obolelih odstavljencih so ugotovili prisotnost
znakov hujSanja, tahipneje, dispneje, bledice, povecanih bezgavk in zlatenice. Antibioti¢na
terapija se ni izkazala za uspesno, vecina bolnih odstavljencev je poginila ali pa so jih
evtanazirali 3 do 4 tedne po pojavu klini¢nih znakov (Harding in sod., 1998). Proti koncu
devetdesetih let prejSnjega stoletja so v tkivih praSi¢ev s PMWS dokazali prisotnost cirkovirusa
in tako dokazali povezavo med virusnimi partikli in PMWS (Ellis in sod., 1998; Allan in sod.,
1998). S kasnejSim sekvenciranjem in filogenetskimi analizami so novo odkriti virus
poimenovali PCV 2, da bi ga razlikovali od PCV 1. S primerjavo sekvenc celotnih genomov
PCV 1 in PCV 2 se je izkazalo, da si delita zgolj 75 % identi¢nosti zaporedja nukleotidov

(Fenaux in sod., 2000). Leta 2008 so v Nem¢iji retrospektivno preiskali vzorce tkiv poginulih
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prasicev, poslanih na patolosko sekcijo med leti 1961 in 1998, ter DNA PCV 2 dokazali ze v
vzorcu iz leta 1962 (Jacobsen in sod., 2009), kar predstavlja tudi najstarejsi potrjen primer PCV
2 na svetu. Okuzbe z virusom PCV 2 so prisotne po celem svetu in PCV 2 velja za enega izmed

ekonomsko najpomembnejsih patogenov v svetovni prasicereji (Opreissnig in Langohr, 2013).

evee

evee

ey

poginulih svinj s klini¢énimi znaki PDNS so z metodo sekvenciranja naslednje generacije (NGS)
ugotovili neznano zaporedje, ki se je le delno ujemalo z znanimi cirkovirusnimi genomi
(Palinski in sod., 2016). S sekvenciranjem po Sangerju so dolo¢ili krozni genom, dolzine 2.000
nukleotidov, s preiskavo ORF pa so identificirali tri kodirajoce regije (angl. open reading frame
— ORF), ki so kodirale proteine, daljse od 200 aminokislin (Palinski in sod., 2016). Primerjave
identi¢nost v aminokislinskem zaporedju in izkazalo se je, da je PCV 3 popolnoma nov, prej
neznan virus. PCV 3 so do danes potrdili v mnogih drzavah, kar nakazuje, da je Ze razsirjen po

celem svetu (Ouyang in sod., 2019a).

Leta 2019 so iz klini¢no bolnih domacih prasi¢ev z znaki PDNS izolirali in molekularno

karakterizirali novo vrsto prasi¢jega cirkovirusa, poimenovanega PCV 4 (Zhang in sod., 2020).
2.1.2 Cirkovirusi pri drugih zivalskih vrstah in ljudeh

Cirkovirusi so eni najmanj$ih poznanih virusov in imajo sposobnost okuzevanja razli¢nih vrst
zivali. Do danes so okuzbe s cirkovirusi poleg prasicev potrdili Se pri drugih sesalcih, vklju¢no
z netopirji, Simpanzi, psi, ljudmi, kamelami in podlasicami. Cirkovirusi so prisotni tudi pri

pticah, sladkovodnih ribah in insektih (Rosario in sod., 2017; Opriessnig in sod., 2020).

Cirkovirusne bolezni pri pticah povezujejo z akutnimi in kroni¢nimi obolenji, ki se klini¢no
izrazajo s potrtostjo, drisko, imunosupresijo in spremembami na Kkeratinskih strukturah.
Nedvomno najpomembnejsa cirkovirusna pri pticah je bolezen kljuna in perja (angl. beak and
feather disease, PBFD). Bolezen povzroc¢a virus bolezni kljuna in perja (BFDV) in prizadane
vecino ptic iz rodu Psitttaciformes, najpogosteje pa so klini¢no bolni kakaduji (Martens in sod.,

2020). Pri prizadetih pticah pride do izgube perja, abnormalnega razvoja puhastega in odraslega
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perja. Kljun je svetle¢, hipetroficen, nalomljen ali nekroti¢en, prisotne so lahko delaminacije
keratina. Pri zivalih je lahko prizadeto samo perje, kljun ali oboje. Za okuzene ptice je znacilna
levkopenija in neregenerativna anemija. Bolezen je progresivna, kar pomeni, da nekatere ptice
poginejo takoj po pojavu poskodovanih keratinskih struktur, druge pa lahko zivijo $¢ mesece
ali leta brez perja. Zaradi perzistentne deplecije levkocitov so zivali dovzetne za sekundarne
infekcije (MacLachlan in Dubovi, 2011). Vrstno specifi¢ne cirkoviruse pri pticah so potrdili
tudi pri kanarckih, racah, $¢inkavcih, goseh, galebih, golobih, krokarjih, skorcih, labodih in

avstralskem zebrastem $¢inkavcu (Rosario in sod., 2017).

Pri sladkovodnih ribah na Madzarskem so cirkoviruse prvi¢ izolirali ob povecanem poginu
mladic navadnih mren (Barbus barbus). V preiskavi 19 rib iz Donave in ribogojnic ob reki, so
pri 8 potrdili cirkovirusno DNA, pri ¢emer so sekvencirali dva cela virusna genoma,
poimenovana BaCV1 in BaCV2 (angl. barbel circovirus 1 in 2). Raziskovalcem ni uspelo
dokazati, ali sta BaCV 1 in BaCV 2 tudi dejansko vzrok pogina ribjih mladic (Lorincz in sod.,
2011). Pri poginulih somih v Blatnem jezeru so istega leta pri evropskem somu (Silurus glanis)
odkrili BaCV soroden virus, imenoval CfCV (angl. catfish circovirus). Virus so odkrili pri
preiskavi poginulih in umirajo¢ih somov. Pri Zivalih so opazili spremembe na koZi, vnetje
gastrointestinalnega trakta in propadanje jeder hematopoetskih celic. Natan¢na vloga CfCV pri
somih $e ni pojasnjena, verjetno pa gre za imunosupresiven virus in povzroca razboj bolezni

pri somih, sploh v obdobju drstenja (Lorincz in sod., 2012).

Cirkoviruse so potrdili tudi pri netopirjih, Simpanzih in psih (Rosario in sod., 2017). 1z vzorcev
¢loveskega blata so izolirani cirkularni virusni genomi, podobni cirkovirusom pri pticih in

PRV

svinjskega mesa (L.i in sod., 2010).
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2.1.3 PCV 1in PCV 2 kot kontaminanta v humanem rotavirusnem cepivu

Okuzbe z rotavirusom A globalno predstavljajo vodilni etioloski dejavnik akutnih
gastroenteritisov pri otrocih, mlajsih od 5 let in so razlog za 5 % vseh smrti otrok v tej starostni
skupini (Dennehy, 2015). Cepivi Rotarix in RotaTeq se po celem svetu uporabljata za
zmanj$evanje obolevnosti in smrtnosti za rotavirusom. V obeh primerih gre za atenuirani cepivi,
Ki sta visoko uéinkoviti v razvitih drzavah in srednje u¢inkoviti v drzavah v razvoju (Esona in

sod., 2014).

Prvic¢ so virusni genom PCV 1 odkrili v cepivu Rotarix, kjer so v 41,6 % izoliranih genomskih
sekvenc iz cepiva Rotarix ugotovili ujemanje s PCV 1 (Victoria in sod., 2010). Ker se pri
izdelavi cepiva Rotarix uporabljajo mediji brez seruma, so kot mozZen vir kontaminacije navedli
linij ob pripravi novih pasaz. Po kontaminaciji s PCV 1 so bile Vero celice verjetno stalno
okuzene. V rotavirusnem cepivu RotaTeq so le nekaj mesecev kasneje potrdili prisotnost nizkih
koncentracij DNA PCV 1 in PCV 2 (McClenahan in sod., 2011; Gilliland in sod., 2012).

Pri laboratorijskih testiranjih cepiv Rotarix in RotaTeq so ugotovili, da cepivo Rotarix vsebuje
cele ali skoraj cele genome PCV 1 in da je PCV 1 v cepivu infektiven, cepivo RotaTeq je
vsebovalo zgolj dele genomov PCV 1 in PCV 2, infektivnih cirkovirusov pa niso zaznali
(McClenahan in sod., 2011).

Po odkritju PCV 1 in PCV 2 v omenjenih rotavirusnih cepivih, so se pojavile skrbi o njihovi
varnosti. PCV 1 in PCV 2 ne povzrocata okuzbe ali bolezni pri ljudeh, vendar smo ljudje

virusoma izpostavljeni preko konzumiranja svinjskega mesa ali vdihavanja virusnih delcev iz

PRUREY

ey

razmnozevati (Victoria in sod., 2010).

Pri otrocih, cepljenih s cepivom RotaTeq, so potrdili prisotnost PCV 2 DNA v vzorcih blata.
Kljub temu, da so PCV 2 DNA v blatu potrdili z metodo PCR v realnem ¢asu (QPCR), jim ni
uspelo pridobiti nukleotidnih zaporedij s klasicnim PCR za potrebe sekvenciranja, to pomenti,

da je PCV 2 DNA v blatu prisotna v majhnih fragmentih ali v zelo nizkih koncentracijah. 1z
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nepopolnih nukleotidnih zaporedij PCV 2 DNA sledi, da blato cepljenih otrok ne vsebuje
infektivnih delcev (Esona in sod., 2014).

evee

Ksenotransplantacija pomeni vsak postopek transplantacije, implantacije ali infuzije zivih
zivalskih celic, tkiv ali organov v ¢loveka ali ¢loveskih telesnih tekocin, celic, tkiv ali organov,
Ki so bili poprej v ex vivo stiku z zivalskimi celicami, tkivi ali organi. Postopek so prvic¢ izvedli

leta 1667 pri poskusu ksenotransfuzije krvi iz jagnjet v ¢loveka (Lu in sod., 2020).

Necloveski primati (angl. non-human primates, NHP) so ¢loveku filogenetsko in evolucijsko
najblizje, zato so dolgo potekale raziskave potencialnih ksenotransplantacij ledvic, srca in jeter
(Lu in sod., 2020). Zaradi eti¢nih razlogov, verjetnosti medvrstnega prenosa infekcijskih
bolezni, tezavnosti vzreje in razlik v velikosti organov, NHP niso primeri donorji

ksenotransplantatov.

Za najbolj primerne zivali za potrebe ksenotransplantacije veljajo prasSi¢i. Zaradi velikega
stevila pujskov v leglu, kratke dobe rasti, velikosti in fizioloske podobnosti l[judem ter majhne
verjetnosti ksenozoonoz trenutno veljajo za najbolj primerno kandidatno vrsto. Po drugi strani

pa velika genetska razlika med prasici in ljudmi predstavlja oviro, saj se pojavlja teZja in hujsa

zavrnitvena reakcija pri vaskulariziranih organih (Lu in sod., 2020).

S PCV 1 in PCV 2 so eksperimentalno okuzili humane celi¢ne linije. Pri tem so okuzbo s PCV
1 opazili v humanih celi¢nih linijah 293, HeLa in Chang jetrnih celicah, okuZbo s PCV 2 pa
zgolj v Rd celicah. PCV 1 v okuzenih celicah ni povzrocal strukturnih sprememb, PCV 2 pa v
okuzenih celicah povzroca citopatski efekt. Poleg celi¢nih linij so za okuzbo s PCV 1 dovzetni
tudi humani levkociti, v katerih prihaja do morfoloskih sprememb, kar pomeni, da je PCV 1
lahko patogen. Kljub temu, da PCV 1 in PCV 2 lahko vstopita v ¢loveske celice, se virus v njih

ne more razmnozevati (Denner in Mankertz, 2017).

Okuzbo s PCV 3 so potrdili v ¢redi genetsko spremenjenih prasicev, vzrejenih posebno za
namen ksenotransplantacije. Srca PCV 3 pozitivnih prasi¢ev so presadili v pavijane, po
presaditvi pa je bil PCV 3 dokazan v presajenem prasi¢jem srcu in vseh organih pavijana
prejemnika, najvecjo koncentracija PCV 3 so dokazali v jetrih in vranici. Ni jasno, ali je PCV
3 sposoben okuziti pavijanove celice ali pa se PCV 3 iz srca po krvi zgolj prenese do drugih
organov (Kriiger in sod., 2019).
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S PCV 3 so eksperimentalno okuzili humane celice 293, vendar po 57 dneh inkubacije niso
zaznali PCV 3 DNA, kar pomeni, da PCV 3 ni sposoben okuzbe te humane celi¢ne linije
(Kriiger in sod., 2019).

evee

vzrejnih programov. Ti lahko temljijo na selekciji negativnih Zzivali, cepljenju in izolaciji
negativnih zivali. PCV 2 se prenasa tudi transplacentarno in preko kolostruma, zato je mo¢
vzrejo PCV  negativnih praSicev lahko dose¢i tudi z odtegnitvijo kolostruma in

emrbriotransferjem (Denner in Mankertz, 2017).
2.2 KLASIFIKACIA CIRKOVIRUSOV

V druzino Circoviridae sta uvrs¢ena dva rodova, Circovirus in Cyclovirus. Zadnja veljavna
klasifikacija je objavljena v Rosario in sod. (2017) in je potrjena s strani Mednarodnega
komiteja za taksonomijo virusov (ICTV). Klasifikacija temelji na nukleotidnem zaporedju
celotnega genoma. Da je nek virus klasificiran v enega izmed dveh rodov, mora izkazovati 80%
identiénost nukelotidne sekvence celotnega genoma. Clani obeh rodov se razlikujejo v poziciji
sekvence ori (angl. origin of replication) glede na kodirajo¢e regije in v dolzini intergenskih
regij (Breitbart in sod., 2017; Rosario in sod., 2017).

Viruse iz rodu Circovirus so odkrili samo pri vreten¢arjih, medtem ko se virusi iz rodu
Cycloviridae pojavljajo tudi pri nevretencéarjih. Nekdaj je druzini Circoviridae pripadal tudi rod

Gyrovirus, ki pa je bil kasneje razvrs¢en v druzino Anelloviridae (Rosario in sod., 2017).
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Tabela 1: Klasifikacija rodu Circovirus (International Committee on Taxonomy of Viruses — ICTV, 2021).

Table 1: Current classification of the genus Circovirus (International Committee on Taxonomy of Viruses — ICTV,

2021).

Vrsta

Cirkovirus mrene
Cirkovirus pri netopirjih 1
Cirkovirus pri netopirjih 2
Cirkovirus pri netopirjih 3
Cirkovirus pri netopirjih 4
Cirkovirus pri netopirjih 5
Cirkovirus pri netopirjih 6
Cirkovirus pri netopirjih 7
Cirkovirus pri netopirjih 8
Cirkovirus pri netopirjih 9
Cirkovirus pri netopirjih 10
Cirkovirus pri netopirjih 11
Cirkovirus pri netopirjih 12
Virus bolezni kljuna in perja
Cirkovirus kanarCkov

Pasji cirkovirus

Cirkovirus pri Simpanzih 1
Cirkovirus cibetovk
Cirkovirus rac

Cirkovirus evropskega soma
Cirkovirus $¢inkavcev
Cirkovirus gosi

Cirkovirus galebov
Cirkovirus pri ljudeh 1
Cirkovirus minkov
Cirkovirus pri netopirjih 1

Cirkovirus golobov

Kratica
BarCV
BatACV-1
BatACV 2
BatACV 3
BatACV 4
BatACV 5
BataCV 6
BatACV 7
BatACV 8
BatACV 9
BatACV 10
BatACV 11
BatACV 12
BFDV
CaCVv
CanineCV

ChimpACV 1

CivCV
DuCV
EcatfishCV
FiCV
GoCV
GuCvVv
HUACV 1
MiCV
MosACV1
PICV

GU799606
IX863737
KC339249
Q814849
KT783484
KJ641727
KJ641724
KJ641723
KJ641711
KJ641741
KX75686
KX756996
KJ641716
AF071878
AJ301633
KC241982
GQ404851
LC416389
DQ100076
JQ011377
DQ845075
AJ304456
DQ845074
GQ404856
KJ020099
MH188038
AF252610

Stevilka v genski banki
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Prasicji cirkovirus 1 PCV 1 AF071879
Prasi¢ji cirkovirus 2 PCV 2 AF027217
Prasicji cirkovirus 3 PCV 3 KT869077
Cirkovirus vran RaCV DQ146997
Cirkovirus pri glodalcih 1 RoACV 1 KY370034
Cirkovirus pri glodalcih 2 ROACV 2 KY370042
Cirkovirus pri glodalcih 3 RoACV 3 KY370039
Cirkovirus pri glodalcih 4 RoOACV 4 KY370029
Cirkovirus pri glodalcih 5 ROACV 5 KY370027
Cirkovirus pri glodalcih 6 ROACV 6 KY370037
Cirkovirus pri glodalcih 7 RoOACV 7 MF497827
Cirkovirus skorcev StCV DQ172906
Cirkovirus labodov SwCV EU056309
Cirkovirus pri klopih 1 TIACV1 KU230452
Cirkovirus pri klopih 2 TIACV1 KU230452
Cirkovirus avstralske zebrice Zficv KP793918
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2.3  GENOM PRASICJIH CIRKOVIRUSOV

Cirkovirusi spadajo med najmanjse zivalske viruse, veliki so od 13 do 25 nm, virion je
kroZna enovija¢na (ss) DNA molekula, ki vsebuje tri glavne odprte bralne okvirje (angl. Open
reading frame - ORF) in nekaj domnevnih ORF regij. (Klaumann in sod., 2018; Opriessnig in
sod., 2020).

PRVRN

(angl. ori — origin of replication) cirkovirusov predstavlja zanka 'NANTATTAC', ki se nahaja
na intergenski regiji med ORF 1 in ORF 2 (Rosario in sod. 2012). Zaporedje ori je identi¢no
pri PCV 1 in PCV 3 in ga predstavlja zaporedje »TAGTATTAC« (Palinski in sod., 2016), ori
PCV 2 predstavlja zaporedje »AAGTATTAC«, (Cheung, 2006), ori PCV 4 pa
»CAGTATTAC« (Zhang in sod., 2020).

PCV2-ORF3: 314bp
PCV3-ORF3: 693bp

TAGTATI'AC\

Start kodon: GTC

FTINN
HLQG RCR zaporedja

PCV1-ORF2: 701bp
PCV2-ORF2: 701bp
PCV3-ORF2: 645bp

PCV1-ORF1: 938bp
PCV2-ORF1: 994bp
PCV3-ORF1: 891bp

. DDFYGWVP ,

Tri ohranjer:a zaporedja
(funkcija ni poznana)
Slika 1: Organiziranost genoma PCV 3 je podobna organiziranosti PCV 1 in PCV 2, regiji ORF 1 in ORF 2 sta
orientirana v obratni smeri. Med njima je zanka, ki vsebuje ohranjeno nukleotidno zaporedje, specifiéno za
posamezen PCV in predstavlja zadetek replikacije (origin of replication - ori). PCV 3 gen za Rep protein na 5'
koncu vsebuje GTC start kodon in tri RCR motive, FTINN, HLQG IN YCKK. (Ouyang in sod., 2019a).

Figure 1: The arrangement of the PCV 3 genome is similar to those of PCV 1 and PCV 2, ORF 1 and ORF 2
regions are oriented in inverse directions. Between the ORF 1 and 2 regions is a stem-loop, which consists of a
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nucleotide sequence, specific for each PCV and represents the origin of replication. PCV 3 Rep gene has a GTC
start codon at it's 5' end and three RCR motifs, FTINN, HLQG and YCKK. (Ouyang et al., 2019a).

ORF 1 kodira zapis za proteina Rep in Rep', ki sodelujeta pri zacetku pomnozevanja preko
mehanizma kotale¢ega mehanizma pomnozevanja (angl. rolling cycle replication, RCR). ORF

evee

Palinski et al., 2016; Zhang et al., 2020).

ORF 2 kodira zapis za strukturni protein kapside Cap, ki velja za najbolj variabilen in imunogen
virusni protein. ORF 2 je orientiran v nasprotni smeri kot ORF 1. Podobnost v nukleotidnem
zaporedju Cap proteina med PCV 1 in PCV 2 znasa 67 %. Med PCV 2 in PCV 3 je podobnost
med 26 in 37 %, najnizja pa je podobnost med PCV 1 in PCV 3 ter znasa 24 % (Cheung, 2015;
Palinski et al., 2016; Klaumann in sod., 2018; Zhang et al., 2020).

ORF 3 kodira nestrukturni protein, ki sodeluje pri apoptozi celice, njegova funkcija je dobro
poznana pri PCV 1in PCV 2 v in vivo ter in vitro pogojih, pri PCV 3 pa njegova funkcija $e ni
znana. Regija ORF 3 je pri PCV 2 orientirana v nasprotni smeri kot ORF 1, pri PCV 3 pa je
orientirana v isti smeri kot ORF 1 (Cheung, 2015; Palinski in sod., 2016; Klaumann in sod.,
2018).

ORF 4 so opisali samo pri genomu PCV 2. ORF 4 ni pomemben za razmnozevanje Virusa,
verjetno pa vpliva na modulacijo gostiteljevega imunskega odziva prek zmanj$anja delovanja

kaspaz in regulacije limfocitov CD 4+ in CD 8+ (He in sod., 2013).

Tabela 2: Primerjava velikosti genoma in proteinov med prasi¢jimi cirkovirusi (Opriessnig in sod., 2020).

Table 2: The comparisson of genome length and proteins of porcine circoviruses (Opriessnig et al., 2020).

Virus Velikost genoma? Rep protein® Rep' protein®  Cap protein®
PCV 1 1758-1760 312 168 230-233
PCV 2 1766-1769 314 297 233-236
PCV 3 1999-2001 296-297 Ni poznano 214

PCV 14 1770 296 Ni poznano 228

a_ stevilo nukleotidov (nt), ® — stevilo aminokislin (aa),

a _ number of nucleotides (nt), ® — number of aminoacids (aa)
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2.4 EPIZOOTIOLOGIJA PRASICJIH CIRKOVIRUSOV

Od prve ugotovitve prasicjega cirkovirusa leta 1974 v Nemciji, so do zacetka 90-ih let 20.
stoletja opravili ve¢ seroloskih preiskav v Nem¢iji, Kanadi, Angliji in ZDA, ki so pokazale, da
so cirkovirusi Ze moc¢no razSirjeni med populacijami praSi¢ev v teh drzavah (Patterson in
Opreissnig, 2010). Ker so studije izvedli preden so imeli na voljo teste, ki so omogocali
razlikovanje med PCV 1 in PCV 2, to¢no dolocen tip PCV ni znan. Od konca 90-ih let imamo
na voljo diagnosti¢ne teste, s katerimi lahko razlikujemo med PCV 1 in PCV 2. PCV 2 danes
velja za splosno razsirjenega patogena, kar pomeni, da je prisoten v vecini, ¢e ne celo v vseh

¢redah prasicev po svetu (Baekbo in sod., 2012).

Skupno je poznanih 8 genotipov PCV 2 (Franzo in Segales, 2018). Sprva je med prasici
prevliadoval genotip PCV 2a, tega je izpodrinil PCV 2b (Patterson in Opreissnig, 2010), kar
pripisujejo masovnemu cepljenju prasic¢ev proti cirkovirozi. Prevlado genotipa PCV 2b nekateri
circovirus associated disease, PCVAD) in tezjim potekom bolezni pri prasi¢ih (Patterson in
Opreissnig, 2010). Med letoma 2010 in 2015 je prislo do drugega premika (angl. shift)
prevladujocega genotipa, ko je PCV 2b zamenjal PCV 2d (Xiao in sod., 2015; Franzo in
Segales, 2018).

O prisotnosti PCV 3 so prvi¢ porocali iz ZDA, od takrat so ga potrdili tudi v ve¢ evropskih
drzavah, v Aziji in Juzni Ameriki (Klaumann in sod., 2018). DNA PCV 3 so potrdili v slini,
nosnih izlo¢kih, fecesu, semenski tekocini in kolostrumu, tako pri zdravih kot bolnih zivalih
(Klaumann in sod., 2018; Ouyang in sod., 2019a). Ceprav gre za nedavno odkrit virus, so
retrospektivne Studije pokazale razsirjenost PCV 3 Ze prej (Palinski in sod., 2016), Fu in sod.
(2018) ocenjujejo, da PCV 3 med prasi¢i krozi ze vsaj od leta 1966. Domneva se, da se je

PRUREY

Genom PCV 3 so dokazali tudi med divjimi praSi¢i. Med divjimi pra$ic¢i so ugotovili visjo
prevalenco PCV 3 kot pri domacih prasic¢ih iz Cesar sklepajo, da divji prasi¢i predstavljajo

rezervoar PCV 3 v naravi (Franzo in sod., 2018; Klaumann in sod., 2019).
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Slika 2: Prikaz drzav, iz katerih so poro¢ali 0 prisotnosti PCV 3 do leta 2018 (Klaumann in sod., 2018).

Figure 2: Countries where PCV 3 has been reported until 2018 (Klaumann et al., 2018).

2.5 SOCASNE OKUZBE Z DRUGIMI PATOGENI

Pri okuzbi s PCV 2 glavno tar¢o predstavljajo celice imunskega sistema prasica. |z tega razloga

je soCasna okuzba z drugimi patogeni bolj verjetna. V literaturi so ob prisotnosti PCV 2 opisane

ey

PRVEE

virusom ter drugimi podtipi PCV 2 (Ouyang in sod., 2019b). Opriessnig in sod. (2004)
ugotavljajo, da socasna okuzba s PCV 2 in Mycoplasmo hyopneumoniae verjetno vpliva na
poslabsanje klini¢ne slike PCVAD (angl. porcine circovirus associated disease), podobno velja

evee

1999).

Pri prasicih, okuzenih s PCV 3, so pricakovano dokazali so¢asne okuzbe z nekaterimi patogeni
kot pri prasi¢ih okuzenih s PCV 2. Poro¢ajo o socasni okuzbi PCV 2 in virusom PRRS,
in drugimi patogeni mikroogranizmi (Klaumann in sod., 2018; Ouyang in sod., 2019b). Vloga
PCV 3 na imunski sistem in vpliv na soCasne infekcije ter na razvoj bolezni zaenkrat Se nista

razjasnena.



T. Steferl: Ugotavljanje razsirjenosti in dolo¢itev celotnih genomov PCV 2 in PCV 3 16
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Raziskovalna naloga

2.6 CEPLJENJE PRASICEV PROTI PRASICJIM CIRKOVIRUSOM

Izbruhe bolezni in ekonomsko Skodo, ki jo povzroca PCV 2 lahko omilimo s cepljenjem
prasi¢ev. Proti PCV 2 je na voljo pet komercialnih cepiv za uporabo na svinjah in pujskih
starejSih od dveh oziroma treh tednov. Komercialna cepiva so uspesna pri znizevanju Stevila
viremic¢nih prasicev in znizevanju koli¢ine PCV 2 v krvi okuzenih prasicev, koli¢ine izlo¢enega
virusa v nosnih izlockih, iztrebkih in semenski tekocini, znizana je moznost transplacentarnega
prenosa (Chae, 2012). Cepljenje moc¢no zniZa incidenco praSi¢jega multisistemskega
poodstavitvenega huj$anja (angl. porcine multisystemic wasting syndrome, PMWS), izboljsa
parvovirusom in M. hyopneumoniae. Pri cepljenih svinjah se uspeh umetne osemenitve izboljsa
za 7 % (Chae, 2012). Zaradi znizanja incidence PMWS se v prihodnje pricakuje zviSana
incidenca PRDC, saj cepljeni pujski prezivijo do starosti, ko se zaénejo pojavljati drugi

respiratorni patogeni.

Vsa komercialna cepiva temeljijo na genotipu PCV 2a, navzkrizno zascito pa nudijo tudi proti
genotipu PCV 2b (Chae, 2012). Cepiva proti PCV 2 najverjetneje ne nudijo zas¢ite proti PCV
3 (Wozniak in sod., 2019).

Tabela 3: Nekatera komercialno dostopna cepiva proti PCV 2 in njihove lastnosti (Chae, 2012).

Table 3: Some of the commercially avaliable vaccines against PCV 2 and their properties (Chae, 2012).

Cepivo Proizvajalec Antigen Kategorija Doza Cepljenje

Circovac Merial Inaktiviran  Svinja, 2ml; 0,5ml 5 in 2 tedna pred
PCV 2 sesni pujski prasitvijo; 3 tedni

Circoflex Boehringer-  Protein Sesni pujski 1 ml 2 teden

Ingelheim kapside

Circumvent Merck Protein Sesni pujski = 2 ml 3 teden
kapside

Porcillis Merck Protein Sesni pujski = 2 ml 3 teden

PCV kapside

Fostera Pfizer Himerni Sesni pujski = 2 ml 3 teden

PCV PCV 1/2
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2.7 PATOGENEZA OKUZBE S PRASICJIMI CIRKOVIRUSI

PCV 2 primarno prizadane limfoidno tkivo, pri ¢emer virus povzro¢i uniéenje limfati¢nih
foliklov, propadlo tkivo pa zamenjajo histiociti, kar vodi v imunosupresijo. Med okuZzbo se
zniza $tevilo dendritskih celic, limfocitov B, naravnih celic ubijalk, yd T celic ter CD4+ in
CDS8+ limfocitov T, povisa pa se Stevilo monocitov in granulocitov (Meng, 2013). V in vitro
pogojih so ugotovili, da so celice monocitno-makrofagnega sistema perzistentno okuzene s

PCV 2 in verjetno sluzijo za prenos virusa po gostitelju. (Segales in sod., 2012a).

PDNS je posledica nalaganja imunskih kompleksov v tkivih, kjer sprozijo akutno vnetje in
poskodbo zilne stene in ledviénega glomerula (Drolet in sod., 1999). Pri prasicjih fetusih,
okuzenih in utero, so za PCV 2 dovzetni miokardiociti, hepatociti in celice monocito-

makrofagnega sistema (Segales in sod., 2012a).

Patogeneza PCV 3 Se ni poznana.
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2.8 KLINICNA SLIKA OKUZBE S PCV 2 IN PCV 3

PCV 1 ne spada med virusne patogene, saj pri prasi¢ih ne povzroca klini¢nih znakov bolezni.
PCV 2 je eden najbolj pomembnih patogenov v prasicereji, z njim je povezanih ve¢ bolezenskih
sindromov, vendar pa velik odstotek okuZenih prasi¢ev ne kaze klini¢nih znakov. Tudi PCV 3
je povezan s pojavom klinicnih znakov pri prasi¢ih, prav tako je velik odstotek okuzenih
prasi¢ev brez klini¢nih znakov. PCV 4 so prvi¢ izolirali iz prasicev, ki so kazali znake
respiratorne in enteri¢ne bolezni ter PDNS, ugotovili pa so ga tudi pri zdravih prasi¢ih (Zhang
in sod., 2020). Oblike bolezenskih znakov povzemamo po novi predlagani terminologiji kot jo
navaja Segales (2012), ponedkod pa so zraven vkljuceni tudi bolezenski znaki, pri katerih so
ugotovili PCV 3.

2.8.1 Sistemska bolezen (PCV-SD, PMWS)

Sistemsko bolezen je najpogosteje opisana klini¢na manifestacija okuzbe s PCV 2, znana tudi
kot sindrom poodstavitvenega huj$anja (angl. PMWS — porcine multisystemic wasting
syndrome). Bolezen najpogosteje prizadane odstavljence med 6. in 14. tednom starosti. Znacilni
klini¢ni znaki zanjo so kaheksija, bledica, intermitentna driska, dispnea, povecane ingvinalne
bezgavke in ob¢asno zlatenica. Obolevnost ponavadi znasa od 4 do 30 %, smrtnost pa od 4 do
20 % (Segales, 2012).

2.8.2 Sindrom dermatitisa in nefropatije (PDNS)

Sindrom dermatitisa in nefropatije (angl. porcine dermatitis and nephopathy syndrome, PDNS)
prizadene sesne, pitovne in plemenske prasice. Oboleli prasi¢i so anoreksi¢ni in depresivni,
lahko z rahlo poviSano telesno temperaturo, lezijo na tleh in se s tezavo premikajo. Najbolj
ociten znak PDNS so rdece do vijoli¢ne makule ali papule na kozi, ponavadi na zadnjih nogah
in v dimljah, véasih pa po veéini koZe telesa. Cez ¢as lezije prekrijejo temne kraste, ki lahko za
seboj pustijo brazgotine. Prevalenca PDNS je ponavadi pod 1 %, smrtnost pri prasi¢ih, starejsih
od 3 mesecev, lahko doseze do 100 %, medtem ko pri mlajsih dosega 50 %. Tezko obolele
zivali poginejo nekaj dni po pojavu klini¢nih znakov, prebolevniki pa si opomorejo in zacnejo

pridobivati na tezi 7 do 10 dni po pojavu klini¢nih znakov (Segales, 2012).

Znake, podobne PDNS so opazili tudi pri 4 in 8 tednov starih SPF (angl. specific pathogen free)
pra$i¢ih, ki so bili eksperimentalno okuzeni s PCV 3. Pri obojih so se pojavili blagi zacetni

znaki v obliki kaslja, kihanja in driske, tem pa so sledili tezji znaki bolezni kot npr. tahipneja,
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letargija, koza in uhlji so postali rde¢i, multifokalno so po kozi ugotavljali prisotne papule ter
superficialen dermatitis. Smrtnost je v prvih stirih tednih 40 %, pri osem tedenskih prasicih pa
0 %. Rezultati studije so pokazali, da je PCV 3 sposoben samostOjno povzrociti klini¢no
bolezen, kljub temu, pa natan¢na patogeneza PCV 3 zaenkrat Se ni razjasnjena (Jiang in sod.,

2019).
2.8.3 Pljucna bolezen
Pri obolelih zivalih sta prisotna dihalna stiska in dispnea (Segales, 2012).

Pri pra$icih s klini¢nimi znaki prasic¢jega respiratornega bolezenskega kompleksa (angl. porcine

respiratory disease complex — PRDC) so ugotovili prisotnost PCV 3. Pri bolnih prasicih so

v

2.8.4 Enteri¢na bolezen
Edini klini¢ni znak obolelih zivali je driska (Segales, 2012).

2.8.5 Reproduktivna bolezen

PRVREY

in mumificiranih pujskov. Reproduktivna bolezen povezana s PCV 2 je v farmskih pogojih
redka, saj je v ¢redah obicajno ugotovljena visoka seroprevalenca PCV 2. Klini¢no najbolj
prizadete po vnosu PCV 2 so povecini naivne ¢rede z velikim Stevilom mladic ali v PCV 2

seronegativnih ¢redah (Segales, 2012).

Pri svinjah, pri katerih so prvi¢ ugotovili PCV 3, so opazili zniZzano oploditveno sposobnost
(Palinski in sod., 2016). V primerjalni $tudiji med zdravimi svinjami in svinjami s kroni¢nimi
reproduktivnimi sposobnostmi je bil je bil odstotek PCV 3 pozitivnih visji pri bolnih svinjah
(Zou in sod., 2018).

2.8.6 Subklini¢na infekcija

Gre za najpogostejSo obliko poteka okuzbe s PCV 2, pri katerem okuZeni pras$ici ne kazejo
oCitnih klini¢nih znakov obolenja. Opazen je znizan dnevni prirast, S cepljenjem pa lahko

izboljsamo proizvodne parametre (Segales, 2012).
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2.9 PATOMOFORMOLOSKE SPREMEMBE PO OKUZBI S PCV 2

V zgodnji fazi PMWS so najocitnejsi kliniéni znak povecane bezgavke (predvsem ingvinalne
superficialne bezgavke), ki kasneje atrofirajo. Histopatolosko je opazna deplecija limfocitov in
infiltracija z velikimi histiociti in polinuklearnimi celicami. Znacilna je tudi atrofija skorje
timusa, v dendritskih celicah in histiocitih pa opazimo citoplazemske virusne inkluzije (Segales,
2012a). Na drugih organih lahko opazimo limfohistiocitno ali granulomatozno intersticijsko
pneumonijo, intersticijski nefritis, granulomatozni enteritis ter limfohistiocitni hepatitis

razli¢ne intenzitete. Moznost limfohistiocitnega vnetja je v vseh tkivih (Segales in sod., 2012).

Najbolj o¢itna patomofroloska sprememba pri PDNS je sistemski nekroti¢ni vaskulitis, ki se na
kozi izraza v obliki znacilnih makul in papul na podro¢ju dimelj in zadnjih nog. Prasi¢i, ki
akutno poginejo imajo bilateralno povecane ledvice z drobnimi rde¢imi lezijami na povrsini in
edemom ledvicnega meha. Vse to sovpada z fibronekroticnim glomerolitisom in intersticijskim
nefritisom. Pri pra$ic¢ih, ki so preziveli akutno fazo PDNS je lahko prisoten kroni¢ni
glomerulonefritis (Segales, 2012). Tudi v tem primeru je znaéilna deplecija limfocitov (Segales
in sod., 2012).

Reproduktivna oblika bolezni ima za posledico mrtvorojene in slabotne pujske. Pri njih
ugotavljamo fibroti¢ni in/ali nekrotiéni miokarditis, ki se kaze v obliki multifokalnih
diskoloracij v miokardu. Posledi¢no opazimo tudi hipertrofijo srca in pasivno kongestijo jeter.

Pri fetusih lahko opazimo tudi blago plju¢nico (Segales, 2012; Segales in sod., 2012).

Za pljucno obliko bolezni je znacilna granulomatozna bronhointersticijska pljucnica,
sprememb, znacilnih za PMWS pa ni. Pri enteri¢ni obliki se pojavi granulomatozni enteritis,
opazimo pa lahko tudi limfocitno deplecijo v Payerjevih ploscah, v drugih limfnih tkivih pa ne.
Pri subklini¢ni infekciji je prisotna blaga deplecija limfocitov z blagim vnetjem v limfnih tkivih,

patomorfoloske spremembe lahko povsem izostanejo (Segales in sod., 2012).
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2.10 DIAGNOSTICNE METODE

........

direktno povezati z dolo¢enim obolenjem, je pri diagnozi PCVAD zato potrebno upostevati
razli¢ne diagnosti¢ne kriterije, ki temeljijo na klini¢ni sliki, patohistoloskih in laboratorijskih

preiskavah (Segales in sod., 2012).
2.10.1 Klini¢na diagnostika
Za klini¢no diagnostiko PMWS (PCV-SD) so dolo¢eni naslednji kriteriji:

- prisotnost znadilnih klini¢nih znakov, kot naprimer hiranje, izguba teze, oteZzeno dihanje,
povecane ingvinalne bezgavke, lahko tudi zlatenica.
- prisotnost znacilnih patohistoloskih sprememb v limfoidnem tkivu

- zmerna do visoka koli¢ina PCV 2 v tkivih obolelih prasicev (Segales in sod., 2012)

Diagnozo PMWS v ¢redi prasicev postavimo na podlagi povecanega pogina in zaostajanja Vv

rasti ter ob prisotnosti zgoraj navedenih kriterijev pri vsaj enem prasicu (Segales in sod., 2012).
Za klini¢no diagnostiko PDNS sta dolo¢ena naslednja kriterija:

- prisotnost hemoragi¢nih in nekroti¢nih sprememb na kozi, predvsem na zadnjih nogah in
perineumu in/ali otekle ledvice s kortikalnimi petehijami.

- prisotnost nekroti¢nega vaskulitisa in fiboznega glomerulonefritisa (Segales in sod., 2012).
Dokaz prisotnosti PCV 2 ni pogoj za diagnozo PDNS.
Za klini¢no diagnostiko reprodukcijskih motenj, povzrocenih s PCV 2 so doloceni trije kriteriji:

- abortusi v pozni brejosti in mrtvorojeni pujski, pri katerih je lahko obcasno prisotna
hipertrofija srca
- prisotnost fibroznega ali nekroti¢nega miokarditisa

- visoka koli¢ina PCV 2 v miokardu in drugih tkivih fetusa

PCV 3 so potrdili pri prasicih s PDNS, respiratornimi, reprodukcijskimi, gastrointestinalnimi
in nevroloskimi obolenji, DNA PCV 3 pa so dokazali tudi pri zdravih zivalih (Klaumann in
sod., 2018). Ker natan¢ne patogeneze za PCV 3 ne poznamo, zaenkrat ni na voljo natan¢nih

diagnosti¢nih parametrov.
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2.10.2 Dokazovanje prisotnosti virusne nukleinske kisline

Za dokazovanje prisotnosti nukleinske kisline PCV 2 in PCV 3 se najpogosteje uporabljajo
metode za pomnozevanje Kratkih odsekov virusnega genoma (klasi¢ni PCR in PCR v realnem
¢asu). Virusno DNA PCV 2 in PCV 3 so dokazali v Stevilnih tkivih pri simptomatskih in
asimptomatskih prasi¢ih (Segales in sod., 2012; Ouyang in sod., 2019a). Najpogosteje
uporabljena tkiva za dokazovanje DNA PCV 2 in diagnostiko PCVAD so srce, pljuca, jetra,
vranica, bezgavke, tonzile (O'Dea, 2008). Na voljo je Sirok nabor PCR testov za dokazovanje
PCV 2in PCV 3 (Segales in sod., 2012, Ouyang in sod., 2019a). Za dokaz PCV 2 se priporoc¢a
uporaba kvantitativnega PCR v realnem ¢asu, saj omogoca dolo¢itev $tevila kopij genoma v

preiskovanem vzorcu (Opriessnig in sod., 2007).
2.10.2.1 Dokazovanje virusa z verizno reakcijo s polimerazo (PCR)

Temelj metode PCR (angl. Polymerase chain reaction) je pomnozevanje specifiénega odseka
genoma, katerega s 25 do 40 cikli¢nimi ponovitvami pomnozimo do nivoja zaznave
(Templeton, 1992). Za izvedbo PCR metode potrebujemo izolirano DNA preiskovanega
organizma, stiri deoksiribonukleotidfosfate (dATP, dTTP, dGTP in dCTP), oligonukleotidna
zaCetnika (angl. forward in reverse primers), od DNA odvisno polimerazo ter pufer (Remick in
sod., 1990).

PCR metoda je sestavljena iz treh glavnih korakov: prvi korak predstavlja denaturacijo DNA
(pri 95 °C), kjer pride iz ene dvovijacne molekule DNA do nastanka dveh enovija¢nih molekul
DNA, drugi korak pomeni prileganje oligonukleotidih zacetnikov na komplementarna
zaporedja na genomu (med 45°C in 75 °C), kon¢ni korak pa je sinteza komplementarne DNA
med obema oligonukleotidnima zacetnikoma (med 52 °C in 75 °C) (Saiki in sod., 1988).
PomnoZevanje poteka s podaljSevanjem oligonukleotidnih zacetnikov z dodajanjem novih
deoksiribonukleotidfosfatov v smeri 5' — 3', s pomocjo termostabilne DNA polimeraze.

Reakcijo ustavimo z ohladitvijo na 4 °C po zadnjem ciklu.

Klasicen PCR izvajamo v avtomatskem pomnozevalniku, ki omogoc¢a natan¢no vzdrzevanje
dolo¢enih temperatur in hitro prehajanje med prej navedenimi temperaturnimi obmocji (Saiki
in sod., 1988). Metoda PCR je eno izmed kljuc¢ih molekularnih orodij, ki se uporablja v

raziskavah in diagnostiki s podrocja mikrobiologije in genetike.
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2.10.2.2 Dokazovanje virusa z verizno reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu (QPCR)

Metoda PCR v realnem casu (angl. Real-time PCR, gPCR) je nadgrajena kvalitativna in
kvantitativna razli¢ica klasicne PCR metode, ki med pomnoZevanjem tar¢ne DNA podaja
informacijo o specificnosti oziroma o Stevilu kopij, ¢e gre za kvantitativno razli¢ico.
Ugotavljanje virusne DNA temelji na uporabi oligonukleotidnih zacetnikov in lovk (sond),

oznacenih s fluorescencnimi barvili (MacKay, 2004).

Najpogosteje uporabljene oznacene lovke so TagMan oziroma 5' nukleazne sonde (MacKay in
sod., 2002). Sonda TagMan je oligonukleotid z vezanim fluoroflorom na 5' koncu in dusilcem
na 3' koncu. Nevezana sonda ne oddaja flurescen¢nega signala, ker je duSilec preblizu
flurofloru. Ce se sonda veZe na prilegajote zaporedje na genomu, pride do podalj$evanja
oligonukleotidnega zacetnika, encim Tagq DNA polimeraza hidrolizira sondo in pride do
odcepitve fluroflora. Ker dusilca ni ve¢ v blizini, za¢ne oddajati flurescenc¢ni signal, ki ga lahko

izmerimo v posameznem ciklusu (Cockerill in sod., 2003).

Flurescenco spremljamo z racunalniskim programom, kjer se od¢itane vrednosti izpisejo v
obliku sigmoidne krivulje, ki predstavlja koli¢ino nastalega PCR produkta. Ko signal preseze
prag zaznavanja, za¢ne Krivulja eksponentno rasti, to to¢ko imenujemo vrednost Ct (angl. cycle
treshold). Vrednost Ct nam poda informacijo o koli¢ini produktov PCR in je obratno
sorazmerna zacetnemu Stevilu tar¢nih kopij iskane DNA. Zaradi omejene koliCine reagentov se
reakcija s¢asoma upocasni, flurescenca pa ne narasca vec, zato to zadnjo fazo imenujemo plato

faza (MacKay in sod, 2002).
2.10.3 Dokazovanje prisotnosti protiteles

Diagnostika PCVAD z uporabo seroloskih metod ni najbolj primerna, saj je seroloski profil
(prisotnost protiteles) podoben pri klini¢no bolnih in asimptomatskih prasi¢ih (Segales, 2012a),
primerna pa je pri ugotavljanju ¢asa vnosa okuzbe v populacijo. Protitelesa proti PCV 2 lahko
v populaciji prasicev ugotavljamo z virus nevtralizacijskim testom (VNT), testom ELISA in

direktnim imunoflures¢encnim testom (Opriessnig., 2007).

Ker 0 PCV 3 porocajo iz mnogih drzav po svetu, SO Se razvile tudi hitre in obcutljive metode
za detekcijo PCV 3. Deng in sod., (2018) so razvili indirektni test ELISA za dokaz virusnega

antigena PCV 3 v serumu. Drugi testi za serolosko diagnostiko PCV 3 so Se v razvoju.
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2.11 GENOTIPIZACIJA PRASICJIH CIRKOVIRUSOV

PCV 1 izkazuje nizko genetsko raznolikost, prav tako je zanj zna¢ilno majhno Stevilo mutacij
(Cortey in Segales, 2012). Prav nasprotno velja za PCV 2. Leta 2008 so na podlagi filogenetske
primerjave ORF 2 regije virusnega genoma predlagani trije genotipi: PCV 2a, PCV 2b in PCV
2c. Seve PCV 2 so razvrstili glede na razmerje razli¢nih nukleotidov v ORF 2 regiji med dvema
sekvencama z upostevanjem »cut off« vrednosti 0,0035. Za prototipne sekvence posameznih
genotipov so dolo¢ili prve vneSene sekvence v genski banki, ki so dostopne pod Stevilkami
AF055392 za PCV 2a, AF055394 za PCV 2b in EU148503 za PCV 2c. Med PCV 2c so
uvrscene samo tri sekvence z Danske, zaznane v arhivskih vzorcih iz 80-ih let (Segales in sod.,
2008). S¢asoma se je Stevilo znanih genotipov PCV 2 vztrajno povecevalo. Guo in sodelavci
(2010) so na Kitajskem doloc¢ili nov genotip PCV 2d, Davies in sodelavci (2016) pa so v ZDA
identificirali nove seve PCV 2 in jih poimenovali PCV 2e, Bao in sodelavci (2018) pa so
porocali o sekvencah, ki jih ni bilo mo¢ uvrstiti v nobenega od prej navedenih genotipov, zato

so to novo klado poimenovali PCV 2f.

Leta 2015 so Xiao in sodelavci na podlagi 1680 ORF 2 sekvenc seve uvrstili v stiri glavne
genotipe: PCV 2a, PCV 2b, PCV 2c in PCV 2d ter tri vmesne klade (angl. IC — intermediate
clades). Po trenutno veljavni Klasifikaciji, ki sta jo predlagala Franzo in Segales (2018) je
poznanih 8 genotipov PCV 2: PCV 2a, PCV 2b, PCV 2¢, PCV 2d, PCV 2e, PCV 2f, PCV 2g
in PCV 2h. Kiriteriji, po katerih so dolo¢ili posamezne genotipe so: vsaj 13 % razlike v
nukleotidnem zaporedju v ORF 2 regiji genoma, z ve¢ kot 70 % statisticno podporo v
filogenetskem drevesu, k vsakemu genotipu pa mora spadati vsaj 15 sevov. Namen te
klasifikacije je bil vzpostaviti »skupen jezik« za prihodnje Studije, vendar avtorja opozarjata,
da bo potrebno v prihodnje genotipizaciji posvecati ve¢ pozornosti, da bo dosezena homogena

klasifikacija PCV 2 po svetu.

PCV 3 imajo primerjavi s PCV 2 nizjo genetsko raznolikost. Z uporabo razli¢nih filogenetskih
algoritmov so dolocili dva genotipa PCV 3, PCV 3a in PCV 3b (Franzo, 2018; Fux in sod.,
2018; Li in sod., 2018). Li in sodelavci so genotip PCV 3a nadaljne razdelili $e na podtipa PCV
3a-1in PCV 3a-2, nekaj sevov pa uvrstili v vmesno klado PCV 3a-IM. Fu in sodelavci (2017)
pa na podlagi dveh aminokislinskih mutacij na proteinu Cap navajajo tri genotipe PCV 3a, PCV
3b in PCV 3c, pri ¢emer genotip PCV 3a nadaljne razdelijo na podtipe PCV 3al, PCV3a2 in
PCV 3a3.
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Franzo in sodelavci (2020) so nedavno predlagali nove kriterije za klasifikacijo PCV 3, pri
¢emer so se zgledovali na njihovo klasifikacijo PCV 2 (Franzo in Segales, 2018). Kriteriji
temeljijo na ve¢ kot 70 % statisti¢ni podpori v filogenetskem drevesu, najvec¢ 3 % razlike v
nukleotidnem zaporedju celega genoma ali najvec¢ 6 % razlike v nukleotidnem zaporedju regije
ORF 2, vsaka klada pa naj vsebuje vsaj 5 sekvenc, kar predstavlja priblizno 1 % analiziranih
PCV 3 sevov. Na podlagi omenjenih kriterijev so seve PCV 3 razdelili v dve kladi. Prvo klado
so uradno poimenovali PCV 3a, medtem ko so v drugo klado uvrstili zgolj dve sekvenci, kar
pa ne ustreza omenjenim kriterijem za klasifikacijo. Druga klada bi lahko bila v prihodnjosti

uradno priznana kot PCV 3b, v kolikor bo vanjo uvrscenih vec sekvenc.
2.12 STANJE OKUZB S CIRKOVIRUSI V SLOVENIJI

V Sloveniji smo prve klini¢ne primere PMWS opisani leta 1999, PCV 2 pa so dokazali z metodo
multiplex PCR prvi¢ pri 22 domacih (Toplak in sod., 2002) in 8 divjih prasi¢ih (Toplak in sod.,
2004). Podatki o okuzbah s PCV 2 so v zadnjih letih precej pomanjkljivi.

Toplak in sodelavci (2012) so ugotavaljali genetsko variabilnost PCV 2, izoliranih pri domacih
in divjih prasi¢ih med letoma 2001 in 2010 v Sloveniji in Srbiji. V primerjavo so vkljuéili 30
srbskih in 17 slovenskih sevov in filogenetsko analizo izvedli na podlagi delnega zaporedja
ORF 2 regije, ki se je izkazala kot primerna za ugotavljanje genetske variabilnosti. Ve¢ino
slovenskih in srbskih sevov so uvrstili v genotip PCV 2b, med sevi pa so ugotovili visoko
genetsko podobnost, od 99,1 do 100 %. 6 slovenskih sevov in 1 srbski sev so uvrstili v genotip
PCV 2a, med katerimi so ugotovili od 86,7 do 98,8 % identi¢nost, 1 slovenski in 1 srbski sev
pa v genotip PCV 2d. Rezultati Studije so pokazali, da je med slovenskimi in srbskimi prasic¢i

prevladoval genotip PCV 2b.

V letu 2019 smo PCV 3 prvi¢ ugotovili tudi v Sloveniji. V Vestniku Veterinarske zbornice smo
leta 2020 objavili rezultate preliminarne Studije, v kateri smo na prisotnost PCV 2 in PCV 3 z
metodo PCR v realnem casu preiskali 31 vzorcev domacih in 25 vzorcev divjih praSicev.
Prisotnost PCV 2 smo dokazali pri 23 domacih in 3 divjih prasi¢ih, PCV 3 pa pri 9 domacih in
3 divjih prasi¢ih (Steferl in Toplak, 2020). Plut in sodelavci (2020) so ugotavljali prisotnost
PCV 3 pri domacih prasicih na Sestih farmah z metodo PCR v realnem ¢asu. Preiskali so vzorce
ustne tekocine, iztrebkov in seruma ter prisotnost PCV 3 dokazali v 73,5 % preiskanih vzorcih
ustne tekocine, 23,5 % preiskanih iztrebkov in 13,1 % preiskanih serumskih vzorcih. Na petih

farmah so PCV 3 zaznali pri vseh kategorijah prasi¢ev. Sekvencirali so 15 delnih genomov v
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regiji Rep (255 nt) in ugotovili 99,5 % podobnost med slovenskimi sevi. Pri prasi¢ih, ki so jih
cepili cepljeni proti PCV 2 so opazili rahlo znizanje PCV 2 pozitivnih vzorcev, niso pa opazili
vpliva na prisotnost PCV 3. Ugotovitve kazejo na to, da cepljenje proti PCV 2 najverjetneje ne
S¢itijo pred PCV 3.

V Casu pisanja te naloge PCV 4 v Sloveniji $e nismo dokazali.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI
3.1.1 Vzorci poginjenih domacih in divjih prasicev

V preiskavo smo kljucili 88 domacih in 43 divjih prasicev iz 71 slovenskih ob¢in. VVzorce smo

odvzeli v okviru rednega pogina prasi¢ev na farmah.

3.2 METODE

3.2.1 Priprava suspenzije vzorcev

Iz razliénih delov organov (vranica, ledivca, bezgavke, tonzile) smo s Skarjami odvzeli
priblizno 0,5 do 1 cm?® tkiva organa in ko$¢ke dali v vre¢ko za mastikator. S karjami smo
koscke organa sesekljali na drobne koscke in dodali 5 do 7 ml RPMI — 1640, da smo dobili 10
% suspenzijo. Tako pripravljeno vrecko smo dali v mastikator in vzorec homogenizirali 1,5
minute. Suspenzijo smo odlili v 15 ml epruveto in jo oznadili s $tevilko vzorca. Vzorec smo
centrifugirali 15 minut na 2.500 obratih/min. Za preiskavo PCR smo oddvojili 2 ml
supernatanta v vijalko, jo oznacili z oznako vzorca in datumom priprave ter vzorec shranili na

< -50 °C do zacetka preiskave.
3.2.2  Preventivni ukrepi pri delu z vzorci

Izolacijo nukleinske kisline DNA smo pri vseh 131 preiskanih vzorcih izvedli s komercialnim
kompletom QIAamp Viral RNA (Qiagen, Nemcija). Da bi preprecili navzkrizno kontaminacijo
in morebitno nenamerno kontaminacijo vzorcev smo med izolacijo nukleinskih Kkislin
uporabljali Stevilne preventivne ukrepe. Pri delu smo uporabljali zas¢itni plas¢ in rokavice ter
jih po potrebi veckrat zamenjali. Pri nanaSanju vzorcev na kolonice smo bili pozorni na
natan¢nost in pazili, da se z nastavkom pipete nismo dotikali zunanjih delov in membrane
kolonice. Med nanaSanjem smo vedno zamenjali nastavke s filtrom. Pri vorteksiranju smo s
kratkim centrifugiranjem 1,5 ml epruvetk odstranili kapljice z notranjosti pokrova. Epruvete
smo odpirali previdno, da nismo ustvarjali aerosola. Pokrovéke epruvet z vzorci in reagenti smo
sproti zapirali. Ob morebitnem kontaktu rokavice z nesterilno povrSino smo rokavico takoj

zamenjali.
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3.2.3 lzolacija nukleinskih kislin z QlAamp Viral RNA kitom

Komercialni komplet QIAamp Viral RNA mini zagotavlja hiter in zanesljiv nacin izolacije
virusne RNA in DNA. Nukleinske kisline lahko izoliramo iz plazme, seruma in ostalih telesnih
tekocin ter tkiv. VVzorec najprej liziramo z lizirajo¢im pufrom ter s tem inaktiviramo RN-aze in
zagotovimo izolacije neposkodovane nukleinske kisline virusov. Nukleinske kisline v vzorcu
vezemo na membrano, z dvema pufroma pa odstranimo proteine, nukleaze ter ostale

kontaminante in inhibitorje. Tako dobimo ¢isto in intaktno DNA ali RNA molekulo.

Preiskovane vzorce smo vzeli iz zamrzovalnika in jih pred pricetkom izolacije DNA pustili na
sobni temperaturi 20 °C priblizno 20 minut, da so se odtalili. Izolacijo DNA smo izvajali po
navodilih proizvajalca. Liofilizirano epruvetko s »carrier RNA« smo raztopili v 310 ul pufra
AVE in glede na Stevilno vzorcev, ustrezno koli¢ino »carrier RNA« dodali k pufru AVL. Pred
prvo uporabo kompleta smo z dodatkom absolutnega etanola pripravili delovni raztopini pufra
AWL1 in AW2.

e Za posamezni vzorec smo pripravili 1,5 ml epruvetke, jih oznacili in vanje odpipetirali
560 pl pufra AVL s »carrier RNA«.

e V epruvetke s pufrom AVL smo dodali 140 pl vzorca (pripravljena suspenzija iz
organov), epruvete premesali na vorteksu in inkubirali 10 minut pri sobni temperaturi.
S kratkim centrifugiranjem smo odstranili tekocino s pokrova.

e Vsebini epruvete smo dodali 560 pl Cistega etanola. Epruvete smo dobro premesali na
vorteksu in s kratkim centrifugiranjem odstranili teko¢ino s pokrova.

e 630 pl raztopine iz 1,5 ml epruvete smo nanesli na oznac¢eno kolonico QIAamp in jo
centrifugirali 1 minuto pri 8.000 obratih. Kolonice smo nato nastavili v nove zbirne
epruvete, tiste s filtratom pa zavrgli ter celoten postopek ponovili.

¢ Na kolonice smo nanesli 500 ul pufra AWL1 in jih centrifugirali 1 minuto pri 6.000
obratih. Kolonice smo nastavili v nove zbirne epruvete, epruvete s filtratom pa zavrgli.
Na kolono smo nanesli 500 ul pufra AW?2 in jih centrifugirali 3 minute na 14.000
obratov.

e Kolono smo namestili v novo 1,5 ml epruveto in na membrano nanesli 60 ul pufra AVE.
Inkubirali smo na sobni temperaturi 1 minuto in nato centrifugirali 1 minuto pri 8.000

obratih. Kolono smo zavrgli, izolirano DNA pa shranili v zamrzovalniku pri — 70 ° C.
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3.2.4 Dokaz nukleinskih kislin PCV 2 in PCV 3 z metodo PCR v realnem ¢asu

3.2.4.1 Pomnozevanje specificnih odsekov genomov PCV 2 in PCV 3

Za dolocanje prisotnosti nukleinskih kislin PCV 2 in PCV 3 smo uporabili komercialno
dostopen Bio-T kit PCV2 & PCV 3 (Biosellal, Francija), ki vsebuje PCR Master Mix, s katerim

lahko v isti reakcijski meSanici dolo¢amo prisotnost nukleinskih kislin:

e PCV 2 (sonda, ozna¢ena z barvilom 6-FAM),
e PCV 3 (sonda, oznacena z barvilom VIC (HEX))

Poleg tega kit vsebuje tudi Interno pozitivno kontrolo IPC (sonda, oznacena z barvilom Cyb5),
eksterno pozitivno kontrolo EPC in vodo, prosto RNaz in DNaz. Za pomnozevanje smoO
uporabili aparaturo za pomnozevanje in dokazovanje produktov PCR v realnem casu

Mx30005P (Stratagene, ZDA).

Zamrznjene reagente smo odtopili, vokteksirali in na kratko centrifugirali. Za pomnozevanje
nukleinskih kislin PCV 2 in PCV 3 z metodo PCR v realnem ¢asu smo iz meSanice reagentov

pripravili reakcijsko mesanico v konénem volumnu 13 pl, ki je vsebovala:

e 10 ul PCR Master Mixa
e 0,5 ul interne pozitivne kontrole IPC

e 2.5 ulizolirane DNA preiskovanega vzorca (oziroma eksterne pozitivne kontrole)
Pomnozevanje na aparaturi Mx3005p je potekalo:

e 1 cikel 5 minut pri temperaturi 95 °C

e 45 ciklov
o 15 sekund pri temperaturi 95 °C
o 45 sekund pri temperaturi 60 °C

Posamezne vzorce smo ovrednotili kot pozitivne, ¢e se je pojavila sigmoidna krivulja. Ce

krivulje ni bilo, smo vzorec ovrednotili kot negativen.
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3.2.5 Kvantifikacija pozitivnih vzorcev PCV 2 in PCV 3

Za namen dolo¢anja kopij virusnega genoma PCV 2 in PCV 3 v vzorcih smo od vseh 131
preiskanih vzorcev odbrali 30 pozitivnih vzorcev z razli¢nimi vrednostmi Ct. Bio-T kit PCV2
& PCV 3 (Biosellal, Francija) vsebuje standardni raztopini PCV 2 DNA in PCV 3 DNA, Ki
vsebujeta 10° kopij virusnega genoma/qPCR. Iz zadetne raztopine vsakega standarda smo
pripravili 10- kratne razredgitve (10 do 107°), s katerimi smo dobili standardno linearno
krivuljo. Na podlagi naklona posamezne premice lahko iz vrednosti Ct izraunamo to¢no
Stevilo kopij virusnega genoma v preiskovanem vzorcu. Dolocitev Stevila kopij v 30 odbranih
vzorcih smo izvedli skupaj z razred¢itvami standarda in dolocili $tevilo kopij posameznega

virusa na reakcijsko mesanico.

3.2.6 Dokaz nukleinske Kkisline s klasi¢no metodo PCR

3.2.6.1 Izbira in priprava zacetnih oligonukleotidov

Za pomnozevanje nukleinskih kislin PCV 2 smo uporabili oligonukleotidne zacetnike in
protokol opisan v Csagola in sod. (2006). Uporabili smo dva para oligonukleotidnih zacetnikov:
PCV 2 — CBB1 in PCV 2 — CBB2 ter PCV 2 — CBB3 in PCV 2 — CSZ1. Oba para
oligonukleotidnih zacetnikov ustvarita dva prekrivajoca DNA fragmenta, iz katerih lahko
sestavimo celoten PCV 2 genom. Izdelavo zagetnih oligonukleotidov smo naro¢ili pri podjetju
SIGMA (Sigma-Aldrich, ZDA). Delovne raztopine oligonukleotidnih zacetnikov smo
pripravili v koncentraciji 20 pmol/pl.

Za pomnozevanje nukleinskih kislin PCV 3 smo uporabili protokol opisan v Wen in sodelavci
(2018). Tokrat smo uporabili stiri pare oligonukleotidnih zacetnikov: PCV 3 — PCR1F in PCV
3-PCR1R, PCV 3 - PCR2F in PCV 3 — PCR2R ter PCV 3 — PCR3F in PCV 3 — PCR3R so
navedeni v Wen in sodelavci (2018). Oligonukleotidne zacetnike PCV 3 — PCR4F in PCV 3 —
PCRA4R ter PCV 3 — PCR6F in PCV 3 — PCR6R pa smo skonstruirali sami. S pomnozevanjem
s PCR smo dobili stiri prekrivajo¢e DNA fragmente, ki so skupaj tvorili celotno DNA zaporedje
genoma PCV 3. Delovne raztopine oligonukleotidnih zac¢etnikov smo pripravili v koncentraciji

20 pmol/ul.

Izdelavo oligonukleotidnih zacetnikov smo narocili pri podjetju SIGMA (Sigma-Aldrich,
ZDA\). Pred prvim pomnozevanjem smo pripravili delovne koncentracije oligonukleotidnih

zacetnikov.
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Tabela 4: Oligonukleotidni zaCetniki, ki smo jih uporabili za sekvenciranje celotnih genomov PCV 2 in PCV 3.

Table 4: Primers used for the amplification of full PCV 2 and PCV 3 genomes.

Oligonukleotidni = Oligonukleotidno zaporedje Mesto Velikost
zacCetnik prileganja produkta
PCV 2 -CBB1 5 -GCT GCC ACATCGAGAA -3 289-305 N
p
PCV 2 -CBB2 5 -CGCACCTTC GGATATAC-3 1584-1568
PCV 2 -CBB3 5 -GCT CTC CAACAA GGT ACT - 3" 437-420
PCV 2 -CSZz2 5 -GGA GGA GTAGTT TAC ATA 853-835 Sl
GGG G-3
PCV3-PCR1F 5 -ATT ATG GAT GCT CCT CAT 66-87
CGTG-3 553 bp
PCV3-PCRIR 5 -CATCTTCTCCGCAACTTC 597-618
AGT C-3'
PCV 3-PCR2F 5 -GAC TGA AGT TGC GGA GAA 597-619
GATG-3 789 bp
PCV3-PCR2R 5 -CGG CAC GAAAGAAGTTTG 1364-1254
GAT T-3'
PCV3-PCR3F 5 -CCCACATGCGAGGGCGTT 1233-12
TACC-3 895 bp
PCV3-PCR3R 5 -CGAGGCCGCTTCATCATC 106-2127
CACT-3
PCV 3-PCR4F 5 -TCG GGA AAT CTG ACT GAA-3' 579-596
PCV3-PCR4R 5 -CCACTCCTCCGGTACAAC 962-983 bt
ATTA-3
PCV3—-PCR6F 5 — TAATTT TGT GGC TAAGGT AT g29.948
-3 329 bp
PCV3-PCR6F 5 -TGC GGG CAC AGG TAAAC-3'"  1241-1257
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3.2.6.2 Priprava meSanic za pomnoZzevanje celotnih genomov PCV 2 in PCV 3

Pri dolo¢anju prisotnosti nukleinskih kislin PCV 2 in PCV 3 smo uporabili komercialno
predpripravljeno mesanico PCR SuperMix (Thermo Fischer Scientific, ZDA), pomnozevanje
nukleinskih kislin smo izvajali na kalibriranem termopomnozevalniku T1 (Biometra, Nemcija).
Komercialno mesanico PCR SuperMix in delovne raztopine posameznih oligonukleotidnih

zacetnikov smo odtopili, vorteksirali in kratko centrifugirali.

Za pomnozevanje PCV 2 ali PCV 3 s klasi¢no metodo PCR smo pripravili reakcijsko meSanico

v kon¢nem volumni 25 pl. Mesanica je vsebovala:

- 20 pl PCR SuperMixa,
- 1 pl oligonukleotidnega zacetnika (v koncentraciji 20 pmol/ul)
- 1 pl oligonukleotidnega zacetnika (v koncentraciji 20 pmol/ul)

- 3 ulizolirane DNA preiskovanega vzorca

Pomnozevanje je potekalo na kalibriranem termopomnozevalniku T1 (Biometra, Nemcija):

1 cikel 10 minut pri temperaturi 95 °C
40 ciklov

o 30 sekund pri temperaturi 94 °C
o 1 minuta pri temperaturi 55 °C

o 1 minuta pri temperaturi 68 °C

1 cikel 7 minut pri temperatui 68 °C

kon¢no hlajenje reakcijske meSanice na 4 °C

3.2.6.3 Dokaz produktov klasi¢ne metode PCR z elektroforezo v agaroznem gelu

Prisotnost produktov PCR za PCV 2 in PCV 3 smo dokazovali z elektroforezo v agaroznem
gelu. Za lo¢evanje produktov PCR smo uporabili 1,8 % agarozni gel. V erlenmajerico smo
zatehtali 1,8 g agaroze in dolili 100 ml TAE pufra. V mikrovalovni pecici smo raztopino
segrevali do vrelis¢a, vmes pa jo veckrat premeSali. Ko se je agaroza v gelu popolnoma
raztopila, smo tekogino ohladili in jo prelili v pripravljeno elektroforezno kadicko. Ce so se ob
vlivanju pojavili mehurcki, smo jih s papirnato brisacko odstranili, saj bi lahko motili proces
elektroforeze. Dodali smo glavni¢ek in ga pustili priblizno 15 minut, da se je gel strdil.

Glavnicek smo po 15 minutah previdno odstranili, da jamic v gelu nismo poSkodovali.
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Zmesali smo 10 pl posameznega vzorca z 2,5 pl barvila (DNA Loading Dye, Thermo Scientific,
ZDA\) in vzorce nanesli v posamezne jamice. V zadnjo jamico smo nanesli 2 pl markerja
velikosti 100 baznih parov (GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific, ZDA) pomeSanega s 3 ul
barvila (DNA Loading Dye, Thermo Scientific, ZDA). Elektroforezo smo vkljucili za priblizno
60 minut pri napetosti 115 V, locevanje produtkov smo nadzirali in spremljali potovanje
barvila. Po koncu lo¢evanja smo gel prenesli v plasticno posodo in ga prelili s 400 ml raztopine
etidijevega bromida (0,5 pg/ml) ter ga pustili stati 15 minut. Raztopino etidijevega bromida
smo odlili in gel sprali z vodo iz vodovoda. Pri tem smo pazili, da etidijev bromid ni prisel v
stik s kozo ali drugimi deli telesa in da z njim nismo kontaminirali okolice, saj je snov
kancerogena. Gel smo pregledali v UV transilumintaorju pri ultravijoli¢ni svetlobi in sliko gela
dokumentirali z E-BOX VX2 (Vilber Lourmat, Nemcija) ter jo analizirali v ra¢unalniskem

programu.
3.2.7 Dolocanje nukleotidnega zaporedja

Dolocanje nukleotidnega zaporedja smo izvedli direktno iz produktov vzorcev, ki smo jih dobili
s klasi¢no metodo PCR. Dolocanje nukleotidnega zaporedja so izvedli v podjetju Macrogen
(Amsterdam, Nizozemska) z direktno metodo po Sangerju v obe smeri z uporabo ustreznih

zaCetnih nukleotidov, kot je bilo predhodno opisano (Toplak, 2004).
3.2.7.1 Priprava vzorcev za sekvenciranje v podjetju Macrogen

Vzorce za sekvenciranje smo poSiljali v podjetje Macrogen (Amsterdam, Nizozemska). Za
sekvenciranje smo uporabili 10 ul PCR produkta. Na sekvenciranje smo vzorce poslali po posti,
podatke pa wvnesli v spletno aplikacijo. Po priblizno tednu dni smo prejeli rezultate

sekvenciranja.
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3.2.8 Analiza celotnih genomov s programom DNASTAR

Po sekvenciranju smo posamezna zaporedja uredili s komercialnim ra¢unalniskim programom
za urejanje sekvenc DNASTAR (Lasergene, ZDA) z uporabo programom SeqMan, EditSeq in
MegAlign.

3.2.8.1 Uporaba programa SegqMan

Sekvence smo naprej pregledali v prilozenem .pdf dokumentu, da smo ocenili, ali je
sekvenciranje uspelo. Izpise nukleotidnega zaporedja smo uredili v programu SegMan, ki je
eden izmed komercialnih programov DNASTAR (Lasergene, ZDA). V programu SeqMan smo
poravnali oba izpisa nukleotidnega zaporedja, ki smo ju dobili s sekvencno reakcijo za
posamezni vzorec (vsak vzorec je imel dve zaporedju, po eno za vsak oligonukleotidni
zacetnik). V programu smo analizirali dokumente s koncnico ».abi«, ki vsebujejo signale v
obliki zaporedja $tirih nukleotidov za vsak posamezen vzorec. Slabo berljive zacetne in kon¢ne
dele, ki predstavljajo zaporedje oligonukleotidnega zacetnika, smo izrezali. Obe zaporedji
(angl. forward in reverse) smo natacno pregledali in preverili ujemanje posameznih baz
nukleotidnega zaporedja po celotni dolzini sekvence. Ko smo urejanje zakljucili, smo

nukleotidno zaporedje prekopirali v program EditSeq.
3.2.8.2 Uporaba programa EditSeq

Zaporedje smo v programu EditSeq shranili v racunalniku s kon¢nico ».seq«. Dobljena
zaporedja smo primerjali z zaporedji v genski banki (GenBank), ki je dostopna na spletni strani
streznika NCBI (National Center for Biotechnology Information, ZDA). V programu EditSeq
smo dobljeno sekvenco po potrebi tudi obrnili v »reverzno komplementarno«. Zaporedja, Ki
smo jih poprej uredili v programu SegMan, smo v programu EditSeq sestavili v cele genome.
Vse dobljene sekvence smo uredili tako, da se za¢nejo s specifi€énim zaporedjem, ki predstavlja
zacetek replikacije virusnega genoma. Pri vseh sekvencah smo z ukazom »Find ORF« dolo¢ili
tri glavne odprte bralne okvirje (angl. open reading frame — ORF), njihova zaporedja smo
prekopirali v novo datoteko in jih prevedli v aminokislinsko zaporedje, ter ga shranili na

racunalniku s kon¢nico ».pro«.
3.2.8.3 Uporaba programa MegAlign

V programu MegAlign smo naredili poravnavo nukleotidnih zaporedij s parametrom Clustal W

in tako prikazali razlike v nukleotidih med posameznimi sekvencami. V tabelah smo prikazali
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razlike med primerjanimi nukleotidnimi zaporedji celotenih genomov ter nukleotidnimi in

aminokislinskimi zaporedji ORF.
3.2.9 Uporaba programa BLAST na spletnem streZniku NBCI

S pomocjo spletnega programa BLAST (Basic Local Alignment Tool) na internetnem strezniku
NCBI (National Center for Biotechnology Information) smo urejena nukleotidna zaporedja
primerjali z najblizjimi zaporedji PCV 2 in PCV 3, tako smo dobili potrditev ali se dobljena
nukleotidna zaporedja ujemajo z nukleotidnimi zaporedji PCV 2 in PCV 3 in v kolik§nem
odstotku se ujemajo z najblizjimi sevi PCV 2 in PCV 3. S pomocjo najblizje sekvence, ki smo
jo dobili v programu BLAST smo v nasi sekvenci v programu BLAST pregledali mesta, kjer
so se pokazale razlike v nukleotidih. S pregledom literature smo poiskali referencne seve
posameznih podtipov PCV 2 in PCV 3 v bazi NCBI in jih vkljudili v filogenetsko primerjavo z

nasimi sevi.
3.2.10 Primerjava celotnih genomov s sevi v genski banki

V primerjavo smo vkljucili celotne genome posameznih sekvenciranih vzorcev v dolzini 1767
nt za PCV 2 in 2000 nt za PCV 3 in jih umestili v pripadajo¢ genotip. Tipizacijo smo izvedli za
Stiri slovenske seve PCV 2 in dva seva PCV 3. V genski banki smo za posamezen slovenski sev
pregledali 100 najblizjih vzorcev, ki so bili ugotovljeni po svetu in v filogenetsko drevo

vkljucili po en sev iz posamezne drZave.
3.2.11 Analiza celotnih genomov s programom MEGA

V filogenetsko analizo celotnih genomov ter analizo celotnih ORF 1, ORF ORF 2 in ORF 3
regij virusnega genoma smo vkljucili slovenske seve PCV 2 in PCV 3 ki smo jim dolo¢ili
nukleotidno zaporedje celotnega genoma, referencne seve PCV 2 in PCV 3 in najblizje seve
objavljenih zaporedij iz genske banke, ki smo jih dolo€ili s pomoc¢jo spletnega programa
BLAST. Primerjalne analize nukleotidnih zaporedij smo izvedli s programom MEGA 6.06
(Tamura in sod., 2013). Z metodo samovzorcenja (angl. bootstrapping) smo ocenili zanesljivost
filogenetskih dreves in vrednosti statisticne podpore posameznih cepitev vpisali na vozlis¢a
dreves, na katerih prikazujejo odstotek ponovljivosti posameznega vozlis¢a pri 1000

samovzorcenjih.
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REZULTATI

41 REZULTATIPREGLEDA 131 VZORCEV POGINJENIH DOMACIH IN DIVJIH
PRASICEV

Pregledali smo skupno 131 vzorcev, od tega 88 vzorcev domacih prasicev in 43 vzorcev divjih

prasicev. Prisotnost nukleinske kisline PCV 2 smo dokazali pri 60 (68,2 %) domacih in 8 (18,6
%) divjih prasicih. Prisotnost PCV 3 smo dokazali pri 20 (22,7 %) domacih in 15 (34,9 %)
divjih prasi¢ih. So¢asno prisotnost PCV 2 in PCV 3 smo dokazali pri 14 (15,9 %) domacih in
8 (18,6 %) divjih prasicih.

Tabela 5: Rezultati testiranja 88 vzorcev domacih in 43 vzorcev divjih prasi¢ev, ki smo jih vkljuéili v testiranje z
metodo PCR v realnem casu.

Table 5: Resulsts of 88 samples of domestic pigs and 43 samples of wild boar, which were tested by real-time
PCR.

Vzorec

Vzorec 1

Vzorec 2

Vzorec 3

Vzorec 4

Vzorec 5

Vzorec 6

Vzorec 7

Vzorec 8

Vzorec 9

Vzorec 10

Vzorec 11

Vzorec 12

Vzorec 13

PCV-2
15,59
34,25
23,65

negativno
14,44
negativno
negativno
negativno
19,33
negativno
negativno
28,57

29,34

PCV-3
negativno
negativno
negativno
negativno
negativno
negativno

27,18
negativno
26,3
negativno
25,09
negativno

40

Vrsta
domaci
domaci
domaci
domaci
domaci

divji
divji
divji
divji
divji
divji
domaci

domaci

Starost
ni podatka
4 mesece
4 mesece
18 tednov
3 mesece
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka

ni podatka

Ob¢ina
Kamnik
Kidri¢evo
Pesnica
Cerkvenjak
Ljutomer
Hrpelje-Kozina
Koper
Brda
Rence-Vogrsko
Braslovce
Divaca
Murska Sobota

Cankova
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Vzorec PCV-2 PCV-3 Vrsta Starost Ob¢ina

Vzorec 14 32,59 negativno domaci 12 tednov Apace
Vzorec 15 negativno 31,39 domaci ni podatka  Ilirska Bistrica
Vzorec 16 27,28 27,48 domaci ni podatka Litija
Vzorec 17 negativno  negativno domaci 4 mesece Sentjur
Vzorec 18 24,75 negativno domaci 4 mesece ZreCe
Vzorec 19 negativno  negativno domaci 4 mesece Lasko
Vzorec 20 negativno  negativno domaci 5 mesecev Lasko
Vzorec 21 negativno 27,8 divji ni podatka Koper
Vzorec 22 33,32 negativno domaci ni podatka Naklo
Vzorec 23 negativno  negativno domaci ni podatka Dobrg\r/:aZglhov
Vzorec 24 28,24 negativno domaci ni podatka Kranj
Vzorec 25 25,52 25,43 domaci ni podatka Ivanc¢na gorica
Vzorec 26 negativno  negativno divji ni podatka Lendava
Vzorec 27 negativno  negativno divji ni podatka  Hrpelje-Kozina
Vzorec 28 negativno negativno divji ni podatka Litija
Vzorec 29 negativno  negativno divji ni podatka Hrastnik
Vzorec 30 negativno negativno divji ni podatka Hrastnik
Vzorec 31 negativno negativno divji ni podatka Brda
Vzorec 32 30,95 28,57 divji ni podatka  Hrpelje-Kozina
Vzorec 33 negativno  negativno divji ni podatka Crnomelj
Vzorec 34 negativno 25,65 divji ni podatka Lasko
Vzorec 35 30,48 negativno domaci 5 mesecev Hajdina
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Vzorec PCV-2 PCV-3 Vrsta Starost Ob¢ina
Vzorec 36 negativno 38,25 domaci 12 tednov Gori$nica
Vzorec 37 17,26 negativno domaci 12 tednov Dornava
Sveti Andraz v
Vzorec 38 30,24 negativno domaci 2 meseca Slovenskih
Goricah
Vzorec 39 20,26 negativno domaci 18 tednov Benedikt
Vzorec 40 31,13 38,56 domaci 7 tednov Ljutomer
Vzorec 41 negativno 38,43 domaci 6 tednov SV?E‘ Jur.u .Ob
Sc¢avnici
Vzorec 42 34,28 36,31 domaci 2 meseca  Gornja Radgona
Vzorec 43 21,18 33,75 domacdi 18 tednov Apace
Vzorec 44 31,48 32,53 domaci 7 tednov Rogasovci
Vzorec 45 21,66 negativno domaci ni podatka Trebnje
Vzorec 46 19,02 negativno domaci ni podatka Brezovica
Vzorec 47 24,23 negativno domaci ni podatka Medvode
Vzorec 48 negativno  negativno divji ni podatka Brda
Vzorec 49 20,66 26,74 divji ni podatka  Rence-Vogrsko
Vzorec 50 negativno  negativno divji ni podatka  Hrpelje-Kozina
. . - . Dol pri
Vzorec 51 negativno negativno divji ni podatka Ljubljani
Vzorec 52 negativno negativno divji ni podatka Dol pri
Ljubljani
Vzorec 53 negativno  negativno divji ni podatka 2
g g J P Ljubljani
Vzorec 54 negativno 28,96 divji ni podatka Ljubljana
Vzorec 55 32,23 26,29 domaci ni podatka Trebnje
Vzorec 56 27,35 negativno domaci ni podatka Medvode
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Vzorec PCV-2 PCV-3 Vrsta Starost Ob¢ina
Vzorec 57 24,22 negativno domaci ni podatka Medvode
. . - . Dol pri
Vzorec 58 negativno  negativno divji ni podatka Ljubljani
Vzorec 59 negativno  negativno divji ni podatka Dol pri
g g J P Ljubljani
Vzorec 60 negativno  negativno divji ni podatka 20
g g J P Ljubljani
Vzorec 61 27,96 negativno domaci ni podatka Litija
Vzorec 62 negativno  negativno domaci 5 mesecev Skofja Loka
Vzorec 63 negativno  negativno domaci ni podatka Krsko
Vzorec 64 18,57 27,43 domaci ni podatka Kocevje
Vzorec 65 27,19 negativno domaci ni podatka Kocevje
Vzorec 66 34,3 39 domagi ni podatka Sencur
Vzorec 67 25,94 negativno domadi ni podatka Sendur
.. . Gorenja vas-
Vzorec 68 19,68 27,21 domaci ni podatka Poljane
Vzorec 69 18,17 negativno domaci 4 mesece Radenci
Vzorec 70 negativno  negativno domaci 2 meseca Slo_ver_\ska
Bistrica
Vzorec 71 36,51 negativno domacdi 3 mesece Sredisce ob
Dravi
Vzorec 72 21,85 negativno domaci 4 tedne Markovci
Vzorec 73 19,57 negativno domaci 2 meseca Gori$nica
Vzorec 74 31,91 negativno domaci 3 mesece StarSe
Vzorec 75 22 negativno domaci 3 mesece Apace
Vzorec 76 18,01 negativno domaci 2 meseca SV?E‘ Jur.u .Ob
Sc¢avnici
Vzorec 77 30,43 30,2 domaci 3 mesece Apace
Vzorec 78 negativno negativno domaci ni podatka Horjul
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Vzorec PCV-2 PCV-3 Vrsta Starost Ob¢ina

Vzorec 79 negativno  negativno divji ni podatka Divaca
Vzorec 80 negativno  negativno divji ni podatka Divaca
Vzorec 81 negativno  negativno divji ni podatka Divaca
Vzorec 82 negativno  negativno divji ni podatka Sf/rﬁ% ?ézr'
Vzorec 83 13,52 25,16 divji ni podatka Ilirska Bistrica
Vzorec 84 33,64 30,67 divji ni podatka Koper
Vzorec 85 24,32 negativno domaci ni podatka Dobova
Vzorec 86 negativno  negativno domaci ni podatka Sentjernej
Vzorec 87 27,14 33,08 domaci ni podatka Sevnica
Vzorec 88 22,91 25,25 divji ni podatka Koper
Vzorec 89 negativno 30,41 divji ni podatka  Rence-vogrsko
Vzorec 90 negativno  negativno divji ni podatka Postojna
Vzorec 91 negativno  negativno domaci ni podatka Brezovica
Vzorec 92 24,53 negativno domaci ni podatka Brezovica
Vzorec 93 24,55 negativno domaci 18 tednov Odranci
Vzorec 94 negativno  negativno domaci 3 mesece Ljutomer
Vzorec 95 24,13 negativno domaci 4 mesece Apace
Vzorec 96 21,97 negativno domaci ni podatka Sn}g{g:}? ri
Vzorec 97 negativno negativno domaci ni podatka Braslovce
Vzorec 98 20,85 negativno domaci ni podatka Sol¢ava
Vzorec 99 negativno 37 divji ni podatka Koper
Vzorec 100  negativno negativno domaci ni podatka Smartno pri

Litiji
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Vzorec PCV-2 PCV-3 Vrsta Starost Ob¢ina
Vzorec 101 28,931 negativno domaci ni podatka Moravce
Vzorec 102  negativno  negativno domaci ni podatka Braslovce
Vzorec 103  negativno  negativno domaci 2 meseca Metlika
Vzorec 104  negativno  negativno domaci ni podatka Kozje
Vzorec 105 24,052 negativno domaci ni podatka Vitanje
Vzorec 106  negativno 31,206 domaci 5 tednov Mora\(ske
Toplice
Vzorec 107 24,407 negativno domaci 4 mesece Radenci
Vzorec 108 17,561 negativno domaci 3 mesece SV?E‘ Jur.u .Ob
Sc¢avnici
Vzorec 109 33,39 negativno domaci 3 mesece Krizevci
Vzorec 110 41,855 negativno domaci 3 mesece  Gornja Radgona
Vzorec 111 38,514 35,338 domaci ni podatka Pesnica
Vzorec 112 negativno 36,389 domaci ni podatka Pesnica
Vzorec 113 negativno  negativno divji ni podatka ~ Murska Sobota
Vzorec 114  negativno  negativno divji ni podatka  Murska Sobota
Vzorec 115  negativno  negativno divji ni podatka Nova gorica
Vzorec 116 19,5 18,64 divji ni podatka Koper
Vzorec 117 18,5 negativno domaci 18 tednov TiSina
Vzorec 118 24,74 negativno domaci 3 mesece Apace
Vzorec 119  negativno negativno domaci 5 mesecev Verzej
Vzorec 120 3283 negaivno  domaci 8 tednov Slovenska
Bistrica
Vzorec 121 23,12 negativno domaci 3 mesece Hajdina
Vzorec 122  negativno negativno domaci 18 tednov JurSinci
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Vzorec PCV-2 PCV-3 Vrsta Starost Ob¢ina

Vzorec 123 14,92 negativno domaci 2 meseca Dornava
Vzorec 124 29,56 negativno domaci 5 mesecev Hajdina
Vzorec 125  negativno  negativno domaci 7 tednov Kidri¢evo
Vzorec 126  negativno  negativno domaci ni podatka Pivka
Vzorec 127 24,53 24,47 divji ni podatka Piran
Vzorec 128  negativno negativno divji ni podatka  Hrpelje-Kozina
Vzorec 129  negativno ~ negativno divji ni podatka  Murska Sobota
Vzorec 130  negativno  negativno domaci ni podatka Ljutomer
Vzorec 131  negativno 25,25 domaci 3 tedne Murska Sobota

Tabela 6: Rezultati preiskav 131 vzorcev na PCV 2 in PCV 3 z metodo PCR v realnem casu.

Table 6: Results of real time PCR of 131 samples for PCV 2 and PCV 3

Rezultat Domacdi prasici Divji prasici
PCV 2 60 (68,2 %) 8 (18,6 %)
PCV 3 20 (22,7 %) 15 (34,9 %)
PCV 2inPCV 3 14 (15,9 %) 8 (18,6 %)
Negativno 22 (25,0 %) 28 (65,1 %)

Skupaj 88 (100 %) 43 (100 %)
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4.2 RAZSIRJENOST PCV 2 IN PCV 3 MED DOMACIMI IN DIVJIMI PRASICI PO
OBCINAH V SLOVENUI

Ozemlje Republike Slovenije je upravno razdeljeno na 212 ob¢in. Prisotnost PCV 2 pri domacih
prasi¢ih smo potrdili pri 60 preiskanih vzorcih v 40 slovenskih ob¢inah. 6 pozitivnih vzorcev
smo ugotovili v ob¢ini Apace, po 3 iz ob¢in Hajdina in Medvode, po 2 iz ob¢in Brezovica,
Gornja Radgona, Kocevje, Litija, Ljutomer, Pesnica, Sveti Jurij ob S¢avnici, Senéur in Trebnje,
po 1 pozitivni vzorec pa smo ugotovili v ob¢inah Brezice, Benedikt, Cankova, Dornava,
Gorenja Vas — Poljane, Gori$nica, Ivanéna Gorica, Kamnik, Kidri¢evo, Kranj, Krizevci,
Markovci, Moravée, Murska Sobota, Naklo, Odranci, Radenci, Rogasovci, Sevnica, Slovenska
Bistrica, Sol¢ava, Sredis¢e ob Dravi, StarSe, Sveti Andraz v Slovenskih goricah, gmarje pri

Jelsah, Tisina, Vitanje in Zrece (Slika 3).

Pri divjih prasi¢ih smo PCV 2 potrdili pri 8 preiskanih vzorcih v 5 slovenskih ob¢inah, najveé
(3) v ob¢ini Koper, 2 v obc¢ini Ren¢e — VVogrsko ter po 1 pozitiven vzorec v ob¢inah Piran,

Ilirska Bistrica in Hrpelje — Kozina (Slika 3).

V 18 slovenskih ob¢inah smo potrdili prisotnost PCV 3 pri 20 preiskanih domacih prasicih, po
2 pozitivna vzorca v ob¢inah Apace in Pesnica ter po 1 pozitiven vzorec v ob¢inah Cankova,
Gorenja Vas — Poljane, Gori$nica, Gornja Radgona, Ilirska Bistrica, Ivan¢na Gorica, Kocevije,
Litija, Ljutomer, Martjanci, Murska Sobota, Rogasovci, Sevnica, Sveti Jurij ob S&avnici,
Sencur in Trebnje (Slika 4).

Prisotnost PCV 3 pri divjih prasi¢ih smo ugotovili pri 15 preiskanih vzorcih v 8 ob¢inah. 6
pozitivnih vzorcev smo ugotovili v ob¢ini Koper, 3 pozitivne vzorce v ob¢ini Renc¢e — Vogrsko
in po 1 pozitiven vzorec v ob¢inah Divaca, Hrpelje — Kozina, Ilirska Bistrica, Lasko, Ljubljana

in Piran (Slika 4).
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Geodetska uprava RS, november 2014

Slika 3: Razsirjenost PCV 2 v Sloveniji. Prikazane so obéine v katerih smo potrdili prisotnost PCV 2 DNA pri

domacih prasicih (rdeca) in divjih prasicih (zelena).

Figure 3: Prevalence of PCV 2 in Slovenia. Municipalities in which we confirmed the presence of PCV 2 DNA in
domestic pigs (red) and wild boar (green) are shown.
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Geodetska uprava RS, november 2014

Slika 4: Razsirjenost PCV 3 v Sloveniji. Prikazane so obéine v katerih smo potrdili prisotnost PCV 3 DNA pri
domacih prasi¢ih (rdeca) in divjih prasicih (zelena). V ob¢ini Ilirska Bistrica smo PCV 3 dokazali pri domacih in

divjih prasicih, zato je prikazana z modro barvo.

Figure 4: Prevalence of PCV 3 in Slovenia. Municipalities in which we confirmed the presence of PCV 3 DNA in
domestic pigs (red) and wild boar (green) are shown. In the Municipality of Ilirska Bistrica PCV 3 was confirmed
in both domestic pig and wild boar and is therefore shown in blue.
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4.3 DOLOCITEV STEVILA KOPIJI PCV 2 IN PCV 3 V IZBRANIH VZORCIH

V odbranih pozitivnih vzorcih smo dolo¢ili $tevilo kopij posameznega virusa, od 168,30 do
431.300.000 za PCV 2 in od 7,20 do 12.910 za PCV 3. Stevilo kopij v posameznem preiskanem

vzorcu je prikazano v Tabeli 7.

Tabela 7: Stevilo kopij virusnih genomov PCV 2 in PCV 3 v preiskanih vzorcih.

Table 7: Number of copies of PCV 2 and PCV 3 viral genomes in tested samples.

Vzorec PCV 2 (3t. kopij / PCR) PCV 3 (it. kopij / PCR)
Vzorec 31 1.032 1.768
Vzorec 16 9.124 3.765
Vzorec 40 1.476 7,20
Vzorec 25 871,3 4.932
Vzorec 42 168,3 4.932
Vzorec 43 1.072.000 103,2
Vzorec 49 1.374.000 5.251
Vzorec 13 4.013 0
Vzorec 44 953,1 187,9
Vzorec 55 6.738.000 3.388
Vzorec 37 20.360.000 0
Vzorec 38 2.606 0

Vzorec 1 14.920.000 0
Vzorec 5 36.040.000 0
Vzorec 39 2.192.000 0
Vzorec 83 431.300.000 12.910
Vzorec 3 62.680 0
Vzorec 24 7.866 0
Vzorec 71 77,92 0
Vzorec 84 305,1 586
Vzorec 17 0 339
Vzorec 36 0 0

Vzorec 77

343.000
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Vzorec 11 0 9.887
Vzorec 68 3.583.000 2.988
Vzorec 54 0 1.225
Vzorec 99 0 12,63
Vzorec 7 0 3.131
Vzorec 87 22.030 199,7
Vzorec 89 0 789,1

4.4 POMNOZEVANJE NUKLEINSKIH KISLIN PCV 2 IN PCV 3 ZA POTREBE
SEKVENCIRANJA

Za dolocenje nukleotidnega zaporedja celotnih genomov smo odbrali 5 pozitivnih vzorcev na
PCV 2 in 6 pozitivnih vzorcev na PCV 3 ter jih pomnozili $e s klasi¢no metodo PCR, gelska
elektroforeza nam je sluzila zgolj kot potrditev, da smo s klasiénim PCR dobili produkte.
Kandidatne vzorce smo odbrali na podlagi najnizjih vrednosti Ct dolo¢enih z metodo PCR v
realnem cCasu. Pri vse preiskanih vzorcih smo potrdili prisotnost iskanih nukleinskih kislin,

vzorce pa smo na sekvenciranje posiljali brez predhodnega ¢iScenja.

Tabela 8: Pozitivni vzorci, pri katerih smo dokazali nukleinsko kislino PCV 2 in jih odbrali za sekvenciranje.

Table 8: Positive samples in which we detected the nucleid acid PCV 2 and chose for sequencing.

Vrsta Ct Produkt velikosti Produkt velikosti
Vzorec Ob¢ina
prasic¢a vrednost 1279 nt 881 nt
Vzorec 1 Domagi Kamnik 15,59 da da
Vzorec 5 Domadi Ljutomer 14,44 da da
Vzorec 37 Domaci Dornava 17,26 da da
Vzorec 46 Domaci Brezovica 19,02 da da
o Rence —
Vzorec 9 Divji 19,33 da ne

Vogrsko
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Tabela 9: Pozitivni vzorci, pri katerih smo dokazali nukleinsko kislino PCV 3 in jih odbrali za sekvenciranje.

Table 9: Positive samples in which we detected the nucleid acid PCV 3 and chose for sequencing.

Produkt Produkt Produkt Produkt

Vrsta Ct ) ) ) ) ) ) ) )
Vzorec Ob¢ina velikosti = velikosti = velikosti = velikosti
prasica vrednost
553 nt 405 nt 329 nt 895 nt
Vzorec o
1 Divji Divada 25,09 da ne ne da
Vzorec Ivancna
Domaci ) 25,43 da ne ne da
25 Gorica
Vzorec o
Divji Lasko 25,65 da da da da
34
Vzorec 7 Divji Koper 27,18 da da da da
Vzorec Murska
Domaci 25,25 da ne ne da
131 Sobota

PCV 3 PCR 1
31.03. 2021
1 2

Slika 5: Prikaz produktov PCR v 1,8 % agaroznem gelu, 6 kandidatnih vzorcev za sekvenciranje.
Kolone s preiskovanimi vzorci: 1: vzorec 11, 2: vzorec 25, 3: vzorec 34, 4: vzorec 16, 5: vzorec 7, 6: vzorec 131,

M: molekularni oznacevalec (100 bp).

Figure 5: PCR products in 1,8 % agarose gel, 6 candidate samples for sequencing.
Columns with tested samples: 1: sample 11, 2: sample 25, 3: sample 34, 4: sample 16, 5: sample 7, 6: sample
131, M: molecular marker (100 bp).



T. Steferl: Ugotavljanje razsirjenosti in dolo¢itev celotnih genomov PCV 2 in PCV 3

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Raziskovalna naloga

45 DOLOCITEV NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA STIRIM POZITIVNIM VZORCEM
PCV 2

Na sekvenciranje celotnega virusnega genoma PCV 2 smo poslali 4 vzorce domacih prasic¢ev
in 1 vzorec divjega prasica, pri katerih smo s klasi¢nim PCR dokazali prisotnost PCV 2. Za
sekvenciranje smo uporabili zacetne oligonukleotide PCV2-CBB1, PCV-2 CBB2 in PCV-2
CBB3, PCV-2 CSZ1. Sekvenco celotnega genoma smo dobili tako, da smo v programu SegMan
poravnali komplementarni sekvenci obeh delov genoma. Obe konsenzusni sekvenci smo
zdruzili v programu EditSeq tako, da smo dobili zaporedje celega virusnega genoma PCV 2,
dolzine 1.767 nt. Ker je cirkovirusni genom krozna molekula DNA, smo za zacetek genoma
dolocili zaporedje ori (angl. origin of replication), ki ga pri PCV 2 kodira zaporedje nukleotidov
»AACGATTAC«

Tabela 10: Vzorci PCV 2, ki smo jim dolo¢ili nukleotidno zaporedje celotnega genoma.

Table 10: PCV 2 samples of which the complete genome sequence was determined.

Vzorec

Vzorec 1
Vzorec 5
Vzorec 37
Vzorec 46

Vzorec 9

Ime vzorca v genski
banki (GenBank)
PCV2-SL0O1/2019
PCV2-SL0O2/2019
PCV2-SL0O3/2019
PCV2-SL04/2019

sekvenciranje ni uspelo

DolZina nukleotidnega zaporedja

1.767

1.767

1.767

1.767
/
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’ macrogen
File: C6_PCV2-CBB3.abl Run Ended: 2020/7/14 12:22:41 Signal G:5929 4:7586 C:13090 T-11687 waant
Sample: C6_PCV2-CBB3 Lane: 1 Base spacing: 15.48567 1578 bases in 17916 scans Page 1 of 2
10 20 30 40 30 60 T0 &0 S0 100 110 120

TG CACCCGT TCTCOOS T TGTCCT TG AGAICT AGGAGCTC CCATTIET ATC A GT AAGE TGOCTITCTTTACT ACAAT AT TCTTT AT TCTGC TGATCTGTTOCTTTCGCTTT CT COACGTGGCAGT

PO U e YA A AN A A A

130 140 150 160 170 150 150 200 210 0 230 240 250
GOGCACCAAAATACCACTTCACTTTATTAAAAGT TTGCTTCT T CACAAAATTAGCGAACCCCTETAGGTGGGGTGTTCGGUCC TC CTCATTACCT TCO TOGOCAATAAT AAAATAAT CAAAT AG

e e R T g L

260 270 280 290 ELU 310 320 330 340 350 360 370
GGAGATTGGGAGCTCCCGT ATTTTCTTGCGCTCGTCT TCGGAAGGAT TAT T CAGCGT GAACACCCACCTTT TATGTGGTT GGGGTCCGCT TCTTCCACT CTTCTTGCT GGGCATGT TGCTGCTGAG

i

W e e A e o e A e A e A e A R AR

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 00
GIGUTGU CGAGGTGUTGUCGCT GUCGAAGT GUGU T GETAAT ACT TACAGCGCACT T CT TTCGT TT TCAGUGAT GACGTAT CCAAGGAGGUGT TTOCGUAGACGA AGACACCGC COCCGUAGLUAT O

Ao A oA A A A e AP W A A e

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
TTGGCCAGATCCTCCGCCGC CGCCCOTGGOTCGTCCACCCCCGOCACCETT ACCGCTGGAGAAGGAAAAATGGCAT CTTCAACACCCGCCTCTCCCGCACC AT OCGGT TATACT GT CAAGAAAACT A

A e AP s A A o A AL e

Slika 6: Originalni izpis zaporedja prvih 627 nukleotidov za vzorec 1 dobljen z oligonukleotidnim zaéetnikom

PCV2-CBB3, ki smo ga prejeli iz firme Macrogen.

Figure 6: Original sequence of the first 627 nucleotides of the sample 1 obtained using primer PCVV2-CBB3, which

was received from the Macrogen firm.
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4.6 DOLOCITEV NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA DVEH POZITIVNIH VZORCEV

PCV 3

Na sekvenciranje celotnega virusnega genoma PCV 3 smo poslali dva vzorca domacih in 3

vzorce divjih prasicev, pri katerih smo s klasicnim PCR potrdili prisotnost PCV 3.

Sekvenciranje smo izvedli v treh delih z uporabo oligonukleotidnih za¢etnikov PCV3-PCR1F,
PCV3-PCR1R, PCV3-PCR2F, PCV3-PCR2R in PCV3-PCR3F, PCV3-PCR3R. Tudi tukaj smo

v programi SeqMan poravnali obe komplementarni sekvenci za posamezni del genoma in

sekvenc ter vse tri konsenzusne sekvence zdruzili v programu EditSeq. Tako smo dobili celotne

virusne genome PCV 3, dolzine 2.000 nt, ki smo jih prav tako zaceli z zaporedjem ori, ki jo pri
PCV 3 predstavlja nukleotidno zaporedje » TAGTATTAC«

Tabela 11: Vzorci PCV 3, ki smo jim dolo¢ili nukleotidno zaporedje celotnega genoma.

Table 11: PCV 3 samples of which the complete genome sequence was determined.

Vzorec

Vzorec 11
Vzorec 25
Vzorec 34
Vzorec 7
Vzorec 131

Ime vzorca v genski
banki (GenBank)
sekvenciranje ni uspelo
sekvenciranje ni uspelo
PCV-3-SL0O5/2019
PCV-3-SL06/2019

sekvenciranje ni uspelo

DolZina nukleotidnega zaporedja

2.000
2.000
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4.7 MEDSEBOJNA PRIMERJAVA ZAPOREDIJ CELOTNIH GENOMOQV PCV 2 IN
PCV 3

Na prvem filogenetskem drevesu smo primerjali $tiri seve PCV 2, ki smo jim dolo¢ili
nukleotidno zaporedje celotnega genoma pri domacih prasi¢ih v Sloveniji, zraven pa smo
vkljucili vse referencne seve za posamezen genotip (Slika 7). S filogenetsko primerjavo smo
ugotovili, da pozitivni vzorci spadajo v dve genetsko sorodni liniji. V prvo linijo sta uvrs¢ena
vzorca PCV-2-SL0O1/2019 in PCV-2-SL02/2019, v drugo linijo vzorca PCV-2-SL03/2019 in
PCV-2-SL04/2019. Vzorca iz prve linije imata 99,8 % medsebojne identi¢nosti zaporedja
nukleotidov, vzorca iz druge linije pa 98,5 % identi¢nost zaporedja nukleotidov. VVzorec PCV-
2-SL0O4/2019 iz druge linije izkazuje 96,0 % identi¢nost nukleotidov z obema vzorcema iz prve
linije, PCV-2-SL0O3/2019 pa 96,1 in 96,2 % identi¢nost z vzorcema iz prve linije (Slika 8).
Vzorca iz prve linije sta genetsko najblizje referenénemu sevu PCV 2d (99,7 — 99,8 %
identi¢nost nukleotidnega zaporedja), vzorca iz druge linije pa referen¢nemu sevu PCV 2b (98,4

— 99,8 % identi¢nost nukleotidnega zaporedja) (Slika 7).

Na drugem filogenetskem drevesu smo primerjali dva slovenska seva PCV 3, ki smo jima
dolo¢ili nukleotidno zaporedje celotnega genoma, vkljucili pa smo tudi oba referencna seva
(Slika 9). Vzorca PCV-3-SLO5/2019 in PCV-3-SLO6/2019 imata 99,0 % medsebojno
identi¢nost, najblizje pa sta referenénemu sevu za genotip PCV 3a, s katerim s katerim imata
98,9 % identi¢nost nukleotidov. Z referenénim sevom PCV 3 CN Hunan 2 2006 imata

slovenska seva zgolj 91,3 % identi¢nost nukleotidov (Slika 10).
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PCV2B (AF055394) Francija1998
4|:L PCV-2-5L03-2019
PCV-2-51 04-2019

FCV 2F (MF278778) Kitajska 1999
—— PCVZ2A (AF0553982) Kanada

PCV-2-5L01-2019
4[[ PCV-2-5L02-2018
PCV 20 (HMO3B8017) Kitajska 2010
— PCW 2H (JX506730) Vietnam 2012
PCV 2G (JX099756) Vietnam 2012
PCVZC (EU148503) Danska1980
PCV 2E (KTa70147) ZDA 2015

4 2 0
Zamenjava nukleotidov (x100)

5.9

Slika 7: Filogenetsko drevo, izrisano s programom MegAlign (DNASTAR, Lasergene), prikazuje medsebojno
primerjavo sorodnosti na podlagi primerjave 1.767 nukleotidov &tirih slovenskih sevov PCV 2 in osmih

referencnih sekvenc, ki predstavljajo posamezne PCV 2 genotipe.

Figure 7: Phylogenetic tree, constructed using program MegAlign (DNASTAR, Lasergene), shows a comparison
of 1.767 nucleotides for four Slovenian PCV 2 strains and eight reference strains, representing individual PCV 2
genotypes.

odstotek identi¢nosti

PCY-2-5L01-2019
PCV-2-5L02-2019
PCV-2-5L03-2019
PCV-2-5L04-2019

PCV24 (AF055392) Kanada
PCV2B (AF055394) Francija1998
PCV2C (EU148503) Danska19a0
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Slika 8: Prikaz identi¢nosti 1.767 nukleotidov v % za §tiri slovenske seve in osem referenénih sevov.

Figure 8: Percent of similarity betweern 1.767 nucleotides of four Slovenian PCV 2 strains and eight reference

strains.



T. Steferl: Ugotavljanje razsirjenosti in dolo¢itev celotnih genomov PCV 2 in PCV 3 54
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Raziskovalna naloga

_I:F'C‘-.-"S SLO G 2019
PCV 3A 2017 (MKS80467) Kitajska

— PCV3 5L05 2018

50

PCV 3 Hunan 2 2006 (MG372488) Kitajska

Slika 9: Filogenetsko drevo, izrisano s programom MegAlign (DNASTAR, Lasergene), prikazuje medsebojno

primerjavo sorodnosti na podlagi primerjave 2.000 nukleotidov dveh slovenskih sevov PCV 2 in dveh referen¢nih

4 2

Zamenjava nukleotidov (x100)

sekvenc, ki predstavljajo genotipa PCV 3.

Figure 9: Phylogenetic tree, constructed using program MegAlign (DNASTAR, Lasergene), shows a comparison

of 2.000 nucleotides for two Slovenian PCV 3 strains and two reference strains, representing both PCV 3

genotypes.

razlika

odstotek identi¢nosti

o

PCWV3 SLO5 2019

PCV3 5LO 6 2019

PCY 3A 2017 (MK530467) Kitajska

PCY 3 Hunan 2 2006 (MG372458) Kitajska

Slika 10: Prikaz identi¢nosti 2.000 nukleotidov v % za dva slovenska seva PCV 3 in dve referenéni sekvenci.

Figure 10: Percent of similarity between 2.000 nucleotides of two Slovenian PCV 3 strains and two reference

strains.
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4.8 PRIMERJAVA NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ PCV 2 IN PCV 3 Z NAJBLJIZJIMI
SEVI IZ GENSKE BANKE

Za namen izdelave filogenetske primerjave nasih sevov in sevov iz tujine smo zaporedja
celotnih genomov Sstirih pozitivnih vzorcev PCV 2 in dveh pozitivnih vzorcev PCV 3, ki smo
jim dolo¢ili nukleotidno zaporedje primerjali s sevi v genski banki. Pregledali smo 100 najbolj
sorodnih sekvenc, za vsako ugotovili drzavo izvora in v filogenetsko primerjavo vkljucili po
eno zaporedje iz vsake drzave. Pred izdelavo filogenetskega drevesa smo vsako sekvenco v
programu EditSeq uredili tako, da se je za¢ela z zaporedjem ori (angl. origin of replication). Na

filogenetskem drevesu smo nato izvedli filogenetsko primerjavo zaporedjih celotnih genomov.

Pri izdelavi naSe naloge smo sledili predlogu klasifikacije PCV 2, ki sta ga postavila Franzo in
Segales (2018). Pozitivni vzorci PCV 2 so se uvrstili v dva razli¢na genotipa. Vzorca PCV-2-
SLO3/2019 in PCV-2-SL0O4/2019 sta se uvrstila v genotip PCV 2b, vzorca PCV-2-SL0O1/2019
in PCV-2-SL0O2/2019 pa v genotip PCV 2d. V filogenetsko primerjavo smo vkljuéili tudi
Stevilne seve iz tujine. V genotip PCV 2b so se poleg sevov PCV-2-SL0O3/2019 in PCV-2-
SLO4/2019 uvrstili tudi sevi iz Juzne Koreje, Urugvaja, Ukrajine, Hrvaske, Kitajske, Nemcije,
Japonske, Slovaske, Avstrije, Avstralije, Danske, ltalije, Brazilije, Nizozemske, Srbije,
Tajvana, Portugalske, MadZarske in en sev iz Karibov. V genotip PCV 2d so se poleg nasih

dveh vzorcev razvrstili Se sevi iz Kitajske, Juzne Koreje, Italije in ZDA (Slika 11).

Nasa seva PCV-2-SL0O1/2019 in PCV-2-SL0O2/2019 imata z ostalimi sevi znotraj genotipa
PCV 2d od 99,7 do 99,9 % identi¢nost zaporedja nukleotidov. Na filogenetskim sta najblizje
sevu PCV-2-KSU-KS-2016 (MK504412) iz ZDA, s katerim imata 99,9 % identi¢nih

nukleotidov.

Seva PCV-2-SL03/2019 in PCV-2-SL04/2019 imata drugimi sevi znotraj genotipa PCV 2b od
98,3 do 99,8 % identi¢nost zaporedja nukleotidov. PCV-2-SLO3/2019 je na filogenetskem
drevesu najblizje sevu PCV-2-A802 DNA (LC433842) z Japonske, s katerim ima 99,9 %
identi¢nost zaporedja nukleotidov, sev PCV-2-SLO4/2019 pa je najblizje sevu PCV-2-H
(KJ946351) z Madzarske, s katerim ima 99,5 % identi¢nost zaporedja nukleotidov.

Slovenska seva PCV-3-SL0O5/2019 in PCV-3-SL06/2019 smo razvrstili glede na klasifikacijo,
ki so jo predlagali Franzo in sodelavci (2020). NaSa pozitivna vzorca smo uvrstili v genotip

PCV 3a. V navedeni genotip so se uvrstili tudi vsi ostali sevi iz ZDA, Danske, Nemcije,
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Madzarske, Italije, Spanije, Svedske, Rusije, Kitajske, Indije, Juzne K-oreje, Tajvana, Brazilije,
Kolumbije in Cila (Slika 13).

Seva PCV-3-SL05/2019 in PCV-3-SL06/2019 imata znotraj genotipa PCV 3a od 98,9 do 99,6
% identi¢nost nukleotidov s sevi iz tujine. Filogenetsko je sev PCV-3-SLO5/2019 je najblizje
sevom PCV-3-95 (MK496293) iz ZDA, PCV-3-RU-TY17 (MG679916) iz Rusije, PCV-3-
Chhattisgarh-SK1-2017 (MK934765) iz Indije, PCV-3-CN-Nanjing-2017 (MK580468) s
Kitajske in PCV-3-COL-Valle-2018 (MT461292) iz Kolumbije, s katerimi ima 99,4 %
identi¢nost zaporedja nukleotidov. Sev PCV-3-SL0O6/2019 je najblizje sevu PCV-3-KSU-KS-
2017-64 (MH603562) iz ZDA, s katerim ima 99,6 % identi¢nnost zaporedja nukleotidov.
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Slika 11:

najblizjimi sevi iz tujine. V filogenetsko drevo smo vkljucili tudi 8 referen¢nih sevov za posamezen genotip PCV

o

r PCV-2-KU-1204 (KX828222) Juzna Koreja
-t PCV-2-URU70 (MF616413) Urugvaj
L PCV-2-Fh22 (AY322002) Ukrajina
- PCV-2-1313-09-11 (HQ591380) Hrvaska
I PCV-2-WK 090315 (MK347406) Kitajska
- PCV-2-DE35316-13 (KY388470) Nemcija
PCV-2-A802 DNA (LC433842) Japonska
I PCV-2-PPL (HM009338) Slovaska
371 @ PCV-2-SL0O3-2019 Slovenija
PCV-2-DrDd wh UKR (KP420196) Ukrajina
PCV-2-AUT5 (AY424405) Avstrija
PCV-2-Aust3959 (EU886637) Avstralija
PCV-2-DK581 (EF565367) Danska
PCV-2-1397-2011 (KP231116) ltalija
PCV-2-LFNI2 (KF374705) Brazilija
PCV-2-NL PMWS 3 (AY484415) Nizozemska
PCV-2-KNA-K TB60 2013 (MN935183) Sveti Kristof in Nevis
PCV-2-NIVS-5 (HQ378160) Srbija
M PCV-2B-1998 (AF055394) Francija

100

PCV-2-KS (HQ202958) Tajvan
PCV-2-Fh22 (AY322002) Francija
62'PCV-2-PT-20750-07 (HQ831525) Portugalska
PCV-2-115a Venezia 29 (KP231113) ltalija
PCV-2-Crzd wb UKR (KP420189) Ukrajina
91| 99 — @ PCV-2-SL04-2019 Slovenija
PCV-H (KJ946351) Madzarska
PCV-QZ0401 (AY691169) Kitajska
57 PCV-2-A4099 (JF317566) Juzna Koreja
87 - PCV KU1 (KR054744) Japonska

- M PCV-2H-2012 (JX506730) Vietnam

M PCV-2G-2012 (JX099786) Vietnam
- PCV-2-Rac-hb2 (MH373556) Kitajska
| Ml PCV-2D-2010 (HM038017) Kitajska
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25 L PCV-2-WG06 (JX794498) Kitajska

PCV-2-KNU-2015 (MT814846) Juzna Koreja
100} PCV-2-1077 (KP231167) ltalija

- PCV-2-T400 (KY677756) Juzna Koreja
PCV-2-DF-1 (JN119255) Kitajska

35| @ PCV-2-SL02-2019 Slovenija

L PCV-2-K SU-K S-2018 (MK 504420) ZDA

38} @ PCV-2-SL0O1-2019 Slovenija
PCV-2-KSU-KS-2016 (MK504412) ZDA

L M PCV-2A-1998 (AF055329) Kanada

M PCV-2F-1999 (MF278778) Kitajska

L M PCV-2C-1980 (AF055394) Danska

—
0.01

Filogenetska primerjava 1.767 nukleotidov stirih slovenskih sevov PCV 2 (oznaeni z modro) z

B PCV-2E-2015 (KT870147) ZDA

2 (oznaceni z rdeco). Filogenetsko drevo je izdelano s programom MEGA.

Figure 11: Phylogenetic tree based on the comparison of 1.767 nucleotides of four Slovenian PCV 2 strains

(marked with blue) with the nearest strains from abroad. Eight reference sequences for each PCV 2 genotype are

also included (marked with red). Phylogenetic tree was contructed with MEGA program.
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— PCV-3 RU-TY17 (MG679916) Rusija

16— PCV-3 P17055CYC-2017 (MF063070) Juzna Koreja
L PCV-3 Chhattisgarh SK1-2017 (MK934765) Indija
—— PCV-3 d43F (MK820624) Neméija

57 [ PCV-3 KSU-KS-2017 PCV3-64 (MH603562) ZDA
b @ PCV-3 SL0O6-2019 Slovenija

PCV-3 287-15-4 (MT075524) Brazilija
PCV-3 4332-7 (MF805724) Danska
- PCV-3 Valle-2018 (MT461292) Kolumbija
i PCV-3 95 (MK496293) ZDA
0 — PCV-3 TW17-0567 (MN510466) Tajvan
{PCV-S TW16-2626 (MN510467) Tajvan
PCV-3 Nanjing-2017 (MK580468) Kitajska

{ PCV-3 Wild boar 2018 (MH579747) Spanija
B

14

2]

- PCV-3 Szerencs-2017 (MG595741) Madzarska
45| - PCV-3 Type 3 (MN907812) Cile
% B PCV-3 3A-2017 (MK580467) Kitajska
PCV-3 IT CO2017 (MF162298) Italija
L— PCV-3 (MG765473) Svedska
—— @ PCV-3 SLO5-2019 Slovenija
— PCV-3 16R927-2016 (MF063071) Juzna Koreja
— PCV-3_DE48.7 (MG014373) Nemcija
M PCV-3 Hunan 2-2006 (MG372488) Kitajska

B7

—
0.01

Slika 12: Filogenetska primerjava 2.000 nukleotidov dveh slovenskih sevov PCV 3 (oznaéeni z modro) z

najblizjimi sevi iz tujine. V filogenetsko drevo smo vkljucili tudi 2 referenc¢ni sekvenci za posamezen genotip PCV

3 (oznaceni z rdeco). Filogenetsko drevo je izdelano s programom MEGA.

Figure 12: Phylogenetic tree based on the comparison of 2.000 nucleotides of two Slovenian PCV 3 strains (marked
with blue) with the nearest strains from abroad. Two reference sequences for each PCV 3 genotype are also
included (marked with red). Phylogenetic tree was contructed with MEGA program.
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4.9 DOLOCITEV BRALNIH OKVIRJEV VIRUSOV PCV 2 IN PCV 3

V nukleotidnih zaporedjih vseh celotnih genomov PCV 2 in PCV 3 iz te Studije smo dolo¢ili tri
bralne okvirje za ORF 1, ORF 2 in ORF 3 in jih primerjali med seboj.

49.1 Bralniokvir ORF 1

ORF 1 pri PCV 2 zajema 945 nukleotidov in se pri nasih sevih zacne na poziciji 58 ter konca
na poziciji 1002. S primerjavo nukleotidnih zaporedij regij ORF 1 PCV 2 smo ugotovili visoko
podobnost v nukleotidnem zaporedju bralnega okvirja med sevi. Najvi§jo podobnost v
nukleotidnem zaporedju ORF 1 smo ugotovili med sevoma PCV-2-SL01/2019 in PCV-2-
SLO2/2019, ki je znaSala 99,8 %, PCV-2-SL04/2019 in PCV-2-SL03/2019 sta si podobna v
97,9 %.

Regija ORF 1 PCV 2 obsega zaporedje 314 aminokislin. Najvi$jo podobnost aminokislinskega
zaporedja izkazujeta seva PCV-2-SL01/2019 in PCV-2-SL0O2/2019, ki imata 99,7 %
identi¢nost aminokislinskega zaporedja, PCV-2-SL03/2019 in PCV-2-SL0O4/2019 imata 99,0
% identi¢nostv aminokislinskem zaporedju. S PCV-2-SL0O1/2019 in PCV-2-SL0O2/2019 si
PCV-2-SL03/2019 deli 98,4 in 98,7 % aminokislinskega zaporedja, PCV-2-SL04/2019 pa
99,4 in 99,0 %.

Regija ORF 1 pri PCV 3 zajema 891 nukleotidov in se zaCne na poziciji 223 ter kon¢a na
poziciji 1113. Na 5' koncu se regija ORF 1 PCV3 zac¢ne z alternativnim GTC kodonom. Nasa
seva PCV-3-SLO5/2019 in PCV-3-SLO6/2019 imata v regiji ORF 1 99,6 % identi¢nost

zaporedja nukleotidov.

Regija ORF 1 PCV 3 obsega zaporedje 296 aminokislin. Nasa seva PCV-3-SL05/2019 in PCV-
3-SL06/2019 si delita 99,3 % aminokislinskega zaporedja.
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4.9.2 Bralni okvir ORF 2

ORF 2 je orientirana v obratni smeri kot ORF 1 in zajema razli¢no Stevilo nukleotidov. Pri
slovenskih sevih PCV 2 se vse ORF 2 regije kon¢ajo na poziciji 1741, zacetne pozicije pa so
drugacne. Pri PCV-2-SL0O1/2019 in PCV-2-SL02/2019 se regija ORF 2 za¢ne na poziciji 1037
in zajema 705 nukleotidov, pri sevih PCV-2-SL0O3/2019 in PCV-2-SLO4/2019 se zacne na
poziciji 1040 in zajema 702 nukleotida. Nukleotidno zaporedje ORF 2 PCV-2-SL0O1/2019 in
PCV-2-SL02/2019 izkazuje najvisjo podobnost v 99,9 %, nukleotidno zaporedje ORF 2 regije
PCV-2-SL03/2019 in PCV-2-SL0O4/2019 pa 99,1 %. ORF 2 PCV-2-SL0O3/2019 ima s PCV-
2-SL0O1/2019 in PCV-2-SL0O2/2019 94,4 in 94,3 % identi¢nost nukleotidnega zaporedja, ORF
2 PCV-2-SLO4/2019 pa ima s PCV-2-SL0O1/2019 in PCV-2-SL0O2/2019 93,9 in 93,7 %

identi¢nost nukleotidnega zaporedja.

Regija ORF 2 zajema tudi razli¢no Stevilo aminokislin, ki pri sevih PCV-2-SL0O1/2019 in PCV-
2-SL0O2/2019 zajema zaporedje 234 aminokislin, pri sevih PCV-2-SL0O4/2019 in PCV-2-
SLO3/2019 pa 233 aminokislin. Najvi§jo podobnost aminokislinskega zaporedja ORF 2
izkazujeta PCV-2-SL0O1/2019 in PCV-2-SL02/2019, ki imata 99,6 % identi¢nost zaporedja
aminokislin. PCV-2-SLO4/2019 in PCV-2-SLO3/2019 imata 97,9 % identi¢nost
aminokislinskega zaporedja. ORF 2 regija PCV-2-SL03/2019 ima 94,0 in 93,6 % identi¢nost
aminokislinskega zaporedja s PCV-2-SL0O1/2019 in PCV-2-SL0O2/2019, medtem ko ima PCV-
2-SL.04/2019 s PCV-2-SL01/2019 in PCV-2-SL0O2/2019 91,8 in 91,4 % identi¢nost zaporedja

aminokislin.

Regija ORF 2 PCV 3 obsega 645 nukleotidov in je orientirana v obratni smeri kot regija ORF
1. Regija ORF 2 se za¢ne na poziciji 1343 in konc¢a na poziciji 1987. Slovenska seva PCV-3-
SLO5/2019 in PCV-3-SL0O6/2019 imata 98,3 % identi¢nost zaporedja nukleotidov.

Regija ORF 2 PCV 3 ima zaporedje 214 aminokislin. PCV-3-SL0O5/2019 in PCV-3-SL0O6/2019

imata 97,2 % medsebojno identi¢nost aminokislinskega zaporedja.
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4.9.3 Bralni okvir ORF 3

Regija ORF 3 PCV 2 je orientirana v smeri 3' — 5'. Zajema 315 nukleotidov in se za¢ne na
poziciji 364 ter konca na poziciji 678. Med preiskanimi slovenskimi sevi PCV 2 najvisjo
podobnost izkazujeta ORF 2 regiji PCV-2-SL01/2019 in PCV-2-SL02/2019, ki imata 100,0
% 1identi¢nost nukleotidnega zaporedja. PCV-2-SLO3/2019 in PCV-2-SLO4/2019 sta si
podobna v 99,0 % nukleotidov. PCV-2-SL0O1/2019 in PCV-2-SLO2/2019 imata 98,1 %
identi¢nost nukleotidnega zaporedja s PCV-2-SL03/2019, s PCV-2-SL04/2019 pa 98,7 %

identi¢nost.

Regija ORF 3 obsega zaporedje 104 aminokislin. Odstotek podobnosti aminokislinskega
zaporedja je najvisji med PCV-2-SL0O1/2019 in PCV-2-SL0O2/2019 in znasa 100,0 %, med
PCV-2-SL03/2019 in PCV-2-SL0O4/2019 pa 98,1 %. Identi¢nost aminokislinskega zaporedja
ORF 3 PCV-2-SL03/2019 s PCV-2-SL0O1/2019 in PCV-2-SL0O2/2019 je 95,2 %, identi¢nost
aminokislinskega zaporedja PCV-2-SL04/2019 s PCV-2-SL0O1/2019 in PCV-2-SL0O2/2019 pa
96,2 %.

Regije ORF 3 pri PCV 3 nismo dolocili.

Na podlagi posameznih regij ORF pri PCV 2 in PCV 3 smo naredili filogenetsko primerjavo
nasih sevov z vzorci iz tujine. Filogenetska drevesa na podlagi ORF regij so prikazana v
Prilogah 1 do 5.

V Prilogah 6 in 7 smo prikazali dolZine nukleotidov celotnih genomov in posameznih ORF
regij ter dolZine aminokislin za posamezne proteine, ki jih regije kodirajo za vse nase seve PCV

2 in PCV 3 ter posamezne referencne seve.

Nukleotidna zaporedja celotnih genomov §tirith vzorcev PCV 2 in dveh vzorcev PCV 3 so

prikazana v Prilogah 8 in 9.
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5 RAZPRAVA

PROREY

ekonomske Skode. Od prve potrditve virusa konec 90-ih let prejSnjega stoletja so drzave z
dobro razvito prasiercjo vlagale velike napore v ugotavljanje in obvladovanje okuzb in
raziskave z namenom izboljSanja zdravstvenega stanja zivali in zmanj$anja ekonomskih $kod.
Od leta 2015 poznamo tudi okuzbe s PCV 3, od leta 2019 pa tudi PCV 4 in ¢eprav njun vpliv
na patogenezo ni natan¢no razjasnjen, se drzave prav tako usmerjajo v njuno preucevanje.
Namen naSe raziskovalne naloge je bil ugotoviti prevalenco PCV 2 in PCV 3 med domacimi in
divjimi pras$i¢i v Sloveniji ter doloditi in tipizirati nekatere celotne genome PCV 2in PCV 3 iz

posameznih pozitivnih vzorcev.

Z uporabo komercialnega kita Bio-T kit PCVV2 & PCV 3 (Biosellal, Francija) za dokazovanje
genoma PCV 2 in PCV 3 z metodo PCR v realnem ¢asu smo v tej Studiji preiskali 131 vzorcev
suspenzij organov domacih in divjih prasic¢ev. Prvi¢ smo prisotnost PCV 3 ugotovili pri divjem
praSicu iz ob¢ine Koper (vzorec 7) 14. novembra 2019, pri domacem prasi¢u pa smo PCV 3
prvi¢ potrdili 21. novembra 2019 pri prasicu, ki je izviral iz ob¢ine Cankova (vzorec 13). Ker
pred tem v Sloveniji ni bilo poro¢il o prisotnosti PCV 3, smo na njegovo prisotnost opozorili
slovensko veterinarsko javnost v ¢lanku z naslovom »Prvi dokaz prisotnosti okuzb s PCV 3 pri
domacih in divjih prasi¢ih v Sloveniji«, objavljenem v Vestniku Veterinarske zbornice
Slovenije (Steferl in Toplak, 2020). Neodvisno od nas, vendar sodasno so Plut in sodelavci
(2020) porocali o prisotnosti PCV 3 v rejah domacih prasic¢ev v Sloveniji, kjer so z metodo PCR
v realnem Casu ugotovili prisotnost nukleinske kisline PCV 3 v 73,5 % preiskanih vzorcev ustne
tekocine, 23,5 % preiskanih iztrebkov in 13,1 % preiskanih serumskih vzorcih. S tem smo
Slovenijo uvrstili na seznam Stevilnih drzav, ki so ze porocale o pojavljanju PCV 3 v populaciji
svojih prasicev. PCV 2 so pri domacih in divjih prasi¢ih v Sloveniji z uporabo metode multiplex
PCR prvi¢ potrdili ze leta 2002 (Toplak in sod., 2002, Toplak in sod., 2004). Studije o
prisotnosti in prevalenci PCV 2 in PCV 3 v Sloveniji so malostevilne, zato bi bilo v prihodnosti
morali biti pozorni na pojavljanje novega PCV 4, ¢igar vpliv na zdravje praSi¢ev zaenkrat $e ni

razjasnjen.

V raziskovalni nalogi smo dolocali prevalenco PCV 2 in PCV 3 pri domacih in divjih prasi¢ih

v Sloveniji. V $tudiji smo preiskali skupaj 131 vzorcev, od tega 88 vzorcev domacih prasi¢ev
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in 43 vzorcev divjih prasicev iz 71 razli¢nih slovenskih ob¢in, kar je najvecja tovrstna Studija.
Prisotnost virusnega genoma PCV 2 smo ugotovili pri 68,2 % domacih prasicev. Rezultati nam
kazejo na zelo visoko prevalenco okuzb s PCV 2 pri domacih prasi¢ih v Sloveniji. 1z tega lahko
upravic¢eno zatrdimo, da je PCV 2 med slovenskimi prasSi¢i endemic¢no prisoten. O visoki
prevalenci okuzb s PCV 2 med domacimi prasi¢i porocajo tudi iz drugih drzav. Na Kitajskem
je metaanaliza med letoma 2015 in 2019 ugotovila 46,0 % prevalenco PCV 2 (Liu in sod.,
2019). V isti Studiji avtorji ugotavljajo tudi, da je prevalenca PCV 2 med domacimi prasici
vztrajno nara$cala in je pred letom 2015 znaSala 32,3 %, med letoma 2015 in 2017 je znaSala
42,3 %, po letu 2017 pa je narasla ze na 51,9 %. V nasi blizini Reiner in sodelavci (2010)
porocajo o 100 % prevalenci PCV 2 med domacimi prasi¢i v Nem¢iji, podobno se domneva
tudi za domace prasice v Avstriji (Weissenbacher-Lang in sod., 2020). Pri divjih prasi¢ih smo
prisotnost genoma PCV 2 ugotovili v 18,6 %. Porocila o prevalenci PCV 2 med divjimi prasici
se razlikujejo. Reiner in sodelavci (2010) so z metodo nested PCR genom PCV 2 ugotovili v
63,1 % preiskovanih divjih prasi¢ih v Nemciji, z metodo PCR v realnem ¢asu pa v zgolj 45,4
%, do¢im so raziskovalci iz Juzne Koreje porocali o precej nizki prevalenci PCV 2 med divjimi

prasici, ki je znasala samo 4,98 % (An in sod., 2014).

Prisotnost virusnega genoma PCV 3 smo potrdili pri 22,7 % domacih prasicev. Podoben
odstotek PCV 3 pozitivnih domacih prasicev so ugotovili na Kitajskem med letoma 2016 in
2019, Kkjer so potrdili 29,3 % prevalenco (Ha in sod., 2020) ter na ameriskem srednjem zahodu,
kjer so med letoma 2016 in 2018 ugotovili 28,4 % prevalenco PCV 3 (Wang in sod., 2020). Pri
34,9 % preiskanih vzorcev slovenskih divjih prasicev smo ugotovili prisotnost nukleinske
kisline PCV 3. Vi§ji odstotek pozitivnih divjih prasi¢ev sovpada s trditvijo nekaterih avtorjev,

da le ti predstavljajo naravni rezervoar PCV 3 (Franzo in sod., 2018; Klaumann in sod., 2019).

Ker lahko s komercialnim kitom Bio-T kit PCV2 & PCV 3 (Biosellal, Francija) hkrati
ugotavljamo prisotnost PCV 2 in PCV 3 v istem vzorcu, smo ugotavljali tudi, koliko slovenskih
prasiCev je hkrati okuzenih z obema patogenoma. So¢asno okuzbo s PCV 2 in PCV 3 smo
ugotovili v 15,9 % preiskanih domacih prasi¢ih in v 18,6 % preiskanih divjih prasi¢ih. Poroc¢ila
o prevalenci so¢asnih okuzb se razlikujejo in se gibajo od 1,26 do 61,54 % (Ouyang in sod.,
2019a). Zanimivo je, da smo pri vseh divjih prasic¢ih, pozitivnih na PCV 2, dokazali tudi
soCasno okuzbo s PCV 3. Nasi rezultati nakazujejo na to, da so socasne okuzbe s PCV 2 in

PCV3 pri nasih domacih in divjih prasic¢ih kar pogoste.
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V nasi nalogi smo se odlocili razsirjenost PCV 2 in PCV 3 tudi geografsko prikazati. Vecina
tujih avtorjev pri porocanju o geografski razsirjenosti uporablja regije ali zvezne deZele
posameznih drzav. V Sloveniji je 12 statisti¢nih regij, ki so glede na celotno ozemlje precej
velike, iz tega razloga se nam predstavljanje rezultatov razsirjenosti PCV 2 in PCV 3 po regijah
ni zdelo smiselno, ker ne bi odrazalo realne slike. Zaradi ¢im natanénejSega prikaza smo se
odloc¢ili, da bomo razsirjenost PCV 2 in PCV 3 prikazali po ob¢inah, ki so bolj Stevil¢ne od
regij in obsegajo manjso povrsino. To je hkrati tudi prvi geografski prikaz razsirjenosti PCV 2
in PCV 3 pri domacih in divjih prasi¢ih v Sloveniji. Od skupno 212 slovenskih ob¢in smo
prisotnost PCV 2 pri domacih prasi¢ih potrdili v 40 ob¢inah. PCV 2 je dobro zastopan v
osrednji, jugovzhodni in vzhodni Sloveniji, predvsem v Podravju in Pomurju, kjer se tudi sicer
tradicionalno vzredi najvec prasicev. Najve¢ pozitivnih prasicev smo ugotovili v obCini Apace.
V zahodni Sloveniji, z izjemo ob¢ine Gorenja vas — Poljane, nismo ugotovili okuzb s PCV 2,
kar pa nikakor ne pomeni, da je ta del Slovenije prost PCV 2. Prisotnost PCV 3 pri domacih
prasicih smo ugotovili v 18 ob¢inah, razsirjenost pa je v grobem podobna tisti pri PCV 2. Najvec
pozitivnih prasic¢ev smo tudi v tem primeru ugotovili v pomursko-podravskem obmoc¢ju, sledi
pa jima jugovzhodni del Slovenije. Glede na nase rezultate lahko zaklju¢imo, da sta PCV 2 in

PCV 3 dobro razsirjena v rejah domacih prasi¢ev v Sloveniji.

Razsirjenost PCV 2 in PCV 3 smo prikazali tudi pri slovenskih divjih praSi¢ih. PCV 2 smo
dokazali v petih, PCV 3 pa v osmih ob¢inah. V obeh primerih so skoraj vsi nasi pozitivni vzorci
omenjeni na jugozahodno Slovenijo oziroma Primorsko regijo. Najve¢ PCV 2 in PCV 3
pozitivnih vzorcev prihaja iz obc¢ine Koper, le dva pozitivna vzorca smo potrdili izven
Primorske in sicer v ob¢inah Ljubljana in Lasko. Populacija divjega prasic¢a je v Sloveniji
najstevilénejsa prav na Primorskem, v ve¢jem Stevilu pa jih najdemo tudi na Kocevskem,
Zasavju, delih Stajerske in v Prekmurju. Podatek o razsirjenosti PCV 2 in PCV 3 je pomemben
predvsem z epizootioloSkega vidika, saj lahko divji pra$ici predstavljajo vir okuzb za domace
prasice, Predvsem to velja za PCV 3, divji prasi¢i namre¢ najverjetneje pomenijo rezervoar
PCV 3 v naravi.

Pri 30 naklju¢no izbranih vzorcih domacih in divjih praSi¢ih smo dolocili Stevilo kopij
virusnega genoma PCV 2 in PCV 3. Pri vzorcih, pozitivnih na PCV 2 smo ugotovil, da se Stevilo
kopij med vzorci moc¢no razlikuje. Najnizjo Stevilo kopij smo ugotovili pri domacem prasicu iz
Gornje Radgone (vzorec 42), kjer smo ugotovili 168,3 kopije virusnega genoma PCV 2.

Ugotovili smo kar nekaj mo¢no pozitivnih vzorcev, ki so vsebovali preko milijon kopij
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virusnega genoma PCV 2, najvecje Stevilo kopij pri domacem prasi¢u smo ugotovili pri prasi¢u
iz obCine Ljutomer (vzorec 5), pri katerem smo dokazali 36.040.000 kopij, pri divjem prasi¢u
pa smo najvecje Stevilo kopij virusnega genoma ugotovili pri Vzorcu 83, ki zelo moc¢no odstopa
od ostalih preiskanih vzorcev. V tem primeru gre za vzorec divjega prasica iz obCine Ilirska
Bistrica, pri katerem smo dokazali kar 431.300.000 kopij virusnega genoma PCV 2. Do danes
so Stevilne Studije ugotovile, da je vecje stevilo virusnih genomov povezano s pojavom klini¢ne
bolezni pri obolelih prasicih. Brunborg in sodelavci (2004) so leta 2003 dolocali Stevilo virusnih
kjer so se pojavili klini¢ni znaki PMWS. Stevilo kopij pri zdravih prai¢ih so primerjali s
Stevilom kopij pri bolnih prasicih, pri ¢emer so ugotovili o€itno razliko. Pri nobenem od zdravih
prasi¢ev stevilo kopij virusnega genoma PCV 2 ni preseglo 10° / ml seruma ali 500 ng tKiva,
medtem, ko je pri vseh prasi¢ih s kliniénimi znaki PMWS Stevilo kopij virusnega genoma
preseglo 107/ ml seruma ali 500 ng tkiva. Glede na to, da je PCV 2 prisoten v ve¢ini rej prasicev,
bi lahko na podlagi ugotavljanja virusnega bremena locevali zdrave od bolnih prasicev. Olvera
in sodelavci (2004) ugotavljajo, da ve¢je virusno breme pomeni tudi tezje klinicne znake
PMWS Segales in sodelavci (2005) so preiskovali traheo-bronhialne, tonzilarne, nazalne,
fekalne in urinske brise pri domacih prasicih, ki so jih razdelili v tri kategorije: v kategorijo A
so uvrstili praSice s klini€énimi znaki PMWS, v kategorijo B so uvrstili subkliniéno okuzene
prasice, v kategorijo C pa zdrave prasice. Pri klini¢no bolnih prasic¢ih (kategorija A) so ugotovili
statisticno znacilno vecje Stevilo kopij virusnega genoma, kot pri prasi¢ih brez PMWS
(kategoriji B in C). Pri prasic¢ih s klini¢nimi znaki PDNS pa so opazili nizZje koli¢ine virusnega
genoma PCV 2, kar pomeni, da kljub temu, da PCV 2 igra vlogo pri patogenezi PDNS, sama
koli¢ina virusa nima bistvenega pomena (Olvera in sod., 2004). Iz naSih vzorcev smo
pricakovano ugotovili, da se Stevilo kopij virusnega genoma med prasici razlikuje in da nekaj
vzorcev mocno odstopa od ostalih, vendar pa zgolj na podlagi nasih rezultatov ne moremo
povezati Stevila kopij virusnega genoma z morebitno boleznijo pri posamezni zivali. Podatkov
0 klini¢nem stanju in poteku bolezni poginjenih prasicev namre¢ nimamo, prav tako nimamo
podatkov 0 posamezni reji. Menim, da bi bilo smiselno opraviti pregled stanja cirkoviroze v
rejah, kjer smo ugotovili prasi¢e z velikim Stevilom kopij virusnega genoma v vzorcih in po

potrebi izvesti sanacijo.

Pri pozitivnih vzorcih na PCV 3 smo v primerjavi s PCV 2 ugotovili precej manjsa Stevila kopij

virusnega genoma, od 7,20 pa do 12.910. Ker patogeneza PCV 3 Se ni popolnoma razjasnjena,
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ne obstajajo Studije, ki bi koli¢ino virusa povezala s kakrSnokoli klini¢no sliko. Zanimivo pa je,
da tudi v tem primeru po Stevilu kopij virusnega genoma izstopa vzorec 83, pri katerem smo

ugotovili tudi veliko Stevilo kopij PCV 2.

Za potrebe dolocanja celotnih genomov smo na sekvenciranje poslali pet vzorcev PCV 2 in pet
vzorcev PCV 3. Sekvenciranje je uspelo pri stirih vzorcih PCV 2, pri PCV 3 pa smo nukleotidno
zaporedje celotnega genoma dolo¢ili v samo dveh. Pri enem vzorcu PCV 2 in treh vzorcih PCV
3 smo dobili samo delno zaporedje genoma, zato smo se odlocili, da jih v raziskovalno nalogo
ne vklju¢imo. Za pomnozevanje genoma PCV 3 smo uporabili protokol, ki so ga opisali Wen
in sodelavci (2018). Po pomnozevanju produktov za PCR 2 nismo dobili. Zato smo namesto
oligonukleotidnih zaetnikov PCR 2F in PCR 2R skonstruirali §tiri nove oligonukleotidne
zacetnike in tako dolo¢ili ta manjkajo¢i del genoma. Za cirkoviruse je znacilna krozna molekula
DNA, zato se sekvence PCV 2 in PCV 3, ki so dostopni v genski banki ne za¢enjajo na isti
poziciji, kar pa bi lahko povzrocalo zmedo pri raziskovalcih. Mi smo slovenske seve vedno
zaCenjali na isti poziciji, to je z zaporedjem ori (angl. origin of replication), ki predstavlja
zacetek pomnoZevanja in je znacilno za posamezen cirkovirus pri prasicih (Cheung, 2006;
Palinski in sod., 2016; Zhang in sod., 2020). V izogib zmedi pri raziskovanju menim, da bi

PRV

v gensko banko, predvsem z upostevanjem zaporedja ori.

V literaturi najdemo Stevilne predloge klasifikacij PCV 2 in PCV 3 v razli¢ne genotipe. Sprva
so na podlagi filogenetskih primerjav ORF 2 regije virusnega genoma PCV 2 razdelili v tri
genotipe: PCV 2a, PCV 2b in PCV 2c (Segales in sod., 2008). Stevilo novoodkritih genotipov
se je sCasoma povecevalo z dolocitvijo genotipa PCV 2d na Kitajskem (Guo in sod., 2010),
genotipa PCV 2e v Zdruzenih drzavah Amerike (Davies in sod., 2016) in genotipa PCV 2f na
Kitajskem (Bao in sod., 2018). Najnovejsa klasifikacija PCV 2 dolo¢a osem genotipov, od PCV
2a do PCV 2h (Franzo in Segales, 2018).

Ceprav je PCV 3 v ¢redah prasiev prisoten $ele nekaj let, je v bilo do danes predlaganih kar
nekaj klasifikacij. Seve PCV 3 so Fu in sodelavci (2017) razdelili v tri genotipe, PCV 3a, PCV
3b in PCV 3c, nekateri raziskovalci pa v dva genotipa, PCV 3a in PCV 3b (Li in sod., 2018;
Franzo, 2018; Fux in sod., 2018). V Zelji po vzpostavitvi enotne klasifikacije, so Franzo in
sodelavci (2020) predlagali zgolj en genotip, PCV 3a, dve sekvenci pa so uvrstili v lo¢eno

klado, ki zaenkrat Se ni poimenovana. V nasi raziskovalni nalogi smo se odlocili, da PCV 2 in
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PCV 3 razvrstimo v genotipe na podlagi najnovejsih predlaganih klasifikacij (Franzo in

Segales, 2018; Franzo in sod., 2020).

Z doloéitvijo prvih $tirih celotnih genomov pri $tirih sevih PCV 2 iz Slovenije smo ugotovili,
da se nasi sevi uvrscajo v dva genotipa. Slovenska seva PCV-2-SL0O1-2019 in PCV-2-SLO2-
2019 smo uvrstili v genotip PCV 2d, seva PCV-2-SL03-2019 in PCV-2-SL0O4-2019 dva pa v
genotip PCV 2b. V genotip PCV 2b se poleg dveh slovenskih sevov uvrs$éajo tudi sevi, ki so
bili ugotovljeni v Juzni Koreji, Urugvaju, Ukrajini, na Hrvaskem, na Kitajskem, v Nem¢iji, na
Japonskem, na Slovaskem, v Awvstriji, v Avstraliji, na Danskem, v ltaliji, v Braziliji, na
Nizozemskem, na Karibih, v Srbiji, v Franciji in na Tajvanu. Med sevi znotraj genotipa PCV
2b ugotavljamo visoko homolognost nukleotidnega zaporedja, od 98,3 do 99,9 %. V genotip
PCV 2d smo poleg nasih sevov uvrstili e seve, ugotovljene na Kitajskem, v Italiji, v Juzni
Koreji in v Zdruzenih drzavah Amerike. Homolognost nukleotidnega zaporedja znotraj tega
genotipa je v tem primeru Se visja kot pri PCV 2b in znaSa od 99,7 do 99,9 %. Visoka
homolognost slovenskih sevov PCV 2 s sevi iz tujine nam nakazuje, da so sevi, ki so prisotni v
Sloveniji, sorodni tistim, o katerih porocajo izven nasih meja. Pred leti je med prasici v Sloveniji
prevladoval genotip PCV 2b (Toplak in sod., 2012), od takrat pa ni bilo izvedenih §tudij, ki bi
dolocale kateri genotip prevladuje. Med letoma 2010 in 2015 je PCV 2b kot prevladujoci
genotip izpodrinil genotip PCV 2d (Franzo in Segales, 2018), kar je bila verjetno posledica
masovnega cepljenja prasi¢ev proti cirkovirozi. Da bi ugotovili, kateri PCV 2 genotip
prevladuje danes v Sloveniji, bi morali tipizirati precej ve¢ sevov iz razli¢nih rej iz razli¢nih

delov Slovenije, kar bi bilo smiselno ugotavljati v eni izmed prihodnjih Studij.

Z dolocitvijo prvih dveh celotnih genomov PCV 3 iz Slovenije smo seva PCV-3-SL0O5-2019
in PCV-3-SL0O6-2019 uvrstili v genotip PCV 3a. V obeh primerih gre za seva, ki smo ju
ugotovili pri divjih prasi¢ih. Poleg slovenskih sevov smo v genotip PCV 3a uvrstili tudi seve iz
Rusije, Juzne Koreje, Indije, Neméije, Zdruzenih drzav Amerike, Spanije, Brazilije, Danske,
Kolumbije, Tajvana, Kitajske, Madzarske, Cila, Italije in Svedske. Znotraj genotipa PCV 3a
smo ugotovili 98,9 do 99,9 % homolognost nukleotidnih zaporedij. Sev PCV-3 Hunan 2-2006
(MG372488) smo uporabili kot referen¢no sekvenco za lo¢eno klado, ki zaenkrat $e ni priznana
kot lo¢en genotip, saj vsebuje samo dva do zdaj poznana seva (Franzo in sod., 2020), s sevi, ki
smo jih uvrstili v genotip PCV 3a pa si deli od 91,1 do 91,6 % identi¢nost nukleotidov. Tudi v
primeru slovenskih sevov PCV 3 smo ugotovili, da so ti zelo podobni tistim, ki se pojavljajo

pri prasicih v tujini.
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Vsem §tirim nas§im sevom PCV 2 smo dolo¢ili nukleotidno in aminokislinsko zaporedje treh
glavnih odprtih bralnih okvirjev (ORF) ter jih na podlagi nukleotidnega zaporedja na
filogenetskem drevesu primerjali s homolognimi bralnimi okvirji sevov iz tujine (Priloge 1 do
3) Med primerjanimi ORF 1 smo ugotovili 96,9 do 100 %, med primerjanimi ORF 2 od 82,5
do 100 % in med primerjanimi ORF 3 97,1 do 100 % identi¢nosti nukleotidnega zaporedja.
Filogenetsko drevo za regijo ORF 2 je precej podobno filogentskemu drevesu celotnih
genomov PCV 2, zato se za tipizacijo sevov PCV 2 lahko uporablja samo nukleotidno zaporedje
te regije (Franzo in Segales, 2018). Tipizacija na podlagi nukleotidnega zaporedja regije ORF
2 predstavlja bolj enostavno in manj zamudno metodo razvr§c¢anja sevov PCV 2 v pripadajo¢
genotip, zato bi bilo v prihodnjosti smiselno izvesti tovrstno tipizacijo vecjega Stevila sevov, da

bi ugotovili, kateri genotip prevladuje pri prasicih v Sloveniji.

Tudi nasima sevoma PCV 3 smo dolo¢ili nukleotidno in aminokislinsko zaporedje dveh glavnih
regij ORF 1 in ORF 2 in ju na podlagi nuklotidnega zaporedja primerjali s sevi iz tujine (Prilogi
4 in 5). Primerjane ORF 1 regije so pokazale 99,3 do 100 %, primerjane ORF 2 regije pa od
98,0 do 100 % identi¢nosti nukleotidnega zaporedja. Moc¢no odstopanje smo ugotovili pri PCV-
3 Hunan 2-2006 (MG372488), ki z ostalimi sevi izkazuje od 93,3 do 94,6 % homolognost v
regiji ORF 1, ter od 86,8 do 87,9 % homolognost v regiji ORF 2. Zaradi velike homolognosti
sta obe filogenetski drevesi za ORF 1 in ORF 2 zelo podobni filogenetskemu drevesu celih
genomov PCV 3. Regije ORF 3 pri PCV 3 v nasi nalogi nismo dolocali, saj bralni okvir te
kodirajo¢e regije Se ni natancno dolocen. Pri regiji ORF 3 tudi start kodon ni poznan.
Alternativni iniciacijski kodon, ki kodira aminokislino sarin (TCG) bi rezultiral v proteinu z
231 aminokisinami, drugi kodon, ki kodira aminiokislino metionin (ATG) pa bi rezultiral v

proteinu s 177 aminokislinami (Palinski in sod., 2016).

DolZine nukleotidnih zaporedij celotnih genomov ter nukleotidna in aminokislinska zaporedja
vseh treh odprtih bralnih okvirjev slovenskih sevov PCV 2 in PCV 3 in referen¢nih sevov
posameznega genotipa smo zaradi lazje preglednosti prikazali v dveh tabelah, ki sta prikazani

na koncu naloge (Prilogi 6 in 7).

Zakljucimo lahko, da smo cilje, ki smo si jih zastavili v raziskavi, v celoti izpolnili. Z metodo
PCR v realnem ¢asu smo ugotovili in prikazali razSirjenost PCV 2 in PCV 3 med domacimi in
divjimi prasici v Sloveniji, dolocili smo prva nukleotidna zaporedja celotnih genomov PCV 2

in PCV 3, kar nam sicer ni uspelo pri vseh izbranih vzorcih, najverjetneje zaradi premajhnega
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Stevila kopij v pozitivnih vzorcih. Dobljena nukleotidna zaporedja nasih sevov smo primerjali
z najblizjimi vzorci v genski banki in jih tudi ustrezno tipizirali. Prav tako smo pri izbranih
vzorcih uspesno dolocili stevilo kopij virusnih genomov PCV 2 in PCV 3. Nasa raziskovalna
naloga po dolgem casu predstavlja prvo temeljitejSo Studijo o prisotnosti PCV 2 v Sloveniji,

hkrati pa je ena prvih, v kateri porocamo o prisotnosti PCV 3.

Cirkoviroza je ena ekonomsko najpomembnejSih bolezni v rejah prasicev, zato bi jo mogli tudi
v Sloveniji spremljati bolj podrobno. V razpravi smo izpostavili nekaj izhodis$¢, katerim bi se
bilo v prihodnosti smiselno posvetiti. Nase raziskave s tem delom ne zakljucujemo, pac pa jo
bomo nadaljevali in po moznosti Se poglobili, njene rezultate pa imamo namen objaviti v

ugledni znanstveni reviji.
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6

SKLEPI

V Sloveniji smo prvi¢ ugotavljali in uspesno dokazali prisotnost nukleinske kisline PCV
3 pri domacih in divjih prasicih.

Z metodo PCR v realnem casu za dokazovanje prisotnosti nukleinskih kislin PCV 2 in
PCV 3 smo preiskali 88 vzorcev poginjenih domacih in 43 divjih prasiev. Prisotnost
PCV 2 smo ugotovili pri 68,2 % domacih in 18,6 % divjih prasic¢ih, PCV 3 pa pri 22,7
% domacih in 34,9 % divjih prasicih.

Razsirjenost PCV 2 in PCV 3 smo geografsko prikazali po Sloveniji, z razdelitvijo po
slovenskih ob¢inah. PCV 2 in PCV 3 sta pri domacih prasi¢ih dobro razsirjena v vzhodni
in jugovzhodni regiji, pri divjih pa smo veéino pozitivnih vzorcev PCV 2 in PCV 3
ugotovili na Primorskem.

Socasno okuzbo s PCV 2 in PCV 3 smo ugotovili pri 15,9 % domacih in 18,6 % divjih
prasicih. Vsi divji prasici, pozitivi na PCV 2 so bili pozitivni tudi na PCV 3.

30 pozitivnim vzorcem smo s kvantitativno metodo PCR v realnem ¢asu dolo¢ili $tevilo
kopij virusih genomov PCV 2 in PCV 3. Ugotovili smo, da se Stevilo kopij med PCV 2
pozitivnimi vzorci mo¢no razlikuje. Ugotovljeno Stevilo kopij PCV 2 se je pri pozitivnih
vzorcih gibalo med 168,3 in 431.300.000, $tevilo kopij PCV 3 pa med 7,20 in 12.910.
Stirim pozitivnim vzorcem PCV 2 in dvema pozitivnima vzorcema PCV 3 smo uspesno
dolo¢ili nukleotidno zaporedje celotnega genoma v dolzini 1.767 oziroma 2.000 nt.
Vseh Sest sevov smo tipizirali na podlagi primerjave nukleotidnega zaporedja celotnega
genoma. Dva seva PCV 2 smo uvrstili v genotip PCV 2b, druga dva seva PCV 2 v
genotip PCV 2d. Oba seva PCV 3 smo uvrstili v genotip PCV 3a.

Med tipiziranimi slovenskimi sevi PCV 2 smo ugotovili 96,0 do 99,8 % identi¢nost
zaporedja nukleotidov, med sevoma PCV 3 pa 99,0 %. Znotraj genotipa PCV 2b smo
ugotovili 98,3 do 99,8 % homolognost slovenskih sevov s sevi iz tujine, znotraj genotipa
PCV 2b pa 99,7 do 99,9 %. Slovenska seva, ki smo ju uvrstili v genotip PCV 3a, sta s

sevi iz tujine imela od 98,9 do 99,6 % identi¢nosti zaporedja nukleotidov.
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9 PRILOGE

Priloga 1: Filogenetska primerjava 945 nukleotidov

regije ORF 1 stirih slovenskih sevov PCV 2 (oznaceni z

modro) z najblizjimi sevi iz tujine. V filogenetsko drevo smo vkljuéili regije ORF 1 osmih referen¢nih sekvenc za

posamezen genotip PCV 2 (oznaéeni z rdeco). Filoge

netsko drevo je izdelano s programom MEGA.

Supplement 1: Phylogenetic tree based on the comparison of 945 nucleotides of ORF 1 region of four Slovenian

PCV 2 strains (marked with blue) with the nearest strains from abroad. ORF 1 regions of eight reference sequences

for each PCV 2 genotype are also included (marked with red). Phylogenetic tree was contructed with MEGA

program.

PCV-2-URU70 (MF616413) Urugvaj

M PCV-2B-1998 (AF055394) Francija
PCV-2-PT-20750-07 (HQ831525) Portugalska
PCV-2-PPL (HM009338) Slovaska

PCV-2-NL PMWS 3 (AY484415) Nizozemska
PCV-2-NIVS-5 (HQ378160) Srbija
PCV-2-LFNI2 (KF374705) Brazilija
PCV-2-KU-1204 (KX828222) Juzna Koreja
— PCV-2-KS (HQ202958) Tajvan

— PCV-2-Fh22 (AY322002) Francija
PCV-2-A802 DNA (LC433842) Japonska

— PCV-2-1313-09-11 (HQ591380) Hrvaska
— PCV-2-WK090315 (MK347406) Kitajska
— @ PCV-2-SL03-2019 Slovenija

99

— PCV-2-115a Venezia

79 PCV-H

1

M PCV-2A-1998 (AF055329) Kanada

L—

PCV-2-DE35316-13 (KY388470) Neméija

— PCV-2-Drbd wb UKR (KP420196) Ukrajina
PCV-2-DK581 (EF565367) Danska

PCV-2-1397-2011 (KP231116) Italija

PCV-2-Aust3959 (EU886637) Avstralija

PCV-2-AUT5 (AY424405) Avstrija

PCV-2-KNA-K TB60-2013 (MN935183) Sveti Kristof in Nevis
29 (KP231113) ltalija

PCV-2-Crzd wh UKR (KP420189) Ukrajina
—— @ PCV-

2-SL0O4-2019 Slovenija
(KJ946351) Madzarska

PCV-QZ0401 (AY691169) Kitajska
PCV-2-A4099 (JF317566) Juzna Koreja
PCV KU1 (KR054744) Japonska

M PCV-2C-1980 (AF055394) Danska
73 ; M PCV-2H-2012 (JX506730) Vietnam
M PCV-2F-1999 (MF278778) Kitajska

71 M PCV-2G-2012 (JX099786) Vietnam
M PCV-2E-2015 (KT870147) ZDA

PCV-2-1077 (KP231167) ltalija

@ PCV-2-SLO1-2019 Slovenija
PCV-2-WG06 (JX794498) Kitajska
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99

0.005

PCV-2-KSU-KS-2018 (MK504420) ZDA
@ PCV-2-SL0O2-2019 Slovenija

B PCV-2D-2010 (HM038017) Kitajska
PCV-2-Rac-hb2 (MH373556) Kitajska
PCV-2-T400 (KY677756) Juzna Koreja
PCV-2-DF-1 (JN119255) Kitajska
PCV-2-KNU-2015 (MT814846) Juzna Koreja
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Priloga 2: Filogenetska primerjava 702 do 705 nukleotidov regije ORF 2 §tirih slovenskih sevov PCV 2 (oznaceni
z modro) z najblizjimi sevi iz tujine. V filogenetsko drevo smo vkljucili regije ORF 2 osmih referen¢nih sekvenc

za posamezen genotip PCV 2 (oznaceni z rde¢o). Filogenetsko drevo je izdelano s programom MEGA.

Supplement 2: Phylogenetic tree based on the comparison of 702 to 705 nucleotides of ORF 2 region of four
Slovenian PCV 2 strains (marked with blue) with the nearest strains from abroad. ORF 2 regions of eight reference

sequences for each PCV 2 genotype are also included (marked with red). Phylogenetic tree was contructed with

MEGA program.
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99 PCV-2-KNA-K TB60 2013 (MN935183) Sveti Kristof in Nevis

F PCV KU1 (KR054744) Japonska

PCV-2-KS (HQ202958) Tajvan

PCV-2-115a Venezia 29 (KP231113) Italija

- PCV-2-PT-20750-07 (HQ831525) Portugalska
PCV-2-A4099 (JF317566) Juzna Koreja

M PCV-2A-1998 (AF055329) Kanada
M PCV-2F-1999 (MF278778) Kitajska
M PCV-2H-2012 (JX506730) Vietnam
- PCV-2-Rac-hb2 (MH373556) Kitajska
M PCV-2D-2010 (HM038017) Kitajska
PCV-2-WG06 (JX794498) Kitajska
PCV-2-KNU-2015 (MT814846) Juzna Koreja

100

PCV-2-1077 (KP231167) Italija

- PCV-2-T400 (KY677756) Juzna Koreja
- @ PCV-2-SL0O2-2019 Slovenija

L PCV-2-KSU-KS-2018 (MK504420) ZDA
@ PCV-2-SLO1-2019 Slovenija
PCV-2-KSU-KS-2016 (MK504412) ZDA
PCV-2-DF-1 (JN119255) Kitajska

B PCV-2G-2012 (JX099786) Vietnam

M PCV-2C-1980 (AF055394) Danska

0.05

M PCV-2E-2015 (KT870147) ZDA
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Priloga 3: Filogenetska primerjava 315 nukleotidov regije ORF 3 &tirih slovenskih sevov PCV 2 (oznadeni z

modro) z najblizjimi sevi iz tujine. V filogenetsko drevo smo vkljucili regije ORF 3 osmih referenc¢nih sekvenc za

posamezen genotip PCV 2 (oznaceni z rdeco). Filogenetsko drevo je izdelano s programom MEGA.

Supplement 3: Phylogenetic tree based on the comparison of 315 nucleotides of ORF 3 region of four Slovenian
PCV 2 strains (marked with blue) with the nearest strains from abroad. ORF 3 regions of eight reference sequences

for each PCV 2 genotype are also included (marked with red). Phylogenetic tree was contructed with MEGA

program.

72

PCV-2-PPL (HM009338) Slovaska

PCV-2-PT-20750-07 (HQ831525) Portugalska

PCV-2-NL PMWS 3 (AY484415) Nizozemska

PCV-2-NIVS-5 (HQ378160) Srbija

PCV-2-LFNI2 (KF374705) Brazilija

PCV-2-Fh22 (AY322002) Francija

PCV-2-A802 DNA (LC433842) Japonska

PCV-2-1313-09-11 (HQ591380) Hrvaska

PCV-2-URU70 (MF616413) Urugvaj

M PCV-2B-1998 (AF055394) Francija
PCV-2-WK090315 (MK347406) Kitajska
PCV-2-KS (HQ202958) Tajvan
PCV-2-KU-1204 (KX828222) Juzna Koreja

PCV-2-DE35316-13 (KY388470) Neméija

@ PCV-2-SL.03-2019 Slovenija
PCV-2-DK581 (EF565367) Danska
PCV-2-1397-2011 (KP231116) Italija
PCV-2-Aust3959 (EUS86637) Avstralija

65 | PCV-2-AUTS (AY424405) Avstrija

PCV-2-DrDd wb UKR (KP420196) Ukrajina
PCV-2-KNA-K TB60 2013 (MN935183) Sveti Kristof in Nevis
—— M PCV-2C-1980 (AF055394) Danska

86 L M PCV-2H-2012 (IJX506730) Vietnam
PCV-2-A4099 (JF317566) Juzna Koreja
PCV KU1 (KR054744) Japonska
PCV-H (KJ946351) Madzarska
PCV-QZ0401 (AY691169) Kitajska
PCV-2-115a Venezia 29 (KP231113) Italija
@ PCV-2-SL0O4-2019 Slovenija

64

50

0.002

29 M PCV-2A-1998 (AF055329) Kanada
4‘— M PCV-2F-1999 (MF278778) Kitajska
PCV-2-Crzd wb UKR (KP420189) Ukrajina
M PCV-2G-2012 (JX099786) Vietnam
19 I M PCV-2E-2015 (KT870147) ZDA
@ PCV-2-SL01-2019 Slovenija
@ PCV-2-SL02-2019 Slovenija
36 PCV-2-1077 (KP231167) ltalija
PCV-2-KSU-KS-2016 (MK504412) ZDA
PCV-2-Rac-hb2 (MH373556) Kitajska
PCV-2-T400 (KY677756) Juzna Koreja
PCV-2-WG06 (JX794498) Kitajska
PCV-2-DF-1 (JN119255) Kitajska
PCV-2-KNU-2015 (MT814846) Juzna Koreja
PCV-2-KSU-KS-2018 (MK504420) ZDA
M PCV-2D-2010 (HM038017) Kitajska

77
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Priloga 4: Filogenetska primerjava 891 nukleotidov regije ORF 1 dveh slovenskih sevov PCV 3 (oznadeni z

modro) z najblizjimi sevi iz tujine. V filogenetsko drevo smo vkljucili regije ORF 1 dveh referen¢nih sekvenc za

posamezen genotip PCV 3 (oznaceni z rdeéo). Filogenetsko drevo je izdelano s programom MEGA.

Supplement 4: Phylogenetic tree based on the comparison of 981 nucleotides of ORF 1 region of two Slovenian
PCV 3 strains (marked with blue) with the nearest strains from abroad. ORF 1 regions of two reference sequences

for each PCV 3 genotype are also included (marked with red). Phylogenetic tree was contructed with MEGA

program.

PCV-3 TW16-2626 (MN510467) Tajvan

| — PCV-3 Wild boar-2018 (MH579747) $panija

— PCV-3 TW17-0567 (MN510466) Tajvan

— PCV-3 Valle-2018 (MT461292) Kolumbija
PCV-3 RU-TY17 (MN510466) Rusija

PCV-3 Nanjing-2017 (MK580468) Kitajska

PCV-3 Chhattisgarh SK1-2017 (MK934765) Indija
PCV-3 16R927-2016 (MF063071) Juzna Koreja

52 [ PCV-3 287-15-4 (MT075524) Brazilija

PCV-3 4332-7 (MF805724) Danska
PCV-3 KSU-KS-2017-PCV3-64 (MH603562) ZDA
PCV-3 95 (MK496293) ZDA

PCV-3 d43F (MK820624) Nemdija
1—|:. PCV-3 SLO6-2019 Slovenija

M PCV-3 3A-2017 (MK580467) Kitajska
—Ecv-s Type 3 (MN907812) Cile
8 PCV-3 IT CO2017 (MF162298) Italija
— PCV-3 Szerencs-2017 (MG595741) Madzarska

PCV-3 (MG765473) Svedska
@ PCV-3 SLO5-2019 Slovenija

PCV-3_DE48.7 (MG014373) Neméija

0.005

M PCV-3 Hunan 2-2006 (MG372488) Kitajska

— PCV-3 P17055CYC-2017 (MF063070) Juzna Koreja
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Priloga 5: Filogenetska primerjava 645 nukleotidov regije ORF 2 dveh slovenskih sevov PCV 3 (oznaceni z

modro) z najblizjimi sevi iz tujine. V filogenetsko drevo smo vkljucili regije ORF 2 dveh referen¢nih sekvenc za

posamezen genotip PCV 3 (oznaceni z rdeco). Filogenetsko drevo je izdelano s programom MEGA.

Supplement 5: Phylogenetic tree based on the comparison of 645 nucleotides of ORF 2 region of two Slovenian

PCV 3 strains (marked with blue) with the nearest strains from abroad. ORF 2 regions of two reference sequences

for each PCV 3 genotype are also included (marked with red). Phylogenetic tree was contructed with MEGA

program.

PCV-3 RU-TY17 (MG679916) Rusija
PCV-3 P1705SCYC-2017 (MF063070) Juzna Koreja

15

PCV-3 Chhattisgarh SK1-2017 (MK934765) Indija

PCV-3 d43F (MK820624) Neméija

PCV-3 KSU-KS-2017-PCV3-64 (MH603562) ZDA

388 '@ PCV-3 SL0O6-2019 Slovenija
PCV-3 Wild boar 2018 (MH579747) $panija
PCV-3 287-15-4 (MT075524) Brazilija
56 ' PCV-3 4332-7 (MF805724) Danska
PCV-3 95 (MK496293) ZDA
PCV-3 Valle-2018 (MT461292) Kolumbija
PCV-3 TW17-0567 (MN510466) Tajvan
PCV-3 TW16-2626_(MN510467) Tajvan
PCV-3 Nanjing-2017 (MK580468) Kitajska
PCV-3 Szerencs-2017 (MG595741) Madzarska
PCV-3 Type 3 (MN907812) Cile
M PCV-3 3A-2017 (MK580467) Kitajska
PCV-3 IT CO2017 (MF162298) Italija

j—“—‘

6

b3

58

L PCV-3 (MG765473) Svedska

—— @ PCV-3 SLO5-2019 Slovenija
L PCV-3 DE48.7 (MG014373) Neméija
—— PCV-3 16R927-2016 (MF063071) Juzna Koreja

M PCV-3 Hunan 2-2006 (MG372488) Kitajska

0.02



T. Steferl: Ugotavljanje razsirjenosti in dolo¢itev celotnih genomov PCV 2 in PCV 3 86
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Raziskovalna naloga

Priloga 6: Dolzine genomov, odprtih bralnih okvirjev in kodiranih proteinov slovenskih sevov PCV 2 in
referencnih sevov.

Supplement 6: Lengths of genomes, open reading frames and coded proteins of Slovenian PCV 2 strains and
reference strains.
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Priloga 7: Pregled dolzin genomov, odprtih bralnih okvirjev in kodiranih proteinov slovenskih sevov PCV 3 in
referen¢nih sevov.

Supplement 7: Lengths of genomes, open reading frames and coded proteins of Slovenian PCV 3 strains and

reference strains.
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Priloga 8: Prikaz nukleotidnega zaporedja $tirih celotnih genomov PCV 2, ki smo jih doloéili v okviru izvedene
raziskovalne naloge.

Supplement 8: Complete genome nucleotide sequences of four Slovenian PCV 2 strains, determined in this study.
Prasiéji cirkovirus 2 sev PCV 2 - SLO 1/2019, celotni genom, 1.767 nt

>AAGTATTACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGC
AACATGCCCAGCAAGAAGAGTGGAAGAAGCGGACCCCAACCACATAAAAGGTG
GGTGTTCACGCTGAATAATCCTTCCGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGAGC
TCCCAATCTCCCTATTTGATTATTTTATTGTTGGCGAGGAAGGTAATGAGGAGGG
CCGAACACCCCACCTACAGGGGTTCGCTAATTTTGTGAAGAAGCAAACTTTTAAT
AAAGTGAAGTGGTATTTTGGTGCCCGCTGCCACGTCGAGAAAGCGAAAGGAACA
GATCAGCAGAATAAAGAATATTGTAGTAAAGAAGGCAACTTACTGATAGAATGT
GGAGCTCCTAGATCTCAAGGACAACGGAGTGACCTCTCTACTGCTGTGAGTACCT
TGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGT
CAGAAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAA
GCGTGATTGGAAGACGAATGTACACGTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGCAA
AAGCAAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACCCGGAAACCACATACTGGAAACCACCT
AGAAACAAGTGGTGGGATGGTTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACT
TTTATGGCTGGCTGCCGTGGGATGATCTACTGAGACTCTGTGATCGATATCCTTTG
ACTGTTGAGACTAAAGGTGGAACTGTACCTTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTAC
CAGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACTCCTCAACTGCTGTCCCAGCTGTAGAA
GCTCTCTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTTGGAAGAATGCTACAGAACAAT
CCACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCC
ATATGAAATAAATTACTGAGTCTTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCAC
TTAGGGTTAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGG
TTATACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTATATACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGG
CCTACATGGTCTACATTTCCAGTAGTTTGTAGTCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTT
GTTATTGGGTTGGAAGTAATCGATTGTCCCATCAAGGACAGGTTTCGGGGTAAAG
TACCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGTTATGGTATGGCGGGAGGAGTAGTTT
ACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCATTGGCCTTTGTTACAAAGTTATCATCTAGAA
TAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATTGGGGAGCAGGGCCA
GAATTCAACCTTAACCTTCCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGGCACAGTGAGGGGG
TTTGAGCCCCCTCCTGGGGGAAGAAAATCATTAATATTAAATCTCATCATGTCCA
CATTCCAGGAGGGCGTTCTGACTGTGGTTTTCTTGACAGTATAACCGATGGTGCG
GGAGAGGCGGGTGTTGAAGATGCCATTTTTCCTTCTCCAGCGGTAACGGTGGCGG
GGGTGGACGAGCCAGGGGCGGCGGCGGAGGATCTGGCCAAGATGGCTGCGGGG
GCGGTGTCTTCGTCTGCGGAAACGCCTCCTTGGATACGTCATCGCTGAAAACGAA
AGAAGTGCGCTGT
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Prasic¢ji cirkovirus 2 sev PCV 2 - SLO 2/2019, celotni genom, 1.767 nt

>AAGTATTACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGC
AACATGCCCAGCAAGAAGAGTGGAAGAAGCGGACCCCAACCACATAAAAGGTG
GGTGTTCACGCTGAATAATCCTTCCGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGAGCT
CCCAATCTCCCTATTTGATTATTTTATTGTTGGCGAGGAAGGTAATGAGGAGGGC
CGAACACCCCACCTACAGGGGTTCGCTAATTTTGTGAAGAAGCAAACTTTTAATA
AAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTGCCACGTCGAGAAAGCGAAAGGAACAG
ATCAGCAGAATAAAGAATATTGCAGTAAAGAAGGCAACTTACTGATAGAATGTG
GAGCTCCTAGATCTCAAGGACAACGGAGTGACCTCTCTACTGCTGTGAGTACCTT
GTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTC
AGAAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAG
CGTGATTGGAAGACGAATGTACACGTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGCAAA
AGCAAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACCCGGAAACCACATACTGGAAACCACCTA
GAAACAAGTGGTGGGATGGTTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACTT
TTATGGCTGGCTGCCGTGGGATGATCTACTGAGACTCTGTGATCGATATCCTTTGA
CTGTTGAGACTAAAGGTGGAACTGTACCTTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACC
AGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACTCCTCAACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAG
CTCTCTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTTGGAAGAATGCTACAGAACAATCC
ACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCAT
ATGAAATAAATTACTGAGTCTTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCACTT
AGGCTTAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTT
ATACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTATATACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGC
CTACATGGTCTACATTTCCAGTAGTTTGTAGTCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTTG
TTATTGGGTTGGAAGTAATCGATTGTCCCATCAAGGACAGGTTTCGGGGTAAAGT
ACCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGTTATGGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTA
CATAGGGGTCATAGGTTAGGGCATTGGCCTTTGTTACAAAGTTATCATCTAGAAT
AACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATTGGGGAGCAGGGCCA
GAATTCAACCTTAACCTTCCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGGCACAGTGAGGGGG
TTTGAGCCCCCTCCTGGGGGAAGAAAATCATTAATATTAAATCTCATCATGTCCA
CATTCCAGGAGGGCGTTCTGACTGTGGTTTTCTTGACAGTATAACCGATGGTGCG
GGAGAGGCGGGTGTTGAAGATGCCATTTTTCCTTCTCCAGCGGTAACGGTGGCGG
GGGTGGACGAGCCAGGGGCGGCGGCGGAGGATCTGGCCAAGATGGCTGCGGGG
GCGGTGTCTTCGTCTGCGGAAACGCCTCCTTGGATACGTCATCGCTGAAAACGAA
AGAAGTGCGCTGT
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Prasicji cirkovirus 2 sev PCV 2 - SLO 3/2019, celotni genom, 1.767 nt

>AAGTATTACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGC
AACATGCCCAGCAAGAAGAATGGAAGAAGCGGACCCCAACCCCATAAAAGGTGG
GTGTTCACTCTGAATAATCCTTCCGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGATCTTC
CAATATCCCTATTTGACTATTTTATTGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACG
AACACCTCACCTCCAGGGGTTCGCTAATTTTGTGAAGAAGCAGACTTTTAATAAA
GTGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAAAGCGAAAGGAACAGAT
CAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAAAGAAGGCAACTTACTGATGGAGTGTGGA
GCTCCTAGATCTCAGGGACAACGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGAGTACCTTGT
TGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTCAG
AAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAGCG
TGATTGGAAGACTAATGTACACGTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGTAAAAGC
AAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACCCGGAAACCACATACTGGAAACCACCTAGA
AACAAGTGGTGGGATGGTTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACTTTT
ATGGCTGGCTGCCCTGGGATGATCTACTGAGACTGTGTGATCGATATCCATTGAC
TGTAGAGACTAAAGGTGGAACTGTACCTTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACC
AGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACTCCTCAACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAG
CTCTTTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTTGGAAGAATGCTACAGAACAATCC
ACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCAT
ATGAAATAAATTACTGAGTCTTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCATTA
AGGGTTAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTT
ACACGGATATTGTATTCCTGGTCGTATATACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGC
CTACGTGGTCTACATTTCCAGCAGTTTGTAGTCTCAGCCACAGCTGATTTCTTTTG
TTGTTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAATCTAGGACAGGTTTGGGGGTAAAGT
AGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGTTATGGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTA
CATAGGGGTCATAGGTGAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATCATCTAGAAT
AACAGCACTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATCGGGGAGCAGGGCCA
GAATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGGCACAGAGCGGGGG
TTTGAGCCCCCTCCTGGGGGAAGAAAGTCATTAATATTGAATCTCATCATGTCCA
CCGCCCAGGAGGGCGTTTTGACTGTGGTTCGCTTGATAGTATATCCGAAGGTGCG
GGAGAGGCGGGTGTTGAAGATGCCATTTTTCCTTCTCCAGCGGTAACGGTGGCGG
GGGTGGACGAGCCAGGGGCGGCGGCGGAGGATCTGGCCAAGATGGCTGCGGGG
GCGGTGTCTTCGTCTCCGGTAACGCCTCCTTGGATACGTCATATCTGAAAACGAA
AGAAGTGCGCTGT



T. Steferl: Ugotavljanje razsirjenosti in dolo¢itev celotnih genomov PCV 2 in PCV 3 91
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Raziskovalna naloga

Prasicji cirkovirus 2 sev PCV 2 - SLO 4/2019, celotni genom, 1.767 nt

>AAGTATTACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGC
AACATGCCCAGCAAAAAGAATGGAAGAAGCGGACCCCAACCACACAAAAGGTG
GGTGTTCACGCTGAATAATCCTTCCGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGAGCT
TCCAATCTCCCTTTTTGATTATTTTATTGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGAC
GAACACCCCACCTCCAGGGGTTCGCCAATTTTGTGAAGAAGCAAACATTTAATAA
AGTGAAATGGTATTTCGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAAAGCGAAAGGAACTGA
TCAGCAGAATAAAGAATATTGCAGTAAAGAAGGTAACTTACTGATTGAATGTGG
AGCTCCTAGATCTCAAGGACAACGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGAGTACCTTG
TTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTCA
GAAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAGC
GTGATTGGAAGACTAATGTACACGTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGTAAAAG
CAAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACCCGGAAACCACATACTGGAAACCACCTAGA
AACAAGTGGTGGGATGGTTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACTTTT
ATGGCTGGCTGCCCTGGGATGATCTACTGAGACTGTGTGATCGATATCCATTGAC
TGTAGAGACTAAAGGTGGAACTGTACCTTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACC
AGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACTCCTCAACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAG
CTCTTTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTTGGAAGAATGCTACAGAACAATCC
ACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCAT
ATGAAATAAATTACTGAGTCTTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCATTA
AGGGTTAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACAGGGTT
ACACGGATATTGTATTCCTGGTCGTTTATACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCC
TACGTGGTCTACATTTCCAGCAGTTTGTAGTCTCATCCACAGCTGATTTCTTTTGTT
GTTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAATCTAGGACAGGTTTGGGGGTAAAGTAG
CGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGTTATGGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACA
TAGGGGTCATAGGTGAGGGCTGTGGCCTTTGGTACAAAGTTATCATCTAGAATAA
CAGCACTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATCGGGGAGCAGGGCCAGA
ATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGGCACAGAGCGGGGGTTT
GAGCCCCCTCCTGGGGGAAGAAAGTCATTAATATTGAATCTCATCATGTCCACCG
CCCAGGAGGGCGTTTTGACTGTGGTTCGCTTGATAGTATATCCGAAGGTGCGGGA
GAGGCGGGTGTTGAAGATGCCATTTTTCCTTCTCCAGCGGTAACGGTGGCGGGGG
TGGACGAGCCAGGGGCGGCGGCGGAGGATCTGGCCAAGATGGCTGCGGGGGLGE
TGTCTTCGTGTGCGGTAACGCCTCCTTGGATACGTCATAGCTGAAAACGAAAGAA
GTGCGCTGT
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>TAGTATTACCCGGCACCTCGGAACCCGGATCCACGGAGGTCTGTAGGGAGAAAA
AGTGGTATCCCATTATGGATGCTCCGCACCGTGTGAGTGGATATACCGGGCAGTG
GATGATGAAGCGGCCTCGTGTTTTGATGCCGCAGGACGGGGACTGGATAACTGA
GTTTTTGTGGTGCTACGAGTGTCCTGAAGATAAGGACTTTTATTGTCATCCTATTC
TAGGTCCGGAGGGAAAGCCCGAAACACAGGTGGTGTTTTACGATAAACAACTGG
ACCCCGACCGAGTGGGAATCTATTGTGGAGTGTGGAGGCAGTATAGCGAGATAC
CTTATTATCGGCAAAGAGGTTGGAAAAAGCGGTACCCCACACTTGCAAGGGTAC
GTGAATTTCAAGAACAAAAGGCGACTCAGCTCGGTGAAGCGCTTACCCGGATTTG
GTCGGGCCCATCTGGAGCCGGCGAGGGGGAGCCACAAAGAGGCCAGCGAGTATT
GCAAGAAAGAGGGGGATTACCTCGAGATTGGCGAAGATTCCTCTTCGGGTACCA
GATCGGATCTTCAAGCAGCAGCTCGGATTCTGACGGAGACGTCGGGAAATCTGAC
TGAAGTTGCGGAGAAGATGCCTGCAGTATTTATACGCTATGGGCGGGGTTTGCGT
GATTTTTGCGGGGTGATGGGGTTGGGTAAACCGCGTGATTTTAAAACTGAAGTTT
ATGTTTTTATTGGTCCTCCAGGATGCGGGAAAACGCGGGAAGCTTGTGCGGATGC
GGCTGCGCGGGAATTGCAGTTGTATTTCAAGCCACGGGGGCCTTGGTGGGATGGT
TATAATGGGGAGGGTGCTGTTATTCTGGATGATTTTTATGGGTGGGTTCCATTTGA
TGAATTGCTGAGAATTGGGGACAGGTACCCTCTGAGGGTTCCTGTTAAGGGTGGG
TTTGTTAATTTTGTGGCTAAGGTATTATATATTACTAGTAATGTTGTACCGGAGGA
GTGGTATTCATCGGAGAATATTCGTGGAAAGTTGGAGGCCTTGTTTAGGAGGTTC
ACTAAGGTTGTCTGTTGGGGGGAGGGGGGGGTAAAGAAAGACATGGAGACAGTG
TATCCAATAAACTATTGATTTTATTCGCACTTGTGTACAATTATTGCGTTGGGGTG
GGGGTATTTATTGGGTGGGTGGGTGGGCAGCCCCCTAGCCACGGCTTGTCGCCCC
CACCGAAGCATGTGGGGGATGGGGTCCCCACATGCGAGGGCGTTTACCTGTGCCC
GCACCCGAAGCGCAGCGGGAGCGCGCGCGAGGGGACACGGCTTGTCGCCACCGG
AGGGGTCAGATTTATATTTATTTTCACTTAGAGAACGGACTTGTAACGAATCCAA
ACTTCTTTGGTGCCGTAGAAGTCTGTCATTCCAGTTTTTTCTGGGACATATATGCT
CCAAAGCAGTGCTCCCCATTGAACGGTGGGGTCATATGTGTTGAGCCATGGGGTG
GGTCTGGAGAAAAAGAAGAGGCTTTGTCCTGGGTGAGAGCTGGTAGTTCCCGCC
AGAAATGGTTTGGGGGTGAAGTAACGGCTGTGTTTTTTTTTAGAAGTCATAACTTT
ACGAGTGGAACTTTCCGCATAAGGGTCGTCTTGGAGCCAAGTGTTTGTGGTCCAG
GCGCCGTCTAGATCTATGGCTGTGTGCCCGAACATAGTTTTTGTTTGCTGAGCCGG
AGAAATTACAGGGCTGAGTGTAACTTTCATCTTTAGTATCTTGTAATATTCAAAGT
TAATTGCAGTTTCCCATTCGTTTAGGCGGGTAATGAAGTGGTTGGCGTGCCAGGG
CTTATTATTCTGAGGGGTTCCAACGGAAATGACGTTCATGGTGGAGTATTTCTTTG
TGTAGTATGTGCCAGCTGTGGGCCTCCTAATGAATAGTCTTCTTCTGGCATAGCGC
CTTCTGTGGCGTCGTCGTCTTCTTGGGCGGGGTCTTCTTCTGAATATAGCTCTGTG
TCTCATTTTGGTGCCGGGC
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>TAGTATTACCCGGCACCTCGGAACCCGGATCCACGGAGGTCTGTAGGGAGAAAA
AGTGGTATCCCATTATGGATGCTCCTCATCGTGTGAGTGGATATACCGGGCAGTG
GATGATGAAGCGGCCTCGTGTTTTGATGCCGCAGGACGGGGACTGGATAACTGA
GTTTTTGTGGTGCTACGAGTGTCCTGAAGATAAGGACTTTTATTGTCATCCTATTC
TAGGTCCGGAGGGAAAGCCCGAAACACAGGTGGTGTTTTACGATAAACAACTGG
ACCCCGACCGAGTGGGAATCTATTGTGGAGTGTGGAGGCAGTATAGCGAGATAC
CTTATTATCGGCAAAGAGGTTGGAAAAAGCGGTACCCCACACTTGCAAGGGTAC
GTGAATTTCAAGAACAAAAGGCGACTCAGCTCGGTGAAGCGCTTACCCGGATTTG
GTCGGGCCCATCTGGAGGCGGCGAGGGGGAGCCACAAAGAGGCCAGCGAGTATT
GCAAGAAAGAGGGGGATTACCTCGAGATTGGCGAAGATTCCTCTTCGGGTACCA
GATCGGATCTTCAGGAAGCAGCTCGGATTCTGACGGAGACGTCGGGAAATCTGA
CTGAAGTTGCGGAGAAGATGCCTGCAGTATTTATACGCTATGGGCGGGGTTTGCG
TGATTTTTGCGGGGTGATGGGGTTGGGTAAACCGCGTGATTTTAAAACTGAAGTT
TATGTTTTTATTGGTCCTCCAGGATGCGGGAAAACGCGGGAAGCTTGTGCGGATG
CGGCTGCGCGGGAATTGCAGTTGTATTTCAAGCCACGGGGGCCTTGGTGGGATGG
TTATAATGGGGAGGGTGCTGTTATTCTGGATGATTTTTATGGGTGGGTTCCATTTG
ATGAATTGCTGAGAATTGGGGACAGGTACCCTCTGAGGGTTCCTGTTAAGGGTGG
GTTTGTTAATTTTGTGGCTAAGGTATTATATATTACTAGTAATGTTGTACCGGAGG
AGTGGTATTCATCGGAGAATATTCGTGGAAAGTTGGAGGCCTTGTTTAGGAGGTT
CACTAAGGTTGTTTGTTGGGGGGAGGGGGGGGTAAAGAAAGACATGGAGACAGT
GTATCCAATAAACTATTGATTTTATTTGCACTTGTGTTCAATTATTGCGTTGGGGT
GGGGGTATTTATTGGTTGGGTGGGTGGGCAGCCCCCTAGCCACGGCTTGTCGCCC
CCACCGAAGCATGTGGGGGATGGGGTCCCCACATGCGAGGGCGTTTACCTGTGCC
CGCACCCGAAGCGCAGCGGGAGCGCGCGCGAGGGGACACGGCTTGTCGCCACCG
GAGGGGTCAGATTTATATTTATTTTCACTTAGAGAACGGACTTGTAACGAATCCA
AACTTCTTTGGTGCCGTAGAAGTCTGTCATTCCAGTTTTTTCCGGGACATAAATGC
TCCAAAGCAGTGCTCCCCATTGAACGGTGGGGTCATATGTGTTGAGCCATGGGGT
GGGTCTGGAGAAAAAGAAGAGGCTTTGTCCTGGGTGAGCGGTGGTAGTTCCCGC
CAGAATTGGTTTGGGGGTGAAGTAACGGCTGTGTTTTTTTTTAGAAGTCATAACTT
TACGAGTGGAACTTTCCGCATAAGGGTCGTCTTGGAGCCAAGTGTTTGTGGTCCA
GGCGCCGTCTAGATCTATGGCTGTGTGCCCGTACATAGTTTTTGTTTGCTGAGCTG
GAGAAATTACAGGGCTGAGTGTAACTTTCATCTTTAGTATCTTATAATATTCAAA
GCTAATTGCAGTTTCCCATTCGTTTAGGCGGGTAATGAAGTGGTTGGCGTGCCAG
GGCTTATTATTCTGAGGGGTTCCAACGGAAATGACGTTCATGGTGGAGTATTTCTT
TGTGTAGTATGTGCCAGCTGTGGGCCTCCTAATGAATAGTTTTCTTCTGGCATAGC
GCCTTCTGTGGCGTCGTCGTCTCCTTGGGCGGGGTCTTCTTCTGAATATAGCTCTG
TGTCTCATTTTGGTGCCGGGC




