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POVZETEK

Kljuéne besede: Astroviridae — genetika; zaporedje aminokislin; sekvenciranje celotnega

genoma; filogenija; srna.

Astrovirusi povzrocajo drisko in enteritis pri Stevilnih vrstah sesalcev in nekaterih vrstah ptic,
opisujejo pa tudi primere astrovirusnih okuzb izven Crevesja. Za astroviruse sta znacilni Siroka
genetska variabilnost in moznost rekombinacijskih dogodkov, zadnje Case pa se pojavlja tudi
vprasanje o zoonotskem prenosu. Do sedaj obstaja le en opis astrovirusov pri srnah, in sicer
so Smits in sod. (2010) dolocili del genoma dveh astrovirusov in ju poimenovali CcAstV-1 in
CcAstV-2. V nasi raziskavi smo prvi na svetu z metodo sekvenciranja naslednje generacije
dolocili celotno zaporedje dveh genomov astrovirusov pri srnah (AstV SLO/DS5-14 in AstV
SLO/DI12-14). 1zvedli smo filogenetske analize, v katerih smo slovenska astrovirusna seva
primerjali s sevi astrovirusov, ki so dostopni v podatkovni zbirki GenBank. Organizacija
genomov slovenskih sevov je znacilna za rod Mamastrovirus. Seva AstV SLO/D5-14 in AstV
SLO/DI12-14 sta sorodna in v primerjavi z drugimi astrovirusi, objavljenimi v podatkovni zbirki
GenBank, najsorodnejsa drugim astrovirusom pri srnah. Genetska razdalja v regiji ORF2 med
AstV SLO/DI12-14 in AstV SLO/D5-14 ter danskimi astrovirusnimi sevi pri srnah znasa od 3,9
% do 25,1 %, astrovirusnimi sevi ostalih zivalskih vrst pa od 14,8 % do 46,5 %. Filogenetske
analize in analize genetskih razdalj aminokislinskih zaporedij v regiji ORF2 kazejo, da sodita
seva AstV SLO/DI12-14 in AstV SLO/D5-14 v isti genotip kot CcAstV-1, CcAstV-2, astrovirusna
seva vodnega bizona in enogrbe kamele, sev seCuanskega takina, jezevca in jaka ter nekateri

sevi PoAstV in BoAstV, ki taksonomsko $e niso uvrséeni.



V. Civnik: Dolo¢itev celotnih genomov astrovirusov pri srnah 11
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2019. Raziskovalna naloga

SUMMARY

Key words: Astroviridae — genetics; amino acid sequence; whole genome sequencing;

phylogeny; roe deer.

Astroviruses cause diarrhoea and enteritis in many mammalian and some avian species. There
are also reports of extra-intestinal findings of astroviruses. High genetic variability and the
possibility of recombination events are characteristic for astroviruses and recently, a concern
about the potential zoonotic transmission of astroviruses to humans has arisen. Only one
description of astrovirus in roe deer has been made so far. Smits et al. (2010) have described part
of the genome and named the strains CcAstV-1 and CcAstV-2. In this study, two complete genome
sequences of roe deer astroviruses (AstV SLO/D5-14 and AstV SLO/D12-14) were determined
for the first time by using the method of next generation sequencing. Phylogenetic analysis
was performed comparing Slovenian roe deer astrovirus strains with other astrovirus strains
available in GenBank. The complete genomes contain typical Mamastrovirus organization.
Strains AstV SLO/D5-14 and AstV SLO/D12-14 are most closely related to each other and, in
comparison to other astroviruses in GenBank, to other roe deer strains. The genetic distance in
the ORF2 region between AstV SLO/D12-14, AstV SLO/D5-14 and Danish roe deer astrovirus
strains is between 3.9 % and 25.1 %, and between AstV SLO/D12-14, AstV SLO/D5-14 and
astroviruses of other animal species between 14.8 % and 46.5 %. Phylogenetic and genetic
distance analyses of amino acid sequences in the ORF2 region show that AstV SLO/DI12-14
and AstV SLO/D5-14 belong to the same genotype as CcAstV-1, CcAstV-2, water buffalo,
dromedary, Sichuan takin, porcupine and yak astrovirus strains and some PoAstV and BoAstV

strains, which are unclassified.
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1 UVOD
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Predstavniki druzine Astroviridae, v katero sta uvrsc¢ena rodova Mamastrovirus (MAstV) in
Avastrovirus (A AstV), povzrocajo drisko in enteritis pri Stevilnih sesalcih in nekaterih vrstah
ptic, pri pticah in pri nekaterih sesalcih pa tudi opisujejo primere astrovirusnih (AstV) okuzb
izven Crevesja (Bosch in sod., 2014). NovejSe raziskave povezujejo astroviruse s primeri vnetja
mozganov in hrbtenjace pri kunah, govedu, ovcah, prasicih in tudi ljudeh (Blomstrom in sod.,
2010; Quan in sod., 2010; Wunderli in sod., 2011; Li in sod., 2013; Brown in sod., 2015; Arruda
in sod., 2017; Pfaff in sod., 2017). Astrovirusi se prenasajo po fekalno-oralni poti, najpogosteje
z zauzitjem kontaminirane hrane in vode. Njihova stabilnost v pitni, sladki in morski vodi jim
omogoca prenos v okolju (Pint6 in sod., 1996; Bosch in sod., 2014). Vir kontaminacije vode so
lahko iztrebki okuzenih domacih zivali ter divjadi, v katerih se nahajajo marsikateri potencialni
povzrocitelji zoonoz (Santo Domingo in Edge, 2010; Pandey in sod., 2014). Do sedaj opisani
MAstV in AAstV so genetsko zelo raznoliki, opisanih pa je tudi vedno ve¢ rekombinacij — tudi
med astrovirusi razli¢nih zivalskih vrst (Pantin-Jackwood in sod.; 2006; Strain in sod., 2008;
Tse in sod., 2011). Vedno vec¢ podatkov je, da astrovirusi niso vrstno specifi¢ni in da so zivalski
in ¢loveski sevi sorodni, kar skupaj z veliko genetsko raznolikostjo in moznostjo rekombinacij

kaze na veliko verjetnost zoonotskega prenosa (Vu in sod., 2017).

Srnjad je razsirjena po celotni Sloveniji. Zivi v gozdovih, ki so obkroZeni s travniki, pasniki
in njivami. Prilagodila se je tudi Zivljenju na odprtih poljih ter se mocno priblizala naseljem,
prav tako pa prihaja v stik z zivalmi na kmetijah na obrobju gozdov, s ¢imer lahko pride tudi do

prenosa virusov.

Do sedaj je bila na svetu opravljena le ena raziskava o prisotnosti astrovirusov pri srnah
na Danskem, vendar njihovega celotnega genoma niso dolocili (Smits in sod., 2010). Tse in
sod. (2011) so na podlagi rezultatov filogenetskih analiz pri raziskavah govejih astrovirusov
(BoAstV) predvideli, da ti spadajo v isti podtip kot astrovirusi pri srnah, in to kljub temu, da
pripadajo razlicnim gostiteljem. Opravili so tudi dodatne analize genetskih razdalj med BoAstV
in astrovirusi pri srnah na podroc¢ju regije ORF2 in ugotovili, da bi za zanesljivejSe trditve

potrebovali zaporedja celotnih genomov astrovirusov pri srnah.
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1.2 CILJ RAZISKOVANJA

Namen naSega raziskovalnega dela je bil dolociti nukleotidna zaporedja celotnih genomov
astrovirusov pri srnah s sekvenciranjem naslednje generacije (NGS), s tehnologijo lon Torrent.
Raziskava je bila opravljena na vzorcih pretekle raziskave, v kateri so v treh vzorcih ¢revesne
vsebine srnjadi z metodo obratne transkripcije in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR)
dokazali prisotnost astrovirusov. Na podlagi dobljenih nukleotidnih zaporedij celotnih genomov
astrovirusov smo izvedli filogenetske analize, v katerih smo slovenske seve astrovirusov pri

srnah primerjali z astrovirusi, ki so objavljeni v podatkovni zbirki GenBank.

Raziskava v okviru PreSernove naloge je prva raziskava na svetu, v kateri smo dolocili

nukleotidna zaporedja celotnih genomov astrovirusov pri srnah.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

a) Astrovirusi, ki so prisotni pri srnah v Sloveniji, imajo organizacijo genoma, znacilno za rod

MAStV.
b) Sevi astrovirusov, najdeni pri srnah v Sloveniji, so med seboj sorodni.

c) Sevi slovenskih astrovirusov pri srnah so najsorodnej$i danskim sevom astrovirusov pri

srnah.

d) Sevislovenskih astrovirusov pri srnah spadajo v nov genotip znotraj nove genetske skupine,

skupaj z ostalimi taksonomsko $e neuvrScenimi astrovirusnimi sevi pri prezvekovalcih.
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2 PREGLED LITERATURE
2.1 PREGLED ZGODOVINSKIH PODATKOV O ASTROVIRUSIH

Virusi, ki jih sedaj uvrs¢amo v druzino Astroviridae, so prvi¢ omenjeni v delih Appletona
in Higginsa (1975), ki sta z elektronsko mikroskopijo v vzorcih blata otrok z blago drisko in
bruhanjem odkrila 28-30 nm velike delce. Se istega leta sta Madeley in Cosgrove (1975) prvi¢
uporabila termin "astrovirusi" (AstV) v zvezi z majhnimi okroglimi virusi z znacilno zvezdasto
morfologijo, ki sta jih odkrila v vzorcih blata dojenckov z gastroenteritisom. Poimenovanje
izvira iz grske besede astron, kar pomeni zvezda. Ti delci so bili zaradi svojih ravnih robov
uvrsceni v skupino "malih okroglih virusov" (angl. small round viruses, SRVs), za razliko od
npr. kalicivirusov, ki so jih uvrstili v skupino "malih okroglih strukturiranih virusov" (angl.
small round-structured viruses, SRSVs), saj so pod elektronskim mikroskopom njihovi robovi

neostri in nitasti (Madeley, 1989).

Astrovirusi so bili na podlagi strukture genoma uvrsceni v svojo druzino Astroviridae, loceno
od ostalih virusov s pozitivno orientirano enoverizno ribonukleinsko kislino (ssRNA) (Monroe
in sod., 1995). Druzina astrovirusov je na podlagi morfologije viriona sprva zajemala le en rod,
Astrovirus (Monroe in sod., 1995), kasneje pa so jo glede na izvornega gostitelja razdelili na
rodova Mamastrovirus (MAstV), kamor so uvr§c¢eni AstV pri sesalcih, in Avastrovirus (AAstV),

kamor so uvrs¢eni astrovirusi pri pticah (Mendez in Arias, 2007).

Kmalu po prvih opisih virusa pri ljudeh so se zaceli pojavljati opisi astrovirusom podobnih
delcev pri domacih zivalih. Najprej so jih nasli pri jagnjetih in teletih z drisko (Snodgrass in
Gray, 1977, Woode in Bridger, 1978). Na podlagi klini¢nih in viroloskih opazovanj primerov
akutnega pogina rac v osemdesetih letih so bili astrovirusi povezani s hepatitisom, ki je
povzrocal te pogine (Gough in sod., 1984). To je bil najverjetneje prvi dokaz astrovirusov, katerih
prisotnost so dokazali zunaj ¢revesja. Ze leta 1960, desetletje pred odkritjem astrovirusov in 20
let pred njihovo identifikacijo kot povzrociteljev hepatitisa pri racah, je prislo pri njih do izbruha

akutnega hepatitisa, ki ga sedaj pripisujejo astrovirusom (Asplin, 1965).

Seznam zivalskih vrst, ki so dovzetne za astrovirusne okuzbe, trenutno obsega Stevilne
udomacene, sinantropne in divje zivalske vrste — ptice in sesalce, Zivece tako v kopenskem kot

v vodnem okolju. Astroviruse so dokazali v vzorcih blata sesalcev, kot so macke, psi, govedo,
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srne, misi, podgane, prasici, ovce, kune, netopirji, gepardi, zajci in celo morski levi ter delfini,
pa tudi v vzorcih izlockov pticev, kot so purani, kokosi, race, golobi, pegatke in Stevilne divje

akvaticne ptice (Bosch in sod., 2014).

Leta 1981 sta Lee in Kurtz prvi¢ osamila in namnozila ¢loveSke astroviruse (HAstV) na
primarnih celi¢nih kulturah, ¢ez tri leta so opisali ze pet genotipov, v naslednjih desetih letih
pa Se dva (Kurtz in Lee, 1984; Risco in sod., 1995). Leta 1997 so predlagali obstoj Se osmega
genotipa (Belliot in sod., 1997). Do leta 2008 je veljalo, da obstaja le osem razli¢nih genotipov
HAstV, ki jih sedaj uvrS¢amo med klasicne HAstV. Z novejSimi metodami so odkrili skupine
Se neopisanih virusov, ki se glede na organizacijo genoma zelo razlikujejo od ze opisanih
astrovirusov. Tako je leta 2008 skupina znanstvenikov v vzorcu blata avstralskega decka dolocila
genom virusa, ki so ga poimenovali MLB1 (AstV-MLBI), leta 2009 pa v Virginii Se AstV-VAl
(Finkbeiner in sod., 2008; Finkbeiner in sod., 2009). Ta Cas je pri odraslih popotnikih druga
skupina identificirala tri nove vrste HAstV, ki so jih poimenovali, "l[judem, kunam in ovcam
podobni astrovirusi" (HMOAstV) tipa A, B in C (Kapoor, 2009). V tabeli 1 je predstavljena

kronologija prvih ugotovitev in in vitro osamitev astrovirusov.
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Tabela 1: Kronologija odkritij, prvih ugotovitev in in vitro osamitev astrovirusov (povzeto po De Benedictis in

sod., 2011).

Table 1: Chronology of astroviruses discovered, year of first detection and in vitro isolation (adopted from De

Benedictis et al., 2011).

LETO LETO )
VRSTA GOSTITELJA KLINICNI ZNAKI
UGOTOVITVE | OSAMITVE
Clovek (Homo sapiens sapiens) | 1975 1981 Gastroenteritis pri otrocih
Domaca ovca (Ovis aries) 1977 - Driska pri jagnjetih
Domace govedo (Bos taurus) 1978 1985 Driska pri teletih, asimptomatsko
Intersticijski nefritis pri mladih
Domaca kokos (Gallus gallus) 1979 1979
piscancih, enteritis
Prasi¢ (Sus scrofa) 1980 1980 Driska pri pujskih, asimptomatsko
Domaci pes (Canis lupus Driska pri pasjih mladicih,
1980 -
familiaris) asimptomatsko
Pireksija in blaga driska,
Macka (Felis catus) 1981 -
asimptomatsko
Navadni jelen (Cervus elaphus) | 1981 1981 Driska
Domaca raca (Anas Akuten hepatitis in smrtnost pri racjih
1984 1985
platyrhynchos domestica) mladicih
Hisna mis (Mus musculus) 1985 - Driska, asimptomatsko
Kompleks puranjih enteritisov (PEC),
Puran (Meleagris meleagris) 1980 1991 sindrom puranje mortalnosti in
enteritisa (PEMS)
Predodstavitvena driska, bolezen
Ameriski mink (Neovison vison) | 2002 -
treso¢ih minkov
Navadna pegatka (Numida
2005 - Enteritis
meleagris)
Zuzkojedi netopir 2008 - -
Gepard (Acinonyx jubatus) 2009 - Letargija in anoreksija, vodena driska
Kalifornijski morski lev Driska pri mladicih, odrasli klini¢no
2010 -
(Zalophus californianus) zdravi
Stellerjev morski lev
2010 - Mladici brez znakov driske
(Eumelopias jubatus)
Navadna velika pliskavka
2010 - Klini¢no zdravi
(Tursiops truncatos)
Siva podgana (Rattus
2010 - -
norvegicus)
Srna (Capreolus capreolus) 2010 - Driska
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2.2 TAKSONOMSKA UVRSTITEV

Astroviruse uvrs¢amo v druzino Astroviridae, kamor spadajo virusi brez ovojnice ter s
pozitivno orientirano ssSRNA (Matsui in Greenberg, 1996). Glede na izvor in strukturo genoma
so druzino Astroviridae razdelili v dva rodova: MAstV, kamor so uvr§¢eni vsi genotipi ¢loveskih
astrovirusov in ostalih sesalcev, ter AAstV, kamor so uvrsceni pticji astrovirusi (Mendez in

Arias, 2007).

Razdelitev astrovirusov je do leta 2012 temeljila na gostiteljih, pri katerih so bili virusi izolirani,
kar pa se ni ujemalo s filogenijo. Zaradi novih odkritij astrovirusov pri novih vrstah gostiteljev
in astrovirusov, ki so genetsko bolj raznoliki od ze znanih astrovirusov pri doloCeni vrsti
gostitelja, so ponovno opredelili razdelitev sesalskih in pti¢jih astrovirusov. Na osnovi genetske
analize celotne kapsidne regije na nivoju aminokislin, je rod MAstV sedaj razdeljen na genetsko
skupino I in genetsko skupino II (angl. genogroup I, genogroup II). V vsako genetsko skupino
pa so uvrsceni astrovirusi razli¢nih gostiteljev, ki so Se nadaljnje razdeljeni glede na genetske
kriterije in vrsto gostitelja (Bosch in sod., 2014); Stevilni sevi pa Se vedno ostajajo nerazvrsceni.

Slika 1 prikazuje filogenetsko drevo druzine Astroviridae.

Trenutna razvrstitev Mednarodnega odbora za taksonomijo virusov (angl. International
Committee on Taxonomy of Viruses,ICT V) vsebuje 19 razli¢nih virusnih vrst znotraj rodu MAstV.
V genetsko skupino I spadajo mamastrovirusi 1-7, v genetsko skupino II pa mamastrovirusi

8—-19 (Bosch in sod., 2012; Donato in Vijaykrishna, 2017):
V genetsko skupino I so razvrsceni:

*  Mamastrovirus 1 (Clovek - HAstV),

*  Mamastrovirus 2 (macka - FeAstV),

*  Mamastrovirus 3 (prasi¢ - PoAstV),

*  Mamastrovirus 4 (kalifornijski morski lev - CslAstV),
*  Mamastrovirus 5 (pes - CaAstV),

*  Mamastrovirus 6 (Clovek - HAstV),

*  Mamastrovirus 7 (velika pliskavka - BdAstV).
V genetsko skupino II pa:

*  Mamastrovirus 8 (Clovek - HAstV),
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*  Mamastrovirus 9 (Clovek - HAstV),

*  Mamastrovirus 10 (kuna - MiAstV)

*  Mamastrovirus 11 (kalifornijski morski lev - CslAstV)
*  Mamastrovirus 12 (netopir - BaAstV)

*  Mamastrovirus 13 (ovca - OvAstV)

*  Mamastrovirusi 14—19 (netopir - BaAstV)

Tudi virusi iz rodu A AstV so razdeljeni v dve genetski skupini (Bosch in sod., 2012; Donato in

Vijaykrishna, 2017):
V genetsko skupino I so razvrs€eni:

*  Avastrovirus 1 (puran — TAstV-1)

*  Avastrovirus 2 (pis¢anec — ANV-1 in ANV-2 (angl. avian nephritis virus))
V genetsko skupino II so razvrsceni:

*  Avastrovirus 3 (puran - TAstV-2 in raca — DAstV)
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Slika 1: Filogenetsko drevo druzine Astroviridae (povzeto po Bosch in sod., 2014)

Figure 1: Phylogenetic relationships within the family Astroviridae (adopted from Bosch et al., 2014)
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2.3 STRUKTURA VIRUSA

Astrovirusni virioni so brez ovojnice in v premeru merijo od 28 do 33 nm. Imajo ikozaedri¢no
strukturo kapside. Virusni delci imajo znacilno pet ali Sestkrako zvezdasto strukturo, robove
pa gladke (Willcocks in sod., 1994). Slika 2 prikazuje HAstV pod transmisijskim elektronskim
mikroskopom. Proteini virusne kapside nastanejo po cepitvi prekurzorskega proteina, za katero
je zapis v regiji odprtega bralnega okvirja 2 (angl. open reading frame, ORF). Predpostavljajo,
da je N-terminalna regija prekurzorskega kapsidnega proteina odgovorna za pakiranje virusne
ribonukleinske kisline (RNA), izjemno variabilna C-terminalna regija pa vsebuje nevtralizacijske

determinante in sluzi pritrjevanju na gostiteljeve receptorje (Dubovi in MacLachlan, 2011).

Slika 2: Delci HAstV iz vzorcev blata pod transmisijskim elektronskim mikroskopom (povzeto po Bosch in sod.,
2014).

Figure 2: HAstV particles observed by transmission immunoelectron microscopy in feces (adopted from Bosch
et al., 2014).

Astrovirusi vsebujejo eno molekulo infektivne, pozitivno orientirane ssSRNA, velike od 6,4 do
7,7 kb (Bosch in sod., 2012). Genom vsebuje 5° in 3’ nekodirajoci regiji (NTRs), poliadeniliran
rep (poliA) in tri odprte bralne okvirje: ORFla, ORFIb in ORF2. ORFla in ORF1b skupaj

kodirata nestrukturna poliproteina (nsp) la in lab, ki s posttranslacijsko cepitvijo oblikujeta
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serinsko proteazo (v-Pro), od RNA odvisno polimerazo RNA (RdRp) ter Stevilne druge proteine
z dosedaj Se neznano vlogo. ORF2 kodira strukturni kapsidni poliprotein in je vkljucen tudi v
podgenomsko RNA, ki se sintetizira med pomnozevanjem virusa (Mendez in sod., 2002; Kiang

in Matsui, 2002; Mendez in Arias, 2007). Slika 3 prikazuje organizacijo HAstV genoma.

’ ne-strukturni

RARP strukturni
V-Pro | OREIb 0| kapsidni proteini
5 ORF1a ORF2 -
[ - polyA
6771nt

Slika 3: Shematski prikaz organizacije HAstV genoma (povzeto po Walter in sod., 2002).

Figure 3: Schematic diagram of the genome organization of HAstV (adopted from Walter et al., 2002)

2.4 PATOGENEZA IN NASTANEK DRISKE

Podatkov o patogenezi astrovirusov je zaenkrat Se zelo malo. Znano pa je, da predstavniki
druzine Astroviridae povzro€ajo drisko in enteritis pri Stevilnih sesalcih in nekaterih vrstah
ptiCev. V cCrevesju, kjer je prislo do okuzbe z astrovirusom, je malo histoloskih in vnetnih
sprememb, ki so sicer znacilne pri okuzbah z enteri¢nimi virusi (npr. vecje unicenje crevesnega
epitelija in vnetni odgovor) (Bosch in sod., 2014). To je bil razlog, da so spremembe Crevesja
po okuzbi z astrovirusi Se dodatno raziskovali in preuc¢evali mehanizme, ki bi lahko povzro¢ili
drisko. Na podlagi histopatoloSkih raziskav perzistentno okuzenih imunsko oslabelih otrok
z gastroenteritisom so ugotovili, da je astrovirusna okuzba omejena na tanko crevo, kjer so

prizadeti enterociti tankega Crevesja (Sebire in sod., 2004).
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2.5 CLOVESKI ASTROVIRUSI

2.5.1 Klini¢na slika

Okuzbe s HAstV prizadenejo predvsem otroke, ostarele in ljudi z oslabljenim imunskim
sistemom, povzrocijo pa lahko tudi okuZzbe pri odraslih [judeh z normalno delujo¢im imunskim
sistemom (Glass in sod., 1996; Pager in Steele 2002). Seroloske raziskave nakazujejo, da se
vecina otrok Ze zelo zgodaj v Zivljenju srec¢a z okuzbo s HAstV in razvije specificna protitelesa,
ki jih §¢itijo pred nadaljnjimi okuzbami (Kriston in sod., 1996; Koopmans in sod., 1998). HAstV
navadno le redko povzrocijo blago vodeno drisko, ki traja 2-3 dni. Poleg driske so pogosto
prisotni tudi drugi simptomi, kot so bruhanje, vrocina, bolecine v trebuhu ter splosno slabo
pocutje (Lee in sod., 2013). Kljub temu, da so o smrtnih primerih Ze porocali, pa do teh pride
zelo redko (Singh in sod., 1989). Primeri asimptomatskih okuZb so opisani tako pri otrocih kot
pri odraslih posameznikih (Mendez-Toss in sod., 2004). Raziskave v zadnjem ¢asu potrjujejo

tudi povezavo astrovirusnih okuzb s posameznimi primeri vnetnih procesov v mozZganskih

tkivih (Quan in sod., 2010; Wunderli in sod., 2011; Brown in sod., 2015).

2.5.2 Prenos

HAstV se prenaSajo po fekalno-oralni poti, najpogosteje z zauzitjem kontaminirane hrane
in vode. Fekalna kontaminacija predmetov in hrane je tako pogost povzrocitelj astrovirusnih
izbruhov v vrtcih, jaslih, bolni$nicah, Solah in vojaskih objektih (Abad in sod., 2001; Gallimore
in sod., 2005). Eden od dejavnikov okuZzbe je lahko tudi prenos z vodo, saj virusom prenose v
okolje omogoca njihova stabilnost v pitni, sladki in celo morski vodi (Pint6 in sod., 1996; Bosch
in sod., 2014). HAstV se lahko izloca v zelo velikem Stevilu, do 10" genomskih kopij na gram
blata okuzenega posameznika (Caballero in sod., 2003). Ker postopki obdelave odpadnih voda
ne zagotavljajo popolne odstranitve virusnih patogenov, se HAstV z odpadnimi vodami lahko
izloCajo v okolje (Pint6 in sod., 2001) ter kontaminirajo morsko, sladko in podzemno vodo
(Pint6 in sod., 1996; Le Guyader in sod., 2000). Vir vodne kontaminacije so lahko iztrebki
okuzenih domacih zivali ter divjadi. Taksno kontaminacijo je tudi tezko prepreciti oz. omejiti

(Santo Domingo in Edge, 2010; Pandey in sod., 2014).
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2.6 ZIVALSKI ASTROVIRUSI

Astroviruse so odkrili pri mnogih zivalskih vrstah — sesalcih in pticah. Pri ve€ini vrst viruse
povezujejo z gastroenteritisom (Chu in sod., 2008). Pri nekaterih pticah virusi prizadenejo
¢revesje, najdemo pa jih tudi izven Crevesja (Mendez in Arias, 2007). Obstajajo tudi novejse
raziskave, ki povezujejo astroviruse s primeri vnetja mozganov in hrbtenjace pri kunah, govedu,
ovcah in prasi¢ih (Blomstrom in sod., 2010; Li in sod., 2013; Pfaff in sod., 2017; Arruda in sod.,
2017). V preteklosti so v vecini raziskav proucevali cloveske astroviruse in astroviruse domacih
zivali, relativno malo pa je bilo znanega o prevalenci astrovirusov pri divjih zivalih (Chu in sod.,
2008). Z uporabo sekvenciranja naslednje generacije (angl. next generation sequencing, NGS) je

identifikacija virusov veliko lazja (Donato in Vijaykrishna, 2017).

2.6.1 Astrovirusi pri srnah

Do sedaj so bili astrovirusi pri srnah (CcAstV) Se relativno neraziskani. Virus so prvic izolirali
in okarakterizirali leta 2010, ko so na Danskem porocali o izbruhu gastroenteritisov v populaciji
evropske srne (Capreolus capreolus) (Smits in sod., 2010). V vzorcih blata desetih obolelih srn
so dokazovali prisotnost bakterij, parazitov in virusa bovine virusne diareje (BVD), a so bili
rezultati vseh preiskav negativni (Smits in sod., 2010). Pri dveh srnah pa so dokazali prisotnost
astrovirusov ter seva poimenovali CcAstV-1 in CcAstV-2, vendar pa ni znano, ¢e je bil astrovirus

tudi glavni etioloski dejavnik nastanka driske.

Genetska razdalja med astrovirusoma pri srnah in ostalimi astrovirusi je bila vecja v kapsidni
regiji kot v RdRp regiji, kar nakazuje na moc¢an pozitivni selekcijski pritisk s strani gostiteljevega
imunskega sistema (van Hemert in sod., 2007). Genetska razdalja med CcAstV-1 in 2 je bila
podobna tisti med HAstV serotipi 1-8, zato so avtorji astroviruse pri srnah razdelili na dva
serotipa. Odkrita virusa pri srnah sta bila genetsko sorodna BoAstV do te mere, da se predvideva
mozZen preskok med gostiteljema — govedom in srnjadjo (Tse in sod., 2011). Slika 4 prikazuje

filogenetsko drevo ORF2 regije astrovirusov.
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Slika 4: Filogenetsko drevo aminokislinskega zaporedja v regiji astrovirusov ORF2 (povzeto po Smits in sod.,
2010)

Figure 4: Phylogenetic tree of the ORF2-encoded amino acids of astroviruses (adopted from Smits et al., 2010)

2.6.2 Ov¢ji astrovirusi

Astrovirusna okuzba pri jagnjetih je po vsej verjetnosti ena prvih zabeleZenih astrovirusnih
okuzb pri zivalih (Snodgrass in Gray, 1977). Celotno nukleotidno zaporedje genoma OvAstV je
dostopno v podatkovni zbirki GenBank in je podlaga za nadaljnje raziskave na podrocju analiz
delovanja in rekombinacij MAstVs (Jonassen in sod., 2003). Kasneje so namre¢ ugotovili, da
so novoodkriti astrovirusi iz vzorcev Cloveskega blata, zaradi skupnega prednika, v tesnem

genetskem sorodstvu z OvAstV in MiAstV (Finkbeiner in sod., 2009; Kapoor in sod., 2009).
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2.6.3 Goveji astrovirusi

BoAstV spada med eno od prvih ugotovljenih zivalskih astrovirusnih okuzb. Prvi¢ so ga izolirali
leta 1978 v Angliji (Woode in Bridger, 1978). Eksperimentalne okuzbe telet s sevom BoAstV,
odkritim v Angliji, niso povzrocile klini¢ne slike, zato so BoAstV sprva pripisali avirulentnost
(Woode in sod., 1984). Odsotnost klini¢nih znakov je verjetno razlog, da se z BoAstV v
nadaljnjih raziskavah niso posebej ukvarjali, saj so sklenili, da v naravnih pogojih ne obstaja
povezava med virusom in hujSo obliko driske pri teletih (Woode in Bridger, 1978; Woode in
sod., 1984). Nekateri sevi so bili nedavno povezani z boleznijo centralnega zivcevja (Li in sod.,
2013; Bouzalas in sod., 2014; Schlottau in sod., 2016; Wuthrich in sod., 2016). Med BoAstV sta v
preteklosti spadala le dva genotipa, in sicer BoAstV-1 ter BoAstV-2 (Woode in sod., 1985), sedaj
pa je znano, da med farmsko populacijo goveda krozi ve¢ razli¢nih genetskih skupin sevov
BoAstV (Donato in Vijaykrishna, 2017). Tse in sod. (2011) so dokazali so¢asno okuzbo enega
gostitelja z dvema razlicnima sevoma BoAstV, kar je pogoj za genetsko rekombinacijo med
razlicnimi sevi. Tse in sod. (2011) so tudi dokazali, da je skozi evolucijo prislo do vsaj enega
rekombinacijskega dogodka med BoAstV in astrovirusi pri srnah v regiji ORF2. Filogenetske
analize kazejo, da BoAstV podobne viruse najdemo tudi pri jakih in vodnih bizonih (Donato in

Vijaykrishna, 2017).

2.6.4 Madji astrovirusi

Okuzba mack s FeAstV lahko povzroci povisano telesno temperaturo in blago drisko (Harbour
in sod., 1987), ob prisotnosti drugih bolezni, ki oslabijo macji imunski sistem, pa lahko
astrovirusi povzrocijo hujSo obliko gastroenteritisa (Moschidou in sod., 2011). Magji astrovirusi
so sorodni HAstV (Donato in Vijaykrishna, 2017). Predvidevajo, da je prislo do medvrstnega

prenosa virusa s prasicev na macke ter naprej iz mack na ljudi (Lukashov in Goudsmit, 2002).

Kasneje so odkrili astrovirus tudi pri gepardih (Acinonyx jubatus) v ujetnistvu, ki so imeli
klini¢ne znake gastroenteritisa. Zaradi podobnosti s FeAstV v regiji ORF2 predpostavljajo, da
je tudi v tem primeru prislo do medvrstnega prenosa med mackami in gepardi (Atkins in sod.,

2009).
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PoAstV so odkrili v razlicnih drzavah po celem svetu, kar nakazuje na Siroko geografsko
razprsenost virusa (Geyer in sod., 1994; Ulloa in Gutierrez, 2010; Shan in sod., 2012, Brni¢ in
sod., 2014). Prisotnost PoAstV so dokazali tudi v blatu popolnoma zdravih domacih in divjih
prasi¢ev (Luo in sod., 2011; Reuter in sod., 2011; Reuter in sod., 2012). Simptomi gastroenteritisa
se pojavljajo predvsem pri mladih Zivalih v povezavi z drugimi virusnimi okuzbami (Bridger,
1980; Indik in sod., 2006; Luo in sod., 2011). Astrovirus so izolirali tudi v tkivu centralnega
zivCevja pri prasicih z zivénimi znaki in vnetjem mozganskega tkiva ter hrbtenjace (Arruda in
sod., 2017). Uradno klasificirani so PoAstV-1 — PoAstV-5 (Donato in Vijaykrishna, 2017). Na
Ceskem so ugotovili podobnost prasi¢jega seva PoAstV s &loveskim sevom HAstV-3 (Reuter
in sod., 2011). Obstajajo tudi dokazi o Stevilnih rekombinacijah v variabilni regiji ORF2 med
razlicnimi sevi PoAstV ter med sevi PoAstV in sevi HAstV. Rekombinacije med cloveskimi
avtorji raziskave pa predpostavljajo, da se je prenos zgodil s ¢loveka na prasSica in ne obratno

(Ulloa in Guiterrez, 2010).

2.6.6 Astrovirusi kun

Astrovirusne okuzbe kun se pojavljajo predvsem v povezavi s sindromom predodstavitvene
driske (Englund in sod., 2002), dokazali pa so tudi novejsi sev astrovirusa v mozganskem tkivu
kune s t.i. sindromom treso¢ih minkov (angl. shaking mink syndrome, SMS) (Blomstrém in
sod., 2010). Leta 2003 so celotnemu genomu astrovirusa, ki ga povezujejo s tem sindromom,
dolocili nukleotidno zaporedje in ga uvrstili med novejSe astroviruse (Mittelholzer in sod.,
2003). Ugotovili so tudi nizko stopnjo podobnosti s ¢loveskim sevom HAstV-PS (Quan in sod.,
2010).

2.6.7 Pasji astrovirusi

CaAstV ali astrovirusom podobni delci pri psih so bili ugotovljeni v mnogih drzavah (Grellet

in sod., 2012; Marshall in sod., 1984; Toffan in sod., 2009). O sami epidemiologiji in klini¢ni
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pomembnosti CaAstV ni znanega veliko (Zhou in sod., 2017), so pa prisotnost virusa velikokrat
dokazali pri psih z drisko v povezavi z drugimi entericnimi okuzbami (Williams, 1980; Martella
in sod., 2011). Ceprav psi sobivajo z ljudmi, pa CaAstV niso tako tesno sorodni HAstV, kot npr.
FeAstV (Donato in Vijaykrishna, 2017).

2.6.8 Astrovirusi pri netopirjih

Okuzba netopirjev z astrovirusi ne povzro¢a klini¢nih znakov (Drexler in sod., 2011). Za
BaAstV sta znacilni velika genetska raznolikost in visoka prevalenca (Chu in sod., 2008; Zhu
in sod., 2009; Drexler in sod., 2011). V raziskavah so ugotovili so¢asno okuzbo netopirjev s
koronavirusi in BaAstV, med katerimi prihaja tudi do rekombinacij. Nekateri BaAstV so
filogenetsko sorodni tudi s HAstV (Chu in sod., 2008). Studije kaZejo na to, da so netopirji
dovzetni za okuzbo z astrovirusi drugih gostiteljev in so zato pomemben dejavnik pri genetski

raznolikosti in medvrstnem prenosu virusa (Donato in Vijaykrishna, 2017).

2.6.9 Pticji astrovirusi

V rod AAstV spadajo razli¢ni astrovirusi, za katere je dovzetnih ve¢ razli¢nih vrst ptic. Ti
virusi povzroc€ajo obolenja, kot so hepatitis, enteritis in nefritis (Pantin-Jackwood in sod., 2013).
DASstV-1 in DAstV-2 povzrocata racji hepatitis, nevarno akutno bolezen od 1 do 2 tednov starih
racjih mladicev in lahko povzroci tudi do 90 % smrtnost. Filogenetske raziskave kazejo, da so
sevi DAstV-1 sorodni sevom TAstV-2 in obstaja moznost, da so se prenesli s puranov na race

(Fu in sod., 2009). DAstV-2 trenutno Se ni klasificiran (Donato in Vijaykrishna, 2017).

Do danes so znani trije genetsko razli¢ni TAstV (1-3) (Donato in Vijaykrishna, 2017). TAstV-1
je eden izmed najpogosteje izoliranih virusov pri puranih, obolelih za drisko. Doloc¢itev celotnih
genomov TAstV-1 in 2 je pokazala, da sta si ta genetsko nesorodna, zato po novem TAstV-1
spada v vrsto Avastrovirus 1, TAstV-2 pa v Avastrovirus 3. TAstV-3 $e ni klasificiran (Jonassen

in sod., 2003; Strain in sod., 2008; Donato in Vijaykrishna, 2017).

ANYV povzroca subklinicne okuzbe z mozno slabSo rastjo in letargijo (Imada in sod., 1979;

Yamaguchi in sod., 1979). Znana sta dva genetsko razlicna ANV: ANV-1 in ANV-2 (Donato in
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Vijaykrishna, 2017). V raziskavi Baxendale in Mebatsion (2004) so s piS¢ancjim astrovirusom
(CAstV) nacrtno okuzeni enodnevni piS¢anci dobili blago drisko ter distenzijo tankega Crevesja,

hkrati pa so ugotovili, da se CAstV antigensko in genetsko razlikuje od ANV.

2.7 GENETSKA VARIABILNOST

Zaradi narave RdRp, ki je podvrZzena napakam v prepisovanju, so RNA virusi bolj genetsko
variabilni kot virusi z deoksiribonukleinsko kislino (DNA). Tudi astrovirusi niso izjema, saj so

do sedaj opisani MAstVs in A AstVs genetsko zelo raznoliki (De Benedictis in sod., 2011).

Poleg tega je opisanih vedno ve¢ rekombinacij. Med prvimi je bila opisana rekombinacija med
klasi¢nimi sevi HAstV, ko so Walter in sod. (2001) identificirali virus, ki je vseboval ORF2 regijo
virusa HAstV-5 ter ORF1b regijo virusa HAstV-3, kar kaZe na rekombinacijo v tranzicijski regiji
ORF1b-ORF2. Pri otroku iz Kenije so odkrili virus, katerega deli genoma so pripadali kar trem
razlicnim klasi¢énim sevom HAstV zaradi rekombinacije na podro¢ju ORF1b-ORF2 in mozne
dodatne rekombinacije v regiji ORFla (Wolfaardt in sod., 2011). Rekombinacijski dogodki so
opisani tudi med razli¢nimi Zivalskimi vrstami astrovirusov (Pantin-Jackwood in sod.; 2006,

Strain in sod., 2008; Tse in sod., 2011).

2.8 ZOONOTSKI POTENCIAL

Poraja se pomembno vprasanje o sposobnosti rekombinacije Zivalskih astrovirusov s HAstV, kar
bi lahko vodilo do obolen;j pri ljudeh, lahko pa bi prislo tudi do zoonotskega prenosa astrovirusov
iz zivali na ljudi (De Benedictis in sod., 2011). Obstajajo raziskave, ki kazejo na domnevno
rekombinacijo med HAstV in CslAstV, kar bi lahko pomenilo, da imajo skupnega prednika ali
pa je priSlo do zoonotskega prenosa (Rivera in sod., 2010; De Benedictis in sod., 2011). Podobne

hipoteze obstajajo tudi o rekombinaciji med PoAstV in HAstV (Ulloa in Gutierrez, 2010).

Tudi odkritje o domnevnih skupnih prednikih podganjih astrovirusov (RAstV), MiAstV, OvAstV
ter novih HAstV je postavilo vprasanje o zoonotskem prenosu (Kapoor in sod., 2009; Chu in
sod., 2010). Ceprav ni gotovih dokazov o njem, pa obstajajo raziskave o moznosti medvrstnega

prenosa med zivalmi in ljudmi, kar nakazuje na zoonotski potencial (De Benedictis in sod.,
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2011). Lukashov in Goudsmith (2002) sta na podlagi filogenetske analize dokazala mozen
prenos astrovirusov s prasi¢ev na macke in nato preko neznanega vmesnega gostitelja na ljudi,
v raziskavi narejeni v Kanadi, pa so dokazovali prenos astrovirusov z ljudi na prasice (Luo in

sod., 2011).

Nedavna raziskava, izvedena na primatih, je dokazala moZnost okuzbe z razli¢nimi sevi
astrovirusov, tesno sorodnimi s tistimi, ki se sicer pojavljajo pri drugih vrstah — sesalcih, pticah
in celo ljudeh (Karlsson in sod., 2015). Pri ljudeh pa so dokazali protitelesa proti Zivalskim

sevom astrovirusov (Meliopoulos in sod., 2014).

V zadnjem obdobju je iz raziskav razvidno, da so ¢loveski in zivalski sevi astrovirusov sorodni
in vedno ve¢ podatkov kaze na to, da astrovirusi niso vrstno specifi¢ni. To, skupaj z veliko
genetsko raznolikostjo in moznostjo rekombinacij, kaze na veliko verjetnost zoonotskega

prenosa (Vu in sod., 2017).

2.9 SEKVENCIRANJE NASLEDNIJE GENERACIJE (NGS)

Sekvenciranje je dolo¢anje nukleotidnega zaporedja DNA. Leta 1977 je Sanger s sodelavci
predstavil metodo sekvenciranja prve generacije, ki se uporablja Se danes (Sanger in sod.,
1977). Leta 2005 pa je podjetje 454 Life Sciences poslalo na trzis¢e prvi komercialno dostopen
sekvenator druge generacije GS 20 in zacelo se je obdobje sekvenciranja naslednje generacije

(angl. next-generation sequencing, NGS), ki je obCutno spremenilo podrocje genetskih raziskav

(Voelkerding in sod., 2009).

NGS metode so znane tudi kot visoko zmogljive metode sekvenciranja (angl. high-throughput
sequencing) (Besser in sod., 2018). Ne gre zgolj za eno metodo, pac pa za skupino metod, ki
so jih razvili v zadnjem desetletju in pol (Muzzey in sod., 2015). Z uporabo NGS se odpirajo
nove moznosti za odkrivanje novih virusov in bakterij ter za preucevanje njihove genetske
raznolikosti (Kutnjak in sod., 2015). Pri metodah NGS se proizvede ve¢ sto milijonov odc¢itkov
(angl. reads) na eksperiment, ti pa so v povprecju krajsi in obsegajo od priblizno 50 do 600

nukleotidov (Progar in Petrovic, 2013).

Trenutno so v uporabi tako metode NGS kot tudi sekvenciranje po Sangerju. V veterinarskih

laboratorijih se metode NGS uporabljajo predvsem za dolocanje nukleotidnih zaporedij celotnih
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genomov ali posameznih delov genoma ter za odkrivanje novih genov ali mikroorganizmov v

okviru metagenomskih raziskav (Progar in Petrovic, 2013).

Poznamo vecrazli¢nih sistemov ali tehnologi) NGS, katere temeljijo narazli¢nih na¢inih delovanja
(Muzzey in sod., 2015). Med seboj se razlikujejo v samem nacinu dolocanja nukleotidnega
zaporedja, priprava vzorca pa pri vseh poteka na podoben nacin. Po osamitvi RNA ali DNA
sledi priprava knjiznice za sekvenciranje. V kolikor smo osamili RNA, jo je potrebno prepisati
v komplementarno DNA (cDNA) ter jo nato fragmentirati oz. razrezati na krajSo dolzino,
ki ustreza dolocenemu sistemu. To lahko naredimo z mehansko ali encimsko fragmentacijo
(Berlec in Strukelj, 2010). Mehansko fragmentacijo DNA lahko izvajamo z ultrasonikatorjem
Covaris (slika 5), ki deluje na nacin prenosa akusti¢ne energije majhne valovne dolzine in je
usmerjena direktno v vzorec, s cimer omogoca natan¢no kontrolo hidrodinamskih striznih sil.

Gre za izotermicen proces brez neposrednega kontakta (Covaris Inc., 2012).

Slika 5: Naprava Covaris® M220 Focused-ultrasonicator™ (povzeto po Covaris, Inc.)

Figure 5: Covaris® M220 Focused ultrasonicator™ instrument (adopted from Covaris, Inc.)

Fragmentaciji DNA sledi ligacija (prilepljanje) adapterjev z encimom DNA ligazo, lahko pa
vsak vzorec oznacimo tudi s ¢rtno kodo (angl. barcode), ki omogoca socasno sekvenciranje
vecjega Stevila vzorcev. Po sekvenciranju, katerega mehanizem se med razli¢nimi tehnologijami

razlikuje, sledi bioinformacijska obdelava dobljenih podatkov (Mardis, 2013).
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2.9.1 Sistem za sekvenciranje Ion Torrent (Ion PGM)

Polprevodniska tehnologija Ion Torrent zaznava spremembo pH vrednosti, do katere prihaja
ob sprostitvi vodikovih ionov (H"), ki so stranski produkt pri vezavi nukleotidov v nastajajoco
verigo (Mardis, 2013). Tehnologije Ion Torrent v primerjavi z drugimi tehnologijami ne
potrebujejo opticnih komponent za od¢itavanje nukleotidov in so zato cenovno dostopnejse.
Sistem Ion Personal Genome Machine (PGM) (slika 6) lahko v enem ciklu (57 ur), odvisno od
uporabljenega Cipa, proizvede do 5,5 milijonov odcitkov, ustvari do 2 Gb podatkov, z dolZino
odcitkov do 400 baznih parov (Ansorge in sod., 2017). Izbiramo lahko med tremi Cipi Ion Chip
v2 razli¢ne zmogljivosti: 314, 316 in 318 (Liu in sod., 2012).
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Slika 6: Sekvenator lon PGM (povzeto po ThermoFisher Scientific)

Figure 6: Ion PGM sequencer (adopted from ThermoFisher Scientific)

Priprava knjiznice je sestavljena iz fragmentacije DNA, encimskega popravila koncev ter
vezave adapterjev. Klonsko pomnozevanje fragmentov knjiznice poteka v emulzijski verizni
reakciji s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR) na povrsini kroglic (angl. lon
Sphere Particles, ISPs). Ker imajo kroglice kovalentno vezana nukleotidna zaporedja, ki so
komplementarna tistim na adapterjih, so fragmenti za pomnozevanje z adapterji vezani

na kroglice. Kroglice z vezanimi DNA fragmenti dodamo emulziji z oljnimi kapljicami, ki
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vsebujejo reagente, potrebne za PCR. S pomnozevanjem v kapljicah vzporedno nastane vec sto
tiso¢ PCR pomnozkov. Kroglice imajo tako na povrSini PCR pomnozke, ki ustrezajo molekuli
DNA iz knjiznice. Sledita locitev olja od vodne raztopine (razbitje kapljic) ter obogatitev kroglic,
kjer je bilo pomnozevanje uspesno. Obogatene kroglice nanesemo v jamice na ¢ipu (angl. lon
Chip) (slika 7a), pod katerimi je polprevodna plast ¢ipa za zaznavanje sprememb v elektri¢ni
napetosti po vgradnji ustreznih nukleotidov med sekvenciranjem (Mardis, 2013). Po vezavi
komplementarnega nukleotida se namre¢ sprosti vodikov proton, kar vodi do spremembe pH
vrednosti, ki se prevede v spremembo elektricne napetosti in se ustvari digitalni signal (slika 7b).
Nukleotidno zaporedje taréne molekule se doloci glede na intenzivnost signala med zaporedno
izpostavitvijo razliénim vrstam nukleotidov. Ob ponovni vezavi istega nukleotida bo elektri¢ni
signal mocnejsi. Podatki, pridobljeni na sekvenatorju lon PGM, se avtomatsko prenesejo na

Torrent Server. Podatke nato obdelamo z bioinformatskimi orodji (Duncan in Patel, 2017).
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Slika 7: a) Zgradba lon Torrent ¢ipa; b) Zaznavanje spremembe pH vrednosti ob vezavi nukleotida (povzeto po
Mardis, 2013).

Figure 7: a) Structure of the Ion Torrent Ion Chip; b) pH sensing of nucleotide incorporation (adopted from
Mardis, 2013).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 VZORCENIJE IN DOKAZ PRISOTNOSTI AstV

Med julijem 2014 in oktobrom 2015 je potekala raziskava o spremljanju prisotnosti nekaterih
enteri¢nih virusov pri divjadi. Vzorcenje je potekalo s pomocjo lovcev iz Sestih lovskih druzin
v Sloveniji (Skofja Loka, Krvavec, Smarna Gora, Ljubno, Polhov Gradec in Laze). Vzoréili so
¢revesno vsebino tudi pri srnah (Capreolus capreolus). Lovci so poslali vzorce dela ¢revesja
srnjadi skupaj z vsebino na Veterinarsko fakulteto na Institut za varno hrano, krmo in okolje,
kjer so iz vsakega vzorca naredili 10 % suspenzijo z medijem RPMI 1640 (Thermo Fisher
Scientific, ZDA). Suspenzijo so homogenizirali in centrifugirali 10 minut pri 1000xg ter
supernatant shranili pri <70°C za nadaljnjo analizo (Sturm, 2016). V kasnejsih raziskavah so
dokazovali prisotnost nukleinske kisline razli¢nih enteri¢nih virusov (Jamnikar-Ciglenecki in
Kirbi§, 2016a). Med drugim so v raziskavi z metodo obratne transkripcije in verizne reakcije
s polimerazo (angl. reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR) v treh vzorcih
srnjadi od 65 (D5/14, D12/14 ter D45/14) dokazali prisotnost astrovirusne nukleinske kisline, z
metodo po Sangerju pa dolocili nukleotidno zaporedje produktov PCR in opravili filogenetske

analize v regiji RARp (Jamnikar-Ciglenecki in Kirbis, 2016b).

3.2 SEKVENCIRANJE NASLEDNJE GENERACIJE (NGS)

3.2.1 Osamitev RNA z reagentom Trizol

Iz treh vzorcev Crevesne vsebine pri srni (D5/14, D12/14 ter D45/14) smo izvedli osamitev
RNA. Po navodilih proizvajalca smo za osamitev nukleinskih kislin uporabili reagent TRIzol™
(Invitrogen, ZDA). Reagent TRI1zol™ omogoca hitro in kvalitetno osamitev celokupne RNA iz
celic in vzorcev tkiva ¢loveSkega, Zivalskega, rastlinskega in bakterijskega porekla. Je raztopina
fenola, gvanidin izotiocianata ter drugih komponent, ki omogocajo osamitev razlicnih vrst

RNA ve¢jih in manjSih molekularnih velikosti.

Osamitev RNA smo izvedli tako, da smo k 250 pL supernatanta, ki smo ga pridobili iz 10 %
suspenzije vzorca, dodali 750 pL reagenta TRIzol™ in vse skupaj homogenizirali s pipetiranjem.

Epruveto smo pri sobni temperaturi inkubirali 5 minut, dodali 200 pL kloroforma in inkubirali
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Se nadaljnjih 5 minut. Po inkubaciji smo vzorec centrifugirali 15 minut pri 4°C in 12.000xg.
Zgornjo vodno plast smo prenesli v novo epruveto in preostanek zavrgli. Vodni plasti smo
dodali 500 pL izopropanola ter inkubirali 10 minut pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo
epruveto centrifugirali 10 minut pri 4°C in 12.000xg. Supernatant smo zavrgli in pelet sprali
s 750 uL 75 % ohlajenega etanola. Vzorec smo dobro premesali na vibracijskem mesalniku in
nato centrifugirali 5 minut pri 7.500xg in 4°C. Pelet smo posusili na zraku in ga raztopili v

30 pL vode, proste RNaz.

3.2.2 Sinteza dvoverizne cDNA

Za prepis virusne RNA v ¢cDNA smo uporabili komplet cDNA Synthesis System (Roche,
Nemcija), Random-Hexamer-Primer (Roche, Nemcija) in 0.2 M etilendiamintetraocetno kislino
(angl. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) (pH 8.0). Postopek je vkljuceval sintezo prve

verige in nato Se druge verige DNA.

Najprej smo v 0,2 mL PCR epruveto odpipetirali 4 pL 400 uM Random-Hexamer-zacetnih
oligonukleotidov in dodali 17 pL RNA. Reakcijsko meSanico smo inkubirali 2 minuti pri 95°C in
2 minuti pri4°C, nato pa dodali 19 pL reakcijske meSanice za sintezo prve verige, ki je vsebovala:
8 uL 5x reakcijskega pufra virusa pti¢je mieloblastoze (angl. avian myeloblastosis virus, AMV)
(5x RT-buffer AMV), 4,0 uL 0,1 M ditiotreitola (DTT), 4,0 uL 10 mM deoksiribonukleotidov
(dNTP), 1,0 pL 25 U/uL Protector RNase Inhibitorja in 2 pL 25 U/uL reverzne transkriptaze
virusa pti¢je mieloblastoze (angl. avian myeloblastosis virus reverse transcriptase, AMV RT).
Inkubacija je potekala 10 minut pri 25°C ter 60 minut pri 42°C. Po koncani inkubaciji smo
epruveto hranili pri 4°C. Pripravili smo reakcijsko meSanico za sintezo druge verige, ki je
vsebovala 30 pL 5x pufra za sintezo druge verige (5x 2" strand synthesis buffer), 72 uL vode
(PCR Grade), 1,5 uL 10 mM dNTP in 6,5 pL encima za drugo verigo (2™ strand enzyme). 110
pL te reakcijske meSanice smo dodali meSanici s sintetizirano prvo verigo DNA ter inkubirali 2
uri pri 16°C. Po inkubaciji smo dodali 20 pL T4 DNA polimeraze in inkubirali 5 minut pri 16°C.
Dodali smo 17 uL 0,2 M EDTA, pH 8,0 in s tem ustavili delovanje encima.
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3.2.3 Fragmentacija cDNA

Pri pripravi knjiznice za sekvenciranje celotnih genomov astrovirusov smo najprej izvedli
fragmentacijo DNA z aparaturo Covaris® M220 Focused-ultrasonicator™ (Covaris, ZDA), ki
je namenjena mehanski fragmentaciji DNA. Uporabili smo parametre, ki omogocajo pripravo

fragmentov v velikosti 400 bp.

Fragmentirano cDNA smo dali na led in o€istili ter koncentrirali z magnetnimi kroglicami
Agencourt AMPure XP Beads (Beckman Coulter, ZDA). Uporabili smo 130 pL fragmentirane
cDNA, ki smo ji dodali 234 pL kroglic in s pipeto premesali ter 5 minut inkubirali na rotatorju
na sobni temperaturi, da se je DNA vezala na magnetne kroglice. Epruveto z DNA vezano na
magnetne kroglice smo nato dali za 5 minut na magnetno stojalo in s pipeto pobrali teko¢ino
ter jo zavrgli. K DNA, ki je ostala vezana na kroglice, smo dodali 500 pL 80 % etanola in
inkubirali 30 sekund. Etanol smo odpipetirali in zavrgli ter spiranje z etanolom Se enkrat
ponovili. Epruveto smo z odprtim pokrovom inkubirali 10 minut na sobni temperaturi, da je
etanol popolnoma izhlapel. Epruveto smo odstranili s stojala in DNA raztopili v 23 pL vode,
proste RNaz in inkubirali 2 minuti. Epruveto smo dali za 2 minuti na magnetno stojalo in nato

20,5 uLL DNA prenesli neposredno v reakcijsko meSanico za popravilo koncev.

3.2.4 Popravilo koncev ter vezava adapterjev in ¢rtnih kod

Zapopravilo koncev ter vezavo adapterjev in ¢rtnih kod smo po navodilih proizvajalca uporabili
komplet reagentov GeneRead™ DNA Library L Prep Kit (Qiagen, Nemcija). Reakcijsko

mesanico smo pripravljali na ledu, uporabljali smo vodo, prosto RNaz (Qiagen, Nemcija)

3.2.5 Ci¢enje in izbira fragmentov Zelene velikosti

Za ciscenje v postopku priprave knjiznic NGS in za izbiro fragmentov zelene velikosti smo
uporabili magnetne kroglice Agencourt AMPure XP Beads (Beckman Coulter, ZDA). Magnetne
kroglice smo s stresanjem premesali. Uporabili smo 80 pul DNA knjiZnice, ki smo ji dodali 144 nul
magnetnih kroglic in s pipeto premesali ter 5 minut inkubirali na rotatorju na sobni temperaturi,

da se je DNA vezala na magnetne kroglice. Nato smo epruveto z DNA vezano na magnetne
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kroglice prenesli za 5 minut na magnetno stojalo, s pipeto pobrali tekoCino ter jo zavrgli. K
DNA, ki je ostala vezana na magnetnih kroglicah, smo dodali 500 ul 80 % etanola in inkubirali
30 sekund. Etanol smo odpipetirali in zavrgli ter spiranje $e enkrat ponovili. Epruveto smo z
odprtim pokrovom inkubirali 10 minut na sobni temperaturi, da je etanol popolnoma izhlapel.
Odstranili smo jo z magnetnega stojala in DNA, vezano na magnetne kroglice, raztopili v 27
uL vode, proste RNaz in inkubirali 2 minuti. Potem smo epruveto dali na magnetno stojalo za
2 minuti in nato 25 pL raztopljene DNA prenesli v novo epruveto. Preostanek DNA, vezane na
magnetne kroglice, smo ponovno raztopili v 27 uL vode, proste RNaz in inkubirali 2 minuti.
Epruveto smo dali na magnetno stojalo za 2 minuti in nato vanjo prenesli 25 uL raztopljene

DNA, tako da je v njej bilo 50 pL ter dodali Se 50 pL vode.

Za izbiro fragmentov zelene velikosti smo k 100 puL raztopljene DNA knjiznice dodali 55 uL
magnetnih kroglic, premesali s pipeto in 5 minut inkubirali na rotatorju na sobni temperaturi,
pri cemer so se predolgi DNA fragmenti vezali na magnetne kroglice. Epruveto smo prenesli
za 2 minuti na magnetno stojalo, nato pa s pipeto prenesli teko¢ino v novo epruveto. Potem
smo dodali 15 puL magnetnih kroglic, premesali s pipeto in 5 minut inkubirali na rotatorju na
sobni temperaturi, pri ¢emer so se DNA fragmenti zelene velikosti vezali na kroglice. Nato
smo epruveto z DNA, vezano na magnetne kroglice, prenesli za 5 minut na magnetno stojalo
in s pipeto pobrali tekoCino ter jo zavrgli. K DNA, ki je ostala vezna na magnetne kroglice,
smo dodali 500 pl 80 % etanola in inkubirali 30 sekund. Etanol smo odpipetirali in zavrgli ter
spiranje ponovili Se enkrat. Epruveto smo z odprtim pokrovom inkubirali 10 minut na sobni
temperaturi, da je etanol popolnoma izhlapel. Nato smo jo odstranili s stojala in DNA, vezano
na magnetne kroglice, raztopili v 17,5 pL vode, proste RNaz in inkubirali 2 minuti. Dali smo jo
na stojalo za 2 minuti in nato 15 uLL DNA prenesli v novo epruveto. Preostanek DNA, vezane na
magnetne kroglice, smo ponovno raztopili v 17,5 uL vode, proste RNaz, in inkubirali 2 minuti.
Epruveto smo dali na stojalo za 2 minuti in nato vanjo prenesli 15 pL. DNA, tako da je bilo v

njej skupno 30 pL.

3.2.6 Kvantifikacija knjiZnice s PCR v realnem ¢asu

Koncentracijo knjiznic smo opredelili s kvantitativno metodo PCR v realnem casu (angl. real-

time PCR) s kompletom GeneRead Library Quant Kit (Qiagen, Nemcija) ter fluorimetri¢no
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metodo s kompletom Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
ZDA) in fluorometrom Qubit 3.0 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ZDA) po navodilih

proizvajalcev.

3.2.7 ZdruZevanje vzorcev, emulzijski PCR in obogatitev

Pomnozevanje fragmentov, vezanih na kroglice ISP, smo izvedli zemulzijskim PCR na aparaturi
Ion One Touch 2 (Thermo Fisher Scientific, ZDA), obogatitev pozitivnih ISP pa na aparaturi
Ion One Touch ES (Thermo Fisher Scientific, ZDA) po navodilih proizvajalca s kompletom Ion
Personal Genome Machine (PGM)™ Hi-Q View OT2 400 (Thermo Fisher Scientific, ZDA).
Pripravljene knjiZznice smo glede na rezultate kvantifikacije ustrezno razredc¢ili ter zdruzili v

skupen vzorec, ki smo ga dodali k reakcijski meSanici za emulzijski PCR.

3.2.8 Sekvenciranje z lon PGM

Pred uporabo smo sekvenator lon PGM™ (Thermo Fisher Scientific, ZDA) o¢istili in pripravili
za uporabo po navodilih proizvajalca. Za sekvenciranje smo uporabili ¢ip 318 v2 (Thermo
Fisher Scientific, ZDA) in komplet lon PGM™ Hi-Q View Sequencing Solutions (Thermo
Fisher Scientific, ZDA) po navodilih proizvajalca.

3.3 BIOINFORMACIJSKA OBDELAVA PODATKOV

S programskimi orodji Ion Torrent Suite v.5.6.0 smo ocenili kvaliteto pridobljenih od¢itkov in
jim odstranili konce, na katere so bili vezani adapterji, ¢rtne kode in zacetni oligonukletidi S
programom Geneious v.1.0.5 (Biomatters Ltd., Nova Zelendija) smo Se dodatno porezali konce

s slabo kvaliteto.

Pridobljene odcitke smo sestavili (angl. de novo assembly) v soseske (angl. contigs) z orodjem
SPAdes v.3.10.0 (Bankevich in sod., 2012). Z algoritmoma BLASTn in BLASTx (angl. Basic
Local Aligment Search Tool) smo nukleotidna zaporedja sosesk primerjali z zaporedji v

podatkovni zbirki GenBank NCBI (https:/www.ncbi.nlm.nih.gov). S programom Geneious
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v.11.0.5 (Biomatters Ltd., Nova Zelandija) smo odcitke nato prilagali na sestavljene soseske, ki

so predstavljale genome astrovirusov (angl. reference mapping).

KodirajoCe regije oz. odprte bralne okvirje virusnih genomov smo dolocili s programom

Geneious ORF Finder.

3.4 FILOGENETSKE ANALIZE

Zaregije odprtih bralnih okvirjev ORFla, ORF1b in ORF2 smo nukleotidna zaporedja prevedli v
aminokislinska (AK) in s programom MUSCLE (Edgar, 2004) izvedli njithovo poravnavo (angl.
alignment). Za filogenetske analize smo uporabili program MEGA v.7.0.21 (Kumar et al., 2016).
Na podlagi poravnav AK zaporedij smo z modelom p-distance izracunali genetske razdalje, nato
pa z metodo najvecjega verjetja (angl. maximum likelihood, ML) izdelali filogenetska drevesa za
ORFla, ORF1b in ORF2. Na podlagi najnizje vrednosti Bayesovega informacijskega kriterija
(angl. Bayesian information criterion, BIC) smo izbrali najboljsi substitucijski model za vsako
od treh regij ORF. Za izdelavo dreves v regiji ORFla smo uporabili evolucijski model LG+GHI,
v regiji ORF1b model LG+G in v regiji ORF2 model LG(+freqF)+G. Zanesljivost filogenetskih

dreves smo ocenili z metodo samovzorcenja (angl. bootstrapping) s 1000 ponovitvami.
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4 REZULTATI

4.1 VZORCENJE IN DOKAZOVANIJE PRISOTNOSTI NUKLEINSKE
KISLINE ASTROVIRUSOV

V predhodni raziskavi je bilo na prisotnost astrovirusov analiziranih 65 vzorcev crevesne
vsebine srnjadi. Vzorcenje je potekalo med julijem 2014 in oktobrom 2015. Pri vzoréenju so
sodelovale lovske druzine Krvavec, Smarna gora, Skofja Loka, Polhov Gradec in Ljubno
(tabela 2). Geografsko podrocje njihovih lovskih upravljavskih obmocij je prikazano na sliki
8. Z metodo RT-PCR je bila v treh vzorcih (D5/14, D12/14 in D45/14) od 65 (4,6 %) dokazana
prisotnost nukleinske kisline astrovirusov. Vsi trije vzorci so bili odvzeti v gorenjskem lovskem
upravljalskem obmo¢ju, in sicer vzorec D5/12 na obmo&ju lovske druzine Smarna gora ter

vzorca D12/14 in D45/14 na obmod&ju lovske druzine Skofja Loka.

Tabela 2: Stevilo vzorcev glede na lovsko upravljavsko obmogje in lovsko druZino.

Table 2: The number of samples depending on the hunting managed areas and hunting families.

Lovska druzina Stevilo vzorcev Lovsko upravljavsko obmocje Stevilo vzorcev
Krvavec 11

Smarna gora 6 .

P gorenjsko 53
Skofja Loka 35

Polhov Gradec 1

Ljubno 12 kamnisko savinjsko 12
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Slika 8: Geografsko podrocje lovskih upravljavskih obmocij vkljucenih v raziskavo. VkljuCena obmocja so

POSAVSKO

obarvana s sivo barvo (povzeto po ZGS, 2018).

Figure 8: Geographical area of the hunting managed areas included in the survey. The included areas are colored
in gray (adopted from ZGS, 2018).

4.2 SEKVENCIRANIJE NASLEDNJE GENERACIJE (NGS)

Z metodo NGS smo dolocali nukleotidno zaporedje celotnega genoma astrovirusa iz treh vzorcev,
kjer je bila z RT-PCR ugotovljena prisotnost astrovirusne RNA. Po odstranitvi adapterjev in
odcitkov slabe kakovosti smo za vzorec D5/14 pridobili 2.510.839 odcitkov s povprecno dolZino
238 bp, za vzorec D12/14 1.681.129 odc¢itkov z dolZino 240 bp in za vzorec D45/14 523.022
odcitkov z dolzino 265 bp.

Po de novo sestavljanju odcitkov v soseske smo za vzorec D5/14 pridobili 10.360 sosesk, za
vzorec D12/14 13.549 sosek in za vzorec D45/14 16.184 sosesk. Soseske smo z algoritmoma
BLASTn in BLASTx primerjali z nukleotidnimi zaporedji v podatkovni zbirki GenBank. V

vzorcih D5/14 in D12/14 smo tako dolocili soseski, ki sta predstavljali astrovirusna genoma,
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in sicer AstV SLO/D5-14 in AstV SLO/D12-14. V vzorcu D45/14 nismo nasli soseske, ki bi

predstavljala astrovirusni genom.

4.3 ANALIZA GENOMOV ASTROVIRUSOV

S sekvenciranjem smo dosegli 118-kratno povprecno pokritost genoma seva AstV SLO/D12-14
in 19-kratno povprecno pokritost genoma seva AstV SLO/D5-14. Genom seva AstV SLO/D12-
14 je bil dolg 6.274 nukleotidov (nt), genom seva AstV SLO/D5-14 pa 6.245 nt, brez poliA repa.
Organizacija obeh genomov je bila znacilna za rod MAstV. V vsakem genomu so bili prisotni
trije odprti bralni okvirji, in sicer ORFla, ORFIb in ORF2, v smeri od 5’ do 3’ konca genoma
(slika 9). ORFla in ORFIb sta pri obeh sevih dolga po 2.454 in 1.509 nt ter se prekrivata na
podroc¢ju 46 nt. Signalno zaporedje 5-AAAAAAC-3’ se je v genomu obeh sevov nahajalo v
blizini 3’ konca regije ORF1la. Regija ORF2 je bila pri sevu SLO/D12-14 dolga 2.247 nt, medtem
ko je bila pri sevu SLO/D5-14 dolga 2.265 nt. Regiji ORF1b in ORF2 sta se v obeh genomih

prekrivali za 8 nt.

AstV 5L0/D5-14

GRFla QRFL
Hame Mirimum  Mamdmum  Length — OERB
ORF 1S 1 2,954 2,454
ORF2 3,98 B LT 2,55
ORF 1 ] 3517 1,50
AstV 5L0/D12-14
CAF 18 | ORFL
Piame Mrimam  Madmom Length [ | S
ORF1a A 2 50 4,454
oRFz 1,508 £,200 2,247
ORF 1b 2,455 3953 1,508

Slika 9: Organizacija genomov astrovirusnih sevov AstV SLO/D5-14 in AstV SLO/D12-14.

Figure 9: Organization of the genomes of astrovirus strains AstV SLO/D5-14 and AstV SLO/D12-14.

Nukleotidno zaporedje obeh slovenskih astrovirusnih genomov pri srnah smo poslali v
podatkovno zbirko GenBank, kjer so jima dodelili Stevilko vnosa (angl. accession number):

MNI150124 (AstV SLO/D5-14) in MN150125 (AstV SLO/D12-14).
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4.4 FILOGENETSKE ANALIZE

Rezultati algoritma BLASTn v regijah ORFla, ORF1b in ORF2 so pokazali, da sta seva AstV
SLO/DI12-14 in AstV SLO/D5-14 najsorodnejSa drugim astrovirusom pri srnah, nekaterim
BoAstV, astrovirusom pri jakih, seCuanskih ali tibetanskih takinih in vodnih bizonih. Seva
sta sorodna tudi astrovirusnim sevom pri enogrbih kamelah in pri jezevcu, preostalim BoAstV
sevom in nekaterim PoAstV. Ti sevi astrovirusov trenutno Se niso uvrsceni v genetske skupine.
V filogenetsko analizo smo vkljucili taksonomsko neuvrséene astrovirusne seve, ki so sorodni
sevoma AstV SLO/DI12-14 in AstV SLO/D5-14 in tudi izbrane seve genetske skupine I in II ter

AAstV pri puranih, ki so dostopni v podatkovni zbirki GenBank (tabela 3).

Nukleotidna zaporedja regij ORFla, ORF1b in ORF2 slovenskih sevov AstV SLO/DI12-14 in
AstV SLO/D5-14 ter sevov astrovirusov, dostopnih v podatkovni zbirki GenBank smo prevedli
v AK zaporedja in jih med seboj poravnali. Za posamezne pare AK zaporedij smo izracunali

genetske razdalje in izdelali filogenetska drevesa za vsako od regij ORF (pogl. 4.4.1-4.4.3).
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Tabela 3: Podobnost aminokislinskih zaporedij sevov AstV SLO/D5-14 in AstV SLO/D12-14 z AstV sevi iz
podatkovne zbirke GenBank.

Table 3: Amino acid identity between strains AstV SLO/D5-14, AstV SLO/DI12-14 and strains available in
GenBank database.

UJEMANIJE NA NIVOJU AMINOKISLINSKEGA ZAPOREDJA
SEVI V GenBank AstV SLO/D5-14 AstV SLO/D12-14

ORFla | ORF1b | ORF2 | ORFla | ORFlb | ORF2
AstV_D5-14_Roe_deer CcAstV/roe_deer/SLO/D5-14/2014 86,5 % 95,8 % 77,5 %
AstV_D12-14 Roe deer CcAstV/roe deer/SLO/D12-14/2014 86,5 % 95,8 % 77,5 %
HM447045.1_Deer/CcAstV-1/DNK/2010 NA NA 86,3 % NA NA 74,9 %
HM447046.1_Deer/CcAstV-2/DNK/2010 NA NA 77,5 % NA NA 96,1 %
KJ476833.1_Bovine_astrovirus_strain_ BAstGX-G1 NA NA 86,7 % NA NA 76,4 %
KJ476838.1 Water buffalo_astrovirus_strain BufAstGX-MS552 NA NA 76,9 % NA NA 75,6 %
KJ476837.1_Water_buffalo_astrovirus_strain_BufAstGX-M541 NA NA 76,7 % NA NA 75,4 %
HQ916313.1 Bovine_astrovirus_BI18/HK 84,7 % 95,0 % 75,8 % 92,1 % 95,4 % 75,6 %
LC047796.1_Bovine_BoAstV/JPN/Kagoshimal-7/2014 91,3 % 94,6 % 75,4 % 84,7 % 95,2% 74,9 %
HQ916317.1_Bovine_astrovirus_B76-2/HK 84,1 % 96,0 % 782% | 90,5% 96,4 % 76,9 %
MG660832.1 Sichuan_takin_astrovirus 83,9 % 93,5 % 85,2 % 90,2 % 93,3 % 76,4 %
KJ476835.1_Bovine_astrovirus_strain_ BAstGX-J22 NA NA 84,4 % NA NA 75,8 %
KJ476832.1_Bovine_astrovirus_strain_BAstGX-J27 NA NA 84,6 % NA NA 75,8 %
KJ476836.1_Bovine_astrovirus_strain_BAstGX-J8 NA NA 84,4 % NA NA 75,8 %
KJ476834.1 Bovine astrovirus_strain_ BAstGX-J7 NA NA 84,8 % NA NA 76,0 %
KJ620980.1_Bovine BAstV-GX27/CHN/2014 83,4% 95,8 % 84,6 % | 889 % 96,0 % 75,8 %
KJ620979.1_Bovine BAstV-GX7/CHN/2014 82,8% 95,4 % 84.8% | 88,9% 95,6 % 76,0 %
KJ571486.1 Porcupine astrovirus Hb/LP084/Guangxi NA 83,5 % 76,7 % NA 83,1 % 72,6 %
KJ495987.1 Porcine_astrovirus_2_clone KDC-6 NA NA 73,0 % NA NA 72,4 %
LC201590.1_Porcine_PoAstV2/JPN/Ishi-Ya6/2015 73,8 % 82,6 % | 72,8% 74,0 % 81,6 % 73,4 %
JF713712.1 Porcine astrovirus_2 strain_51/USA 73,3 % 84,1 % 71,7 % 73,3 % 83, 7% 69,4 %
KR868721.1 Dromedary astrovirus_isolate DcAstV-169 73,8 % 83,9 % 71,1 % 74,1 % 82,6 % 67,0 %
KR868722.1 Dromedary_astrovirus_isolate_DcAstV-64 74,3 % 83,7 % 71,3 % 74,8 % 82,4 % 67,0 %
KR868723.1 Dromedary astrovirus_isolate DcAstV-135 73,5 % 84,1 % 72,4 % 74,4 % 82,2 % 69,0 %
KY940076.1_Porcine_Mamastrovirus_2_isolate K321 73,2 % 82,6 % 68,5 % 72,8 % 81,4 % 65,3 %
KY940077.1 Porcine Mamastrovirus 2 isolate U083 72,3 % 82,4 % 66,0 % 71,5 % 81,4 % 65,7 %
JF713710.1 Porcine_astrovirus_2 strain_43/USA 73,3 % 84,1 % 69,0 % 73,3 % 83,1 % 69,4 %
LC201585.1_Porcine_PoAstV2/JPN/Bu5-10-1/2014 72,2 % 84,3 % 69,8 % 73,0 % 83,7 % 70,0 %
JX556690.1_Porcine_AstV2-US-IA122 72,0 % 84,5 % 69,4 % 73,3 % 84,3 % 69,4 %
KM822593.1_Yak_astrovirus_isolate_S8 83,3 % 95,0 % 71,3% | 92,3 % 95,8 % 69,8 %
LC047788.1_Bovine BoAstV/JPN/Ishikawa9728/2013 76,2 % 87,2 % 53,5% | 76,4 % 87,0 % 54,6 %
LC047789.1_Bovine_BoAstV/JPN/Hokkaido11-7/2009 75,9 % 88,3 % 53,5 % 75,7 % 87,9 % 55,7 %
LC047792.1_Bovine_BoAstV/JPN/Hokkaido12-18/2009 75,2 % 87,7 % 55,5 % 75,7 % 87,4 % 55,9 %
LC047795.1_Bovine_BoAstV/JPN/Kagoshimal-2/2014 76,0 % 87,7 % 542% | 76,0 % 87,0 % 54,8 %
LC047801.1_Bovine BoAstV/JPN/Kagoshima2-52/2015 76,0 % 87,0 % 53,7 % 75,7 % 87,2 % 55,0 %
HQ916314.1_Bovine_astrovirus_B170/HK 75,7 % 86,4 % 60,4 % 75,6 % 86,4 % 60,4 %
KP982872.1 Porcine_astrovirus_2_isolate_Bel-12R021 72,2 % 82,6 % 57,6 % 74,1 % 81,8 % 57,0 %
LC201592.1_Porcine_PoAstV2/JPN/Ishi-Ya8/2015 74,0 % 83,1 % 548% | 73,2% 81,8 % 56,5 %
LC201593.1_Porcine_PoAstV2/JPN/Ishi-Im3/2015 70,4 % 83,3 % 59,3 % 72,0 % 81,4 % 57,8 %
LC047787.1_Bovine_BoAstV/JPN/Ishikawa24-6/2013 83,8 % 95,4 % 47,1 % 90,5 % 95,8 % 45,0 %
LC047797.1_Bovine_BoAstV/JPN/Kagoshima2-3-1/2015 83,9 % 95,0 % 47,1 % 89,4 % 96,0% | 46,5%
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UJEMANIJE NA NIVOJU AMINOKISLINSKEGA ZAPOREDJA
SEVI V GenBank AstV SLO/D5-14 AstV SLO/D12-14

ORFla ORF1b ORF2 ORF1la ORF1b ORF2
JQ340310.1_Wild_boar/WBAstV-1/2011/HUN 37,1 % 56,7% | 40,7% | 36,7 % 57,5 % 41,5 %
NC_026814.1_Canine_astrovirus_strain_Gillingham/2012/UK 28,8 % 59,0 % 35,8 % 29,6 % 59,2 % 36,0 %
NC_001943.1_Human_astrovirus 29,4 % 60,3% | 36,8 % 31,4 % 60,3% | 355%
NC_022249.1 Feline astrovirus_2 strain_1637F 28,5 % 58,2 % 36,2 % 29,9 % 59,0 % 34,0 %
NC _034975.1 California_sea_lion_astrovirus_2 NA NA 30,8 % NA NA 30,8 %
NC_002469.1_Ovine_astrovirus 30,4 % 52,1 % 30,8% | 299 % 53,8 % 30,8 %
NC_013443.1_HMO_Astrovirus_A 29,3 % 50,6% | 28,5% | 30,2% 50,8 % 29,1 %
NC_004579.1_Mink_astrovirus 28,6 % 548% | 274% | 28,8% 55,2 % 27,8 %
NC_002470.1_Turkey astrovirus 22,5% 42,1 % 23,3 % 23,6 % 42,5 % 24,4 %

4.4.1 Filogenetska analiza aminokislinskih zaporedij v regiji ORF1la

Opravili smo filogenetske analize AK zaporedja v regiji ORF1la ter izdelali filogenetsko drevo
(slika 10). Na podlagi filogenetskih analiz in analiz genetskih razdalj smo ugotovili, da sta
slovenska seva astrovirusov pri srnah glede na regijo ORF1la najsorodnejsa nekaterim sevom
BoAstV in astrovirusom pri jakih. Odstotki ujemanja na nivoju AK zaporedja v regiji ORFla
med AstV SLO/D5-14, SLO/D12-14 ter drugimi sevi astrovirusov so prikazani v tabeli 3. Sev
AstV SLO/D5-14 je najsorodnejsi japonskemu sevu BoAstV/JPN/Kagoshimal-7/2014 z 91,3
% ujemanjem AK zaporedja, medtem ko je sev AstV SLO/DI12-14 najsorodnejsi astrovirusu
pri jakih (Yak astrovirus isolate S8) z 92,3 % ujemanjem ter sevu BoAstV iz Hong Konga

(Bovine_astrovirus B18/HK) z 92,1 % ujemanjem.

Slovenska seva astrovirusov pri srnah se na AK nivoju v regiji ORFla med seboj ujemata v
86,5 %. Astrovirusni sev AstV SLO/D5-14 se na nivoju AK v regiji ORFla v od 75,2 % do 84,7
% ujema s preostalimi sevi BoAstV v podatkovni zbirki GenBank, v 83,9 % z astrovirusnim
sevom secuanskega takina, v 83,3 % s sevom pri jakih in od 73,5 % do 74,3 % s sevi pri
enogrbih kamelah. Ujemanje AK zaporedja seva AstV SLO/D5-14 s sevi PoAstV znasa od 70,4
% do 74,0 %.

Astrovirusni sev AstV SLO/D12-14 se na nivoju AK v regiji ORFla v od 75,6 % do 90,5 %
ujema s preostalimi sevi BoAstV v podatkovni zbirki GenBank, v 90,2 % z astrovirusnim
sevom secuanskega takina in od 74,1 % do 74,8 % s sevi pri enogrbih kamelah. Ujemanje AK

zaporedja seva AstV SLO/D12-14 s sevi PoAstV znasa od 71,5 do 74 %.
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Slika 10: Filogenetsko drevo AstV na nivoju aminokislin v regiji ORFla z metodo najvecjega verjetja (ML).
Dolzine vej so sorazmerne z genetskimi razdaljami po modelu LG+G+I. Na razvejitvah so navedene statisti¢ne
podpore posameznih cepitev pri 1000 samovzorcenjih, ki so visje od 700. Seva AstV SLO/D5-14 in AstV SLO/

D12-14 sta prikazana odebeljeno.

Figure 10: Phylogenetic tree of the AstV ORFla region amino acid sequence with maximum likelihood method
(ML). Branch lengths are proportional to genetic distances after the model LG+G+I. The numbers at the nodes
represent bootstrap values at 1000 replicates that are higher than 700. Strains AstV SLO/D5-14 and AstV SLO/

D12-14 are shown in bold.
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4.4.2 Filogenetska analiza aminokislinskih zaporedij v regiji ORF1b

Opravili smo filogenetske analize AK zaporedja v regiji ORFI1b ter izdelali filogenetsko drevo
(slika 11). Na podlagi filogenetskih analiz in analiz genetskih razdalj smo ugotovili, da sta
slovenska seva astrovirusov pri srnah na nivoju AK zaporedja v regiji ORF1b najsorodnejsa
nekaterim sevom BoAstV. Odstotki ujemanja na nivoju AK zaporedja v regiji ORF1b med AstV
SLO/D5-14, SLO/DI12-14 ter drugimi sevi astrovirusov so prikazani v tabeli 3. Oba slovenska
seva astrovirusov pri srnah sta najsorodnejSa sevu Bovine astrovirus B76-2/HK iz Hong
Konga (HQ916317), kjer znasa ujemanje v AK zaporedju za sev AstV SLO/D5-14 96,0 %, za
sev AstV SLO/DI12-14 pa kar 96,4 %.

AK zapored;ji slovenskih astrovirusov pri srnah se v regiji ORF1b med seboj ujemata v 95,8
%. Astrovirusni sev AstV SLO/D5-14 se na nivoju AK ujema s preostalimi sevi BoAstV v
podatkovni zbirki GenBank v od 86,4 do 95,8 %, z astrovirusnim sevom secuanskega takina v
93,5 %, s sevom pri jakih v 95,0 %, s sevom jeZevca v 83,5 % in s sevi pri enogrbih kamelah v
od 82,6 % do 84,1 %. Ujemanje AK zaporedja seva AstV SLO/D5-14 s sevi PoAstV znasa od
82,4 % do 84,5 %.

Astrovirusni sev AstV SLO/D12-14 se na nivoju aminokislin v regiji ORF1b ujema s preostalimi
sevi BoAstV v podatkovni zbirki GenBank v od 86,4 % do 96,0 %, s sevom pri jaku v 95,8 %,
s sevom seCuanskega takina 93,3 %, s sevom jezevca v 83,1 % in s sevi enogrbih kamel v od
82,2 % do 82,6 %. Ujemanje AK zaporedja seva AstV SLO/DI12-14 s sevi PoAstV znasa od 81,4
% do 84,3 %.
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Slika 11: Filogenetsko drevo AstV na nivoju aminokislin v regiji ORF1b z metodo najvecjega verjetja (ML).
Dolzine vej so sorazmerne z genetskimi razdaljami po modelu LG+G. Na razrazvejitvah so navedene statisti¢ne
podpore posameznih cepitev pri 1000 samovzorcenjih, ki so vi§je od 700. Seva 700 AstV SLO/D5-14 in AstV

SLO/D12-14 sta prikazana odebeljeno.

Figure 11: Phylogenetic tree of the AstV ORF1b region amino acid sequence with maximum likelihood method
(ML). Branch lengths are proportional to genetic distances after the model LG+G. The numbers at the nodes
represent bootstrap values at 1000 replicates that are higher than 700. Strains AstV SLO/D5-14 and AstV SLO/

D12-14 are shown in bold.
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4.4.3 Filogenetska analiza aminokislinskih zaporedij v regiji ORF2

Opravili smo filogenetske analize AK zaporedja v regiji ORF2 ter izdelali filogenetsko drevo
(slika 12). Rezultati kazejo, da slovenska seva astrovirusov pri srnah na filogentskem drevesu
tvorita gruco z visoko statisticno podporo s sevi BoAstV, z astrovirusnimi sevi pri jakih, z
astrovirusom pri seCuanskem takinu, jezevcu, z astrovirusnimi sevi pri vodnih bizonih,
enogrbih kamelah, z nekaterimi sevi PoAstV in tudi z dvema sevoma astrovirusov pri srnah, ki
so sicer glede na ICTV $e neuvrsceni. Predvidevamo, da ti sevi spadajo v nov genotip znotraj

nove genetske skupine.

Na podlagi filogenetske analize in analize genetskih razdalj smo ugotovili, da sta slovenska seva
astrovirusov pri srnah najsorodnej$a astrovirusom pri srnah z Danske (CcAstV-1 in CcAstV-2).
Odstotki ujemanja na nivoju AK zaporedja v regiji ORF2 med AstV SLO/D5-14, SLO/D12-14
ter drugimi sevi astrovirusov so prikazani v tabeli 3. Astrovirusni sev AstV SLO/D5-14 je
najsorodnejsi sevu CcAstV-1 in se na nivoju AK zaporedja ujema v 86,3 %, medtem ko je sev
AstV SLO/D12-14 najsorodnejsi sevu CcAstV-2 in se na nivoju AK zaporedja z njim ujema v
96,1 %.

AK zaporedji obeh slovenskih sevov astrovirusov pri srnah se v regiji ORF2 ujemata v 77,5
%. Astrovirusni sev AstV SLO/D5-14 se na nivoju AK v regiji ORF2 ujema z astrovirusnim
sevom secuanskega takina v 85,2 %, s sevom pri jakih v 71,3 %, s sevom jezevca v 76,7 %, s
sevoma pri vodnih bizonih v 76,7 % oz. 76,9 % ter od 71,1 % do 72,4 % z astrovirusnimi sevi
pri enogrbih kamelah. Sev AstV SLO/D5-14 se s sevi BoAstV ujema od 47,1 % do 86,7 %.
Ujemanje AK zaporedja seva SLO/D5-14 in PoAstV znasa od 54,8 % do 73,0 %.

AstV sev SLO/D12-14 se na nivoju AK v regiji ORF2 ujema z astrovirusnim sevom seCuanskega
takina v 76,4 %, s sevom pri jakih v 69,8 %, s sevom jezevca v 72,6 %, s sevoma pri vodnih
bizonih v 75,4 % oz. 75,6 % ter z sevi pri enogrbih kamelah od 67,0 % do 69,0 %. Sev AstV
SLO/D12-14 se s sevi BoAstV ujema v od 45,0 % do 76,9 %. Ujemanje AK zaporedja seva SLO/
D12-14 in PoAstV znasa od 56,5 % do 73.4 %.
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Slika 12: Filogenetsko drevo AstV na nivoju aminokislin v regiji ORF2 z metodo najveéjega verjetja (ML).
Dolzine vej so sorazmerne z genetskimi razdaljami po modelu LG(+freqF)+G. Na razrazvejitvah so navedene

statisti¢ne podpore posameznih cepitev pri 1000 samovzorcenjih, ki so visje od 700. Seva AstV SLO/D5-14 in
AstV SLO/D12-14 sta prikazana odebeljeno.

Figure 12: Phylogenetic tree of the AstV ORF2 region amino acid sequence with maximum likelihood method
(ML). Branch lengths are proportional to genetic distances after the model LG(+freqF)+G. The numbers at the

nodes represent bootstrap values at 1000 replicates that are higher than 700. Strains AstV SLO/D5-14 and AstV
SLO/D12-14 are shown in bold.
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S RAZPRAVA

Za astroviruse sta znacilni Siroka genetska variabilnost in moZnost rekombinacijskih dogodkov.
Astrovirusi so prisotni v ¢revesni vsebini ali iztrebkih mnogih vrst ptic in sesalcev, vklju¢no z
ljudmi. Najpogosteje je njihova patologija povezana z gastroenteritisom; pripticah in prinekaterih
sesalcih pa opisujejo tudi primere astrovirusnih okuzb izven ¢revesja. Redko povzrocijo okuzbe
pri zdravih ljudeh, prizadenejo pa predvsem otroke, ostarele in ljudi z oslabljenim imunskim

sistemom (De Benedictis in sod., 2011).

Do sedaj je le malo znanega o astrovirusnih okuzbah pri divjih Zivalih, vklju¢no s srnami.
Ker pa se zaradi nacina rokovanja z odstreljeno divjadjo pove¢a moznost kontaminacije mesa

s patogenimi mikroorganizmi iz ¢revesja, je Se posebej pomembno, da te patogene poznamo.

Z uporabo sekvenciranja naslednje generacije sta odkrivanje in analiza novih virusov olajSana.
V nasi raziskavi smo s sekvenciranjem naslednje generacije, s tehnologijo Ion Torrent, kot prvi
na svetu dolocili celotna genoma dveh astrovirusov pri srnah (AstV SLO/DI12-14 in SLO/DS5-
14). Prisotnost nukleinske kisline astrovirusov so v raziskavi Jamnikar-Ciglenecki in Kirbi§
(2016b) dokazali v treh vzorcih (D5/14, D12/14 in D45/14). V tretjem vzorcu (D45/14) nismo
uspeli dolociti nukleotidnega zaporedja astrovirusnega genoma, saj nismo nasli nobene soseske,
ki bi predstavljala vsaj del le-tega. 1zvedli smo filogenetske analize, kjer smo seva AstV SLO/
D12-14 in AstV SLO/D5-14 primerjali s sevi astrovirusov, ki so dostopni v podatkovni zbirki
GenBank.

Pogostost astrovirusov pri srnah je v Sloveniji nizka, saj so virus dokazali le pri treh od 65
vzorcev srnjadi, kar predstavlja 4,6 %. Za astroviruse je znacilna visja pojavnost pri mladih
zivalih mnogih zivalskih vrst, navadno pa so odkriti v fecesu Zivali z drisko (Chen in sod., 2015;
Nagai in sod., 2015; Woo in sod., 2015). Pri govedu sicer velja, da ¢revesne okuzbe z astrovirusi

pogosto potekajo brez simptomov (De Benedictis in sod., 2011).

V Koreji so teleta z drisko astrovirus izlo¢ala v ve¢jem stevilu kakor odrasle zivali (Oem in An,
2014), prav tako so v Braziliji ugotovili, da teleta z drisko izlo¢ajo ve¢ astrovirusov (Candido
in sod, 2015). Na Japonskem so odkrili astroviruse v vzorcih 15 telet, od katerih jih je 11 imelo
drisko (Nagai in sod. 2015). Prav tako so na Kitajskem prisotnost astrovirusov dokazali v
vzorcih 60,3 % jakov s simptomi gastroenteritisa (driske), medtem ko so pri jakih brez izrazenih

simptomov prisotnost virusa dokazali le v 2,7 % vzorcev. V drugi raziskavi so ugotovili, da
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lahko astroviruse izlo¢a od 60 do 100 % vseh telet na farmi (Bridger in sod., 1984), le 2,4 %
asimptomatskih odraslih govedi pa je bilo pozitivnih na astrovirus (Tse in sod., 2011). Nizko
Stevilo pozitivnih vzorcev v raziskavi v Sloveniji lahko torej pripiSemo naklju¢nemu vzoréenju
v vseh starostnih skupinah, vzor¢enju neglede na klini¢ne znake gastroenteritisa ter relativno
nizkemu $tevilu pregledanih Zivali, ki v okolje tisti trenutek niso izloc€ali virusa. Pogostost
astrovirusnih okuzb pri srnah je do sedaj slabo raziskana, saj je objavljena le ena raziskava, in
sicer na Danskem, kjer so v dveh od desetih vzorcev iztrebkov srn z drisko dokazali prisotnost

virusa CcAstV-1 in CcAstV-2 (Smits in sod., 2010).

Organizacija genomov AstV SLO/D12-14 in AstV SLO/D5-14 je znacilna za rod Mamastrovirus.
V vsakem genomu so prisotni trije bralni okvirji, in sicer ORFla, ORF1b ter ORF2, v smeri od
5’ do 3’ konca genoma. ORF1la in ORF1b skupaj kodirata nestrukturna poliproteina la in lab, ki
nato s cepitvijo oblikujeta regiji serinske proteaze (v-Pro) in od RNA odvisne RNA polimeraze
(RdRp), ORF2 pa kodira strukturni kapsidni poliprotein (Mendez in Arias, 2007). Podobno
organizacijo genoma imajo med drugimi tudi BoAstV, astrovirusi pri jakih, seCuanskih takinih
in enogrbih kamelah (Tse in sod., 2011; Chen in sod., 2015; Nagai in sod., 2015; Woo in sod.,
2015; Guan in sod., 2018). ORF1la in ORF1b sta pri sevih AstV SLO/D12-14 in AstV SLO/D5-14
dolga 2.454 in 1.509 nt ter se prekrivata na podroc¢ju 46 nt, seva pa se razlikujeta v dolZini regije
ORF2, ki je pri AstV SLO/D12-14 dolga 2.247 nt, pri AstV SLO/D5-14 pa 2.265 nt. Podobne
dolzine imajo tudi regije ORF nekaterih prej omenjenih astrovirusov: pri jakih je ORFla dolg
2.454 nt, ORF1b 1.509 nt in ORF2 2.310 nt (Chen in sod., 2015), pri japonskih sevih BoAstV je
dolzina ORFla regije od 2.331 do 2.562 nt, ORF1b od 1.476 do 1.515 nt in ORF2 od 2.214 do
2.319 nt (Nagai in sod., 2015), pri hongkonskih sevih BoAstV pa je dolzina ORFla regije od
2.448 do 2.454 nt, ORF1b od 1.566 do 1.611 nt ter ORF2 od 2.280 do 2.312 nt (Tse in sod., 2011).

Genetske razlike med sevoma AstV SLO/D12-14 in AstV SLO/D5-14 so bile najvecje v regiji
ORF2, ki kodira kapsidni protein. To se sklada z ugotovitvami ostalih raziskav in je najverjetneje
posledica pozitivnega selekcijskega pritiska na kodirajoco regijo kapsidnega proteina s strani

imunskega sistema (van Hemert in sod., 2007; Smits in sod., 2010; Tse in sod, 2011).

Rod MAstV je na osnovi genetske analize celotne kapsidne regije na nivoju AK in izvornega
gostitelja razdeljen na genetsko skupino I in genetsko skupino II, ki sta razdeljeni Se na
posamezne genotipe oz. vrste. Glede na predlog za razvrstitev mednarodnega odbora za

taksonomijo virusov (ICTV; http://ictvonline.org) je povprecna genetska razdalja (p-distance)
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med genetskimi skupinami AstV 67,1 % (1,6 %), med genotipi oz. vrstami znotraj genetske
skupine pa od 33,8 % do 78,3 % (Bosch in sod., 2012). Nasi rezultati kazejo, da sta seva AstV SLO/
D12-14 in AstV SLO/D5-14 najsorodnejsa drugim CcAstV, nekaterim BoAstV, astrovirusom pri
jakih, seCuanskih ali tibetanskih takinih in vodnih bizonih. Seva sta sorodna tudi astrovirusnim
sevom pri enogrbih kamelah, pri jeZzevcu, preostalim BoAstV sevom in nekaterim PoAstV. Ti
sevi astrovirusov zaenkrat taksonomsko Se niso uvrSceni, predvidevamo pa, da bodo ti sevi,
skupaj z AstV SLO/DI12-14 in AstV SLO/DS5-14, v prihodnosti uvrs¢eni v novo genetsko
skupino. Filogenetske analize AK zaporedja v regiji ORF2 kazejo, da astrovirusna seva AstV
SLO/DI12-14 in AstV SLO/D5-14 spadata v isti genotip oz. vrsto kot CcAstV-1, CcAstV-2,
nekateri sevi BoAstV, astrovirusna seva vodnega bizona, sev seCuanskega takina, sevi enogrbih
kamel, jezevca, astrovirusni sev jaka in nekateri sevi PoAstV. Sev CcAstV-2 se s slovenskim
sevom AstV SLO/D12-14 na podlagi AK zaporedja v regiji ORF2 ujema v 96,1 %, kar pomeni,

da gre najverjetneje za isti podtip virusa.

Astrovirusna seva AstV SLO/D12-14 in AstV SLO/D5-14 se s CcAstV-1 in CcAstV-2 v regiji
ORF2 ujemata od 74,9 % do 96,1 %, s hongkonSkimi sevi BoAstV (Bovine astrovirus B18/
HK, Bovine astrovirus B76-2/HK in Bovine astrovirus B170/HK) pa od 60,4 % do 78,2 %.
Studija Tse in sod. (2011) je pokazala, da se sekvence hongkonskih sevov BoAstV in danskih
sevov astrovirusov pri srnah ujemajo od 41,6 do 68,2 %. Na podlagi filogenetske analize
sklepajo, da so kljub razli¢nim gostiteljem BoAstV in CcAstV sevi iste vrste, kar potrjuje tudi
nasa raziskava. Opravili so tudi dodatne analize genetskih razdalj med BoAstV in astrovirusi
pri srnah na podro¢ju ORF2 regije in ugotovili, da bi za podrobnejSo filogenetsko uvrstitev

potrebovali zaporedja celotnih genomov astrovirusov pri srnah (Tse in sod., 2011).

Pri astrovirusnih okuzbah pogosto naletimo na hkratne okuZzbe z razlicnimi enteri¢nimi virusi
(Taylor in sod., 1997; Bhattacharya in sod., 2006; Koh in sod., 2008; Nagai in sod., 2015),
obstajajo pa tudi primeri hkratnih okuZzb z razli¢nimi sevi astrovirusov, npr. pri prasic¢ih in
govedu (Luo in sod., 2011; Tse in sod., 2011). Na japonskem so ugotovili hkratno okuzbo
z BoAstV in drugimi enteri¢nimi virusi pri 10/11 telet z drisko, pri enemu pa celo hkratno
okuzbo z dvema BoAstV iz razli¢nih linij (Nagai in sod., 2015). Pri Stirih teletih brez driske so
identificirali le BoAstV, zaradi ¢esar Nagai in sod. (2015) predvidevajo, da BoAstV povzrocajo
drisko le pri hkratnih okuzbah z drugimi enteri¢nimi virusi. Hkratnih okuzb pri srnah v nasi

raziskavi ne moremo potrditi. V pretekli raziskavi so pri dveh srnah v isti skupini vzorcev



V. Civnik: Dologitev celotnih genomov astrovirusov pri srnah 42
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2019. Raziskovalna naloga

sicer ugotovili prisotnost rotavirusa, niso pa ugotovili prisotnosti astrovirusa (Sturm, 2016). Pri
astrovirusnih sevih AstV SLO/DI2-14 in AstV SLO/D5-14 klini¢na slika gastroenteritisa pri
srnjadi ni bila izrazena. Za natancnejSe razumevanje klinicne slike, ki jo povzrocajo astrovirusi
pri srnah, bi bilo potrebno raziskavo razsiriti na srne z znaki gastroenteritisa ter v vzorcih blata

poiskati Se druge morebitne entericne viruse.

Hkratne okuzbe predstavljajo moznost za rekombinacijo razli€nih astrovirusnih sevov med
seboj. Obstaja tudi moznost rekombinacije ¢loveskih in zivalskih astrovirusnih sevov (Rivera
in sod., 2010; Ulloa in Gutiérrez, 2010). Tse in sod. (2011) so potrdili vsaj en rekombinacijski
dogodek med hongkonSkimi sevi BoAstV in astrovirusi pri srnah. Tudi Chen in sod. (2015) v
svoji Studiji, narejeni na jakih z drisko, predvidevajo, da je prislo do vsaj enega rekombinacijskega

dogodka z astrovirusi pri srnah in astrovirusi pri jakih v regiji ORF2.

Srnjad je razsirjena po celotni Sloveniji. Dandanes se je moc¢no priblizala obmocjem, kjer Zivijo
ljudje, prav tako pa prihaja v stik z rejnimi Zivalmi na obrobju gozdov. Je najStevilcnejsa divjad
v Sloveniji, lovci jo lovijo zaradi mesa in koze, srnjake pa zaradi rogov, ki predstavljajo trofejo.
Zaradi genetske variabilnosti in moZnosti rekombinacijskih dogodkov obstaja vprasanje prenosa
astrovirusov z srnjadi na ljudi. Ceprav ni gotovih dokazov o zoonotskem prenosu astrovirusov,
pa obstajajo raziskave o moznosti medvrstnega prenosa med Zivalmi in ljudmi, kar nakazuje
na zoonotski potencial (De Benedictis in sod., 2011). To bi se lahko zgodilo na razli¢ne nacine,
recimo ob rokovanju lovcev z odstreljeno divjadjo, kjer bi ob odstranjevanju Crevesja prislo
do kontaminacije rok in posledi¢no tudi mesa. TakSno meso bi ob neupostevanju higienskih
priporocil lahko predstavljalo vir okuzbe z astrovirusi za ljudi. Poleg tega bi lahko srnjad s
svojimi iztrebki kontaminirala povrsine, poljs¢ine in vodo ter tako predstavljala vir okuzbe
ne samo za ljudi, pa¢ pa tudi za druge divje in domace Zivali. Znano je, da astrovirusi dolgo
prezivijo v pitni, sladki in celo morski vodi (Pint6, 1996). Opisan medvrstni prenos je sicer malo
verjeten, vseeno pa bi lahko ob ustreznih mutacijah in prerazporejanju genoma med HAstV
ali astrovirusi drugih Zivalskih vrst in astrovirusi pri srnah prislo do novih sevov, ki bi lahko

okuzili druge zivali in celo ljudi.
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6 SKLEPI

Hipoteza 1: Astrovirusi, ki so prisotni pri srnah v Sloveniji, imajo organizacijo genoma, znacilno

za rod Mamastrovirus (MAstV).

Hipotezo smo potrdili, saj je genom seva AstV SLO/D12-14 dolg 6.274 nt, genom seva AstV
SLO/D5-14 pa 6.245 nt, brez poliA repa. V vsakem genomu so prisotni poliA rep in trije odprti
bralni okvirji: ORFla, ORFIb in ORF2, v smeri od 5’ do 3’ konca genoma. Signalno zaporedje
5>-AAAAAAC-3’ se v genomu obeh sevov nahaja v blizini 3’ konca regije ORFla.

Hipoteza 2: Sevi astrovirusov, najdeni pri srnah v Sloveniji, so med seboj sorodni.

Hipotezo smo potrdili, saj se seva AstV SLO/DS5-14 in AstV SLO/DI12-14 pri srnah na
aminokislinskem nivoju v regiji ORFla med seboj ujemata v 86,5 %, v regiji ORF1b v 95,8 %,
v regiji ORF2 pav 77,5 %.

Hipoteza 3: Sevi slovenskih astrovirusov pri srnah so najsorodnejsi danskim sevom astrovirusov

pri srnah.

Hipotezo smo potrdili. Filogenetske analize aminokislinskega zaporedja v regiji ORF2 kazejo,
da seva AstV SLO/D12-14 in AstV SLO/D5-14 spadata v isti genotip oz. vrsto kot CcAstV-1,
CcAstV-2. Astrovirusni sev SLO/D5-14 je najsorodnejSi sevu CcAstV-1 in se na nivoju
aminokislinskega zaporedja ujemata v 86,3 %, medtem ko je sev AstV SLO/D12-14 najsorodne;jsi

sevu CcAstV-2 in se na nivoju aminokislinskega zaporedja ujemata v 96,1 %.

Hipoteza 4: Sevi slovenskih astrovirusov pri srnah spadajo v nov genotip znotraj nove genetske

skupine, skupaj z ostalimi taksonomsko Se neuvrscenimi astrovirusnimi sevi pri prezvekovalcih.

Hipotezo smo potrdili. Glede na ICTV je predlog za razvrstitev povpre¢na genetska razdalja
(p-distance) med astrovirusnimi genetskimi skupinami 67,1 % (x1,6 %), med genotipi oz. vrstami
znotraj genetske skupine pa od 33,8 % do 78,3 % (Bosch in sod., 2012). Filogenetske analize in
analize genetskih razdalj aminokislinskega zaporedja v regiji ORF2 kazejo, da seva AstV SLO/
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D12-14 in AstV SLO/D5-14 spadata v isti genotip kot CcAstV-1, CcAstV-2, astrovirusna seva
vodnega bizona, enogrbe kamele, sev seCuanskega takina, jezevca, jaka, nekateri sevi PoAstV
ter sevi BoAstV, ki taksonomsko Se niso uvrsceni. Genetska razdalja v regiji ORF2 med AstV
SLO/D12-14 in AstV SLO/D5-14 ter danskimi astrovirusnimi sevi pri srnah znasa od 3,9 % do

25,1 %, astrovirusnimi sevi ostalih zivalskih vrst pa od 14,8 % do 46,5 %.
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