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Izvlecek

sindrom — diagnostika; molekularne diagnosti¢ne tehnike — metode; virus praSi¢jega
reprodukcijskega in respiratornega sindroma - izolacija in c¢isCenje — Klasifikacija;
encimskoimunski test; reverzna transkripcija in verizna reakcija s polimerazo; cepljenje;

prasici; Slovenija

reprodukcijskega in respiratornega sindroma (PRRS). PRRS vpliva na dobrobit prasi¢ev in na

ekonomske parametre.

Namen dela je bil ovrednotiti tri razlicne metode za dosego eliminacije PRRS z zaporednimi

laboratorijskimi testiranji.

V $tudijo smo vkljucili devet na PRRS pozitivnih farm. Poleg uvedbe predpisanih biovarnostnih
ukrepov in dvojne zapore reje smo na treh farmah uporabili metodo naravne prekuzitve, na treh
farmah metodo serumizacije in na treh farmah vakcinacijo. Za serumizacijo smo uporabili
inokulum, pripravljen iz serumov tekacev, pozitivnih na virus PRRS iz iste farme. Vakcinacijo
smo izvedli s komercialno vakcino. Z ELISA smo pregledovali plemensko ¢redo in pitance, z
metodo RT-PCR pa smo ugotavljali prisotnost nukleinske kisline virusa PRRS. Pozitivnim
vzorcem 1z Sestih farm smo dolocili nukleotidno zaporedje v odseku gena, ki kodira protein

nukleokapside (ORF 7).

Z naravno prekuzitvijo smo na dveh farmah eliminirali PRRS, na eni farmi pa ne, ker rejec ni
izvajal predpisanih biovarnostnih ukrepov. Eliminacije s serumizacijo nismo dosegli na dveh
farmah, ker niso izvajali dvojne zapore reje, niti sistema reje »all in/all out«. Tudi kategorij
praSi¢ev niso imeli lo¢enth po prostorih. Na eni farmi, kjer so izvajali vse predpisane
biovarnostne ukrepe, dvanajst mesecev po serumizaciji nismo ve¢ dokazali nukleinske kisline
virusa PRRS pri nobeni kategoriji praSi¢ev. Eliminacije PRRS z vakcinacijo nismo dosegli na
nobeni farmi. Na farmah smo ugotavljali pomanjkljivo izvajanje biovarnostnih ukrepov. Prvic¢

v Sloveniji smo izolirali virus PRRS.
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Abstract

Key words: Swine diseases — epidemiology; porcine reproductive and respiratory syndrome —
diagnosis; molecular diagnostic techniques — methods; porcine reproductive and respiratory
syndrome virus — isolation and purification — classification; enzyme-linked immunosorbent

assay; reverse transcriptase polymerase chain reaction; vaccination; swine; Slovenia

In Slovenia, approximately half of the pig farms have been found positive for porcine

reproductive and respiratory syndrome (PRRS). PRRS has economic and welfare effects.

The aim of this study was the evaluation of the three different ways of eliminating PRRS, with

consequent laboratory testing.

In the study, nine PRRS-positive farms were included. On all farms, biosecurity measures and
double-herd closure were required. Natural exposure was used on three farms; on three other
farms, serumization was used; on the last three farms vaccination was used. For serumization,
inoculum made from the sera of weaners from the same farm was used. For vaccination, a
commercial vaccine was used. Breeding herds and fatteners were tested with ELISA, while RT-
PCR for the detection of PRRS nucleic acid of PRRS was used. The PRRS viruses from six

positive farms were direct sequences of the amplified part of ORF 7.

Natural exposure elimination was successful on two farms. Elimination failed on the farms
where biosecurity measures were not implemented. Elimination with serumization failed on
two farms where they did not implement double-herd closure or all in/all out systems, and pig
categories were not separated. On one farm, where all required biosecurity measures were
implemented twelve months after serumization, all categories of pigs were without PRRS
nucleic acid. Elimination of PRRS on vaccinated farms did not succeed because biosecurity
measures in the farms were not implemented. For the first time in Slovenia, the PRRS virus

was isolated in a primary cell culture of pulmonary alveolar macrophages.


http://cobiss6.izum.si/scripts/cobiss?ukaz=SEAL&mode=5&id=1411483831871891&PF=SU&term=%22Porcine%20reproductive%20and%20respiratory%20syndrome%22
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SEZNAM OKRAJSAV

ADE antibody-dependent enhancement
DPO dni po okuzbi

EAV virus konjskega arteritisa

ELISA encimsko imunski test

GP membranski glikoprotein virusa

ICTV Mednarodni odbor za taksonomijo

IF imunofluorescencni test

IFA indirektni imunofluorescencni test
IHC imunohistokemijska metoda

INF interferon

IL interleukini

IP imunoperoksidazni test

IPMA indirektni imunoperoksidazni test
LDV Lactate dehydrogenase-elevating virus
MHC poglavitni histokompatibilnostni kompleks
NP nevtralizacijska protitelesa

ORF bralni okvir

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells
PCV2 prasicji cirko virus tip 2
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PMWS sindrom multisistemskega poodstavitvenega hujSanja
PRCV prasicji respiratorni korona virus

PRRS prasicji reprodukecijski in respiratorni sindrom
RT-PCR reverzne transkripcije in verizne reakcije s polimerazo
SHFV Simian hemorrhagic fever virus

SIiv virus prasicje influence

SPF brez specificnih bolezni

TCIDso 50-odstotna infektivna doza

TNFa dejavnik tumorske nekroze o

VN virus nevtralizacijski test
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1 UVvOD

PRVRRY

po vsem svetu (Taylor, 2006). Brez PRRS so le Argentina, Avstralija, Kuba, Brazilija, Finska,
Nova Zelandija, Norveska, Svica, Svedska in Nova Kaledonija (Zimmerman in sod., 2012).
PRRS spada med bolezni, ki povzrocajo velike ekonomske izgube (Meng, 2000). Motnje v
reprodukciji imajo za posledico 12 % izgub, 43 % je izgub zaradi poveCanega pogina ter 45 %
zaradi slabSega izkoristka krme (Zimmerman, 2008). PRRS stane Zdruzene drzave Amerike
(ZDA) letno ve¢ kot 560 milijonov $, medtem ko so bile letne izgube zaradi klasi¢ne prasicje
kuge 57,4 milijona $, zaradi Aujeszkijeve bolezni pa 21,25 milijona $ (Neumann in sod., 2005).
Po zadnjih podatkih naj bi bile izgube zaradi PRRS v letu 2011 v ZDA vecje kot 664 milijonov
$ (Morrison, 2012).

Virus PRRS spada v rod Arterivirus in v druzino Arteriviridae (Benfield in sod., 1992). Genom
virusa PRRS je molekula RNA, ki jo sestavlja okrog 15.000 nukleotidov. Virus se razmnozuje
(Torremorell in Christianson, 2002), lahko pa tudi na razli¢nih linijah celic opiéjih ledvic, kot
so CL 2621, MA 104 in MARC 145. Viruse PRRS razvr§¢amo v genotip 1 (evropski genotip)
in genotip 2 (ameriski genotip), znotraj teh dveh genotipov pa so znani Stevilni razli¢ni podtipi
(Ropp in sod., 2004). Sev Lelystad (genotip 1) in severno-ameriski sev VR 2332 (genotip 2)
kazejo sorodnost samo v 55 do 79 % (Taylor, 2006). V $tudiji, ki je zajela tipizacijo sevov iz
vzhodnoevropskih drzav so ugotovili, da znotraj genotipa 1 obstajajo skupine podtipov EU 1,
EU 2, EU 3, EU 4 (Forsberg in sod., 2002; Stadejek in sod., 2006). Na dolo¢enem geografskem
obmocju lahko najdemo podtipe razlicnih skupin virusa PRRS (Prieto in sod., 2009; Stadejek
in sod., 2008).

Na obmocjih s sodobno rejo prasicev, kjer je promet s prasici velik, se bolezen pojavlja veliko
pogosteje (Leung, 2011). Virus se Vv rejo vnese najveckrat z okuzenimi prasic¢i (56 %), z
okuzenim semenom (20 %), z razlicnimi kontaminiranimi predmeti (21 %) in na druge nacine
(3 %) (Zimmerman in sod., 2006).

Zaradi velikih skod, ki jih povzroca bolezen, je nujno ustrezno ukrepati (Torremorell in
Christianson, 2002). Opisani so razli¢ni nacini ukrepanja: kontrola bolezni, eliminacija bolezni

in izkoreninjenje bolezni. Kontrola bolezni pomeni zmanj$anje pogostnosti pojavljanja in
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Sirjenja bolezni pa tudi zmanjSanje obolevnosti in smrtnosti zaradi krozenja virusa v ¢redi, dalje
pomeni preprecevanje vertikalnega in horizontalnega prenosa virusa ter spodbujanje razvoja
imunosti proti farmskemu sevu virusa in s tem izbolj$anje prireje na spremenljivo raven (Dee,
1997; Dee, 1998; Morrison, 2012). Eliminacija bolezni pomeni, da v ¢redi ni ve¢ klini¢no
bolnih Zivali pa tudi ne virusa, Se vedno pa lahko dokazemo protitelesa v plemenski ¢redi in pri
sesnih pujskih (kolostralna protitelesa) (Toma in sod., 1991). Za eliminacijo bolezni obstaja vec
nac¢inov imunizacije plemenske ¢rede: z naravno prekuzitvijo, s serumizacijo ali z vakcinacijo
ter dopolnilna metoda delne depopulacije (Torremorell in Christianson, 2002; Taylor, 2006;
Zimmerman in sod., 2012). Prva stopnja pri eliminaciji PRRS je stabilizacija plemenske ¢rede.
Stabilna plemenska ¢reda je ¢reda, kjer nobena plemenska Zival ne izloca virusa in imajo vse
plemenske zivali enotne titre protiteles (Jusa in sod., 1996; Gillespie in Caroll, 1999;

Zimmerman, 2008).

Najboljsa zascita pred okuzbo z virusom PRRS je homologna, kar pomeni, da prasice zas¢itimo
zgolj proti istemu ali pa proti zelo sorodnemu tipu virusa PRRS, ki krozi na farmi. Metodi, Ki
zagotavljata homologno za$cito, sta naravna prekuZitev in serumizacija. Vakcinacija je namre¢
ucinkovita le, kadar je hlevski podtip virusa soroden z virusom v vakcini (Pol in sod., 1992;
Scortti in sod., 2006; Martelli in sod., 2007; Kimman in sod., 2009). Proti genotipu 1 je na
trziScu ve¢ vakein, vse pa vsebujejo le sev Lelystad, v vakcini za genotip 2 pa je sev VR 2332

(Zimmerman, 2006).

Eliminacija bolezni ni mogoca brez upoStevanja biovarnostnih ukrepov (Torremorell in
Christianson, 2002). Promet s prasi¢i moramo nadzorovati tako, da na farmo vhlevimo samo
glede na PRRS preverjeno negativne prasice in da uporabimo zgolj seme preverjeno negativnih
merjascev. Prenos virusa prepreCujemo s preoblacenjem delavcev, z nadzorovano dostavo
razliénih stvari na farmo, z omejitvijo vstopa obiskovalcev na farmo, s c¢iS€enjem in
razkuzevanjem orodja in pripomockov ter vozil za prevoz prasicev. Na farmi je potrebno tudi
redno izvajati deratizacijo in dezinsekcijo ter onemogociti dostop pticam (Torremorell in
Christianson, 2002; Taylor 2006, Zimmerman in sod., 2006).

Da bi v okuzeni farmi eliminirali PRRS, je nujen ukrep takoimenovana dvojna zapora ¢rede,
kar pomeni, da najmanj 200 dni ne smemo na farmo voziti novih prasi¢ev niti dodajati lastnih

mladic v plemensko ¢redo (Torremorell in Christianson, 2002).
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V Sloveniji sta bila ugotovljena 44,8 % prevalenca protiteles in pojavljanje velikega Stevila

razli¢nih podtipov virusa PRRS (Toplak in sod., 2010; Toplak, 2011; Toplak in sod., 2012a).
1.1 NAMEN DELA, CILJ IN DELOVNE HIPOTEZE

Namen naSe raziskave je dolociti najprimernej$o metodo za eliminacijo PRRS v nas$ih rejah
bodisi z naravno prekuzitvijo bodisi s serumizacijo ali vakcinacijo. V raziskavo bomo vkljucili
9 farm, ki imajo do 200 plemenskih praSi¢ev na posamezni farmi. Na farmah bomo najpre;j
serolosko potrdili PRRS. Po potrditvi bolezni bomo na vsaki farmi odvzeli kri vsem
plemenskim prasi¢em in ugotovili izhodis¢no raven protiteles. Glede na velikost farme in
prevalenco protiteles, se bomo na posamezni farmi odlocili za najprimernejSo metodo (naravna
prekuzitev, serumizacija, vakcinacija) z namenom, da dosezemo najprej stabilizacijo
plemenske ¢rede in nato eliminacijo PRRS. Vsako od treh metod bomo uporabili na treh
farmah. V posamezni reji bomo torej izvedli samo eno metodo, da bi dosegli eliminacijo PRRS.
Ne glede na metodo eliminacije se bo rejec zavezal, da bo izvajal dvojno zaporo reje vsaj za
obdobje 200 dni in uposteval predpisane biovarnostne ukrepe. V rejah, kjer bomo izvedli
serumizacijo, bomo odvzeli kri teka¢em razli¢nih starosti. Iz vzorcev, v katerih bomo dokazali

virus PRRS, bomo pripravili inokulum.

Tri mesece po zacetku izvajanja ukrepov bomo na vseh poskusnih farmah odvzeli kri vsem
plemenskim prasi¢em in jo preiskali glede na protitelesa proti virusu PRRS. S tem bomo dobili
seroloski profil plemenske ¢rede, na podlagi katerega bomo lahko sklepali o uspesnosti poteka
eliminacije. Vsem plemenskim prasi¢em bomo ponovno odvzeli kri 6 mesecev po zacetku
izvajanja ukrepov ter jo preiskali glede na protitelesa proti virusu PRRS, iste vzorce bomo
preiskali tudi z molekularno metodo za ugotavljanje virusa, da preverimo stabilizacijo
plemenske ¢rede. Po treh mesecth bomo ponovno odvzeli kri vsem plemenskim praSi¢em in
pitancem. Eliminacija PRRS je potrjena, ko so titri protiteles pri vseh plemenskih prasicih nizki

in homogeni in Ko so starejsi pitanci serolosko negativni.

Izvedli bomo tudi izolacijo virusa na primarni celi¢ni kulturi plju¢nih alveolarnih makrofagov,
Ki jih bomo pridobili iz rej, Ki so brez specifi¢nih bolezni prasicev (SPF). Uspesna izolacija nam

bo omogocila razmnozevanje hlevskega podtipa virusa PRRS in vitro.
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Delovne hipoteze:

1. Naravna prekuzitev v manjsSih rejah (reje do 30 plemenskih prasicev) je uspeSen nacin
eliminacije PRRS.

2. Serumizacija je u¢inkovit nacin eliminacije PRRS.

3. Eliminacija z vakcinacijo je mozna samo v primeru, ¢e je vakcinalni sev virusa soroden
s hlevskim virusom.

4. Eliminacija PRRS je lahko uspesna le ob strogih biovarnostnih ukrepih.
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2 PREGLED LITERATURE
2.1 ETIOLOGUA

2.1.1 Zgodovina bolezni

Amerike leta 1987 (Hill, 1990). Opazali so reprodukcijske motnje, pljucnice pri pujskih po
odstavitvi, zmanj$an prirast in moc¢no povisano smrtnost (15,2 %). Niso pa ugotovili
povzrocitelja in so bolezen zato poimenovali »Mistery swine disease« (Reotutar, 1989; Hill,
1990). V Evropi so klini¢no sliko podobne bolezni najprej ugotovili v Nemdiji v Miinstru leta
1990, ko so zabelezili kar 3000 izbruhov (OIE, 1992). Maja 1991 se je bolezen razsirila Se v
nekatere druge evropske drzave in sicer na Norvesko, v Belgijo, Spanijo, Veliko Britanijo, na
Dansko, Poljsko in Cesko. V Aziji so prve primere opisali na Japonskem leta 1988, na Tajskem
1991, na Kitajskem pa leta 1995 (Hirose in sod., 1995; Chang in sod., 1993).

Povzrocitelja bolezni so identificirali leta 1991 v Lelystadu na Nizozemskem in kmalu za tem
so virus izolirali tudi v ZDA in Kanadi (Wensvoort in sod, 1992). Bolezen so v ZDA najprej
poimenovali Swine infertility and respiratory syndrome (SIRS) (Collins in sod., 1992), v Evropi
pa Porcine epidemic abortion respiratory syndrome (PEARS) (Keffaber, 1989). Leta 1991 so v
Evropi predlagali poimenovanje Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS)
(Terpstra in sod., 1991).

2.1.2 Taksonomija in znacilnosti virusa

PRRS virus spada v red Nidovirales, druzino Arteriviridae, kamor spadajo po dolo¢ilih
Mednarodnega odbora za taksonomijo ICTV (ICTV, angl. International Committee for the
Taxonomy of Viruses) tudi virus konjskega arteritisa (EAV, angl. Equine arteritis virus), virus
LDV (angl. Lactate dehydrogenase-elevating virus) in virus SHFV (angl. Simian hemorrhagic
fever virus) (Zimmerman in sod., 2006). Virus PRRS je vrstno specifi¢en in se razmnozuje v
se tudi v zarodnih celicah testisov (spermatociti) merjascev (Sur in sod., 1997). In vitro se virusi
PRRS genotipa 2 razmnozujejo na linijah celic iz opi¢jih ledvic, kot so CL 2621, MA 104 in
MARC 145, virusi genotipa 1 pa na alveolarnih makrofagih (Zimmerman in sod., 2012).
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Virus PRRS ima ovoj, ki ga sestavlja lipidni dvojni sloj. Prezivetje v okolju je odvisno od:

e temperature: virus PRRS lahko prezivi ve¢ kot 4 mesece pri temperaturi med — 20 °C
do 70 °C, vendar pa se z nara$¢ajoco temperaturo okolja krajSa prezivitvena doba,

e pH: virus PRRS ostane stabilen pri pH vrednosti med 6,5 do 7,5, medtem ko se moznost
okuzbe zmanjsuje pri pH nizjem od 6,5 ali visjem od 7,6,

e izpostavljenosti razkuzilom: uc¢inkovita so lipidna topila (kloroform, eter), ker razkrojijo
virusno ovojnico in s tem onemogocijo razmnozevanje. Kuznost virusa hitro pada v
raztopini, ki vsebuje nizke koncentracije detergentov (Benfield in sod., 1992; Cho in
Dee, 2006; Zimmerman in sod., 2006).

2.1.3 Organizacija genoma

Virus PRRS vsebuje enovijaéno pozitivno orientirano RNA (Scortti in sod., 2006). Genom
RNA virusa vsebuje okrog 15.000 nukleotidov in 8 bralnih okvirjev (ang. open reading frame
- ORF) (Meulenberg in sod., 1993). ORF 1a in 1b obsegata 80 % genoma in kodirata RNA
polimerazo. ORF 2, 3 in 4 kodirajo N - glikozilirane proteine, ki so strukturni proteini GP 2,
GP 3 in GP 4. ORF 5, 6 in 7 individualno kodirajo proteine ovojnice (E), membrane (M) in
nukleokapside (N) (slika 1, slika 2). Tako je vrstni red nastanka proteinov v genomu PRRS
sledec¢: 5" - virusna polimeraza (ORF 1a/1b) — GP 2 (ORF 2) — GP 3 (ORF 3) — GP 4 (ORF 4)
— E (ORF 5) — M (ORF 6) — N (ORF 7) - 3'(Meng, 2000).

%
QE? RNA

. 15kDa protein N (produkt ORF 7)

. 24 - 26kDa protein E (produkt ORF 5)

~ 30 - 40kDa glikozilirani L)roteini N povezani z
virionom (produkt ORF 2, ORF 3, ORF 4)

© 15-19kDa protein M (produxt ORF 6)

lipidna ovojnica
Slika 1: Sestava viriona PRRS (prirejeno po http://www.porcilis-prrs.com/microbiology-virus PRRS-

structure.asp).

Figure 1: PRRS virus structure (modified from http://www.porcilis-prrs.com/microbiology-virus PRRS-
structure.asp).
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RNA polimeraza strukturni geni RNA
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Slika 2: Sestava genoma virusa PRRS (prirejeno po http://www.porcilis-prrs.com/microbiology-virus PRRS-
structure.asp).

Figure 2: Genome PRRS virus structure (modified from http://www.porcilis-prrs.com/microbiology-virus PRRS-
structure.asp).

Kadar primerjamo seve genotipa 1 in genotipa 2, je strukturni protein, ki ga kodira ORF 5,
najbolj variabilen protein (Prieto in sod., 2009). ORF 5 kaze tudi najvecjo genetsko raznolikost
med sevi istega genotipa (Lee in sod., 2010). Zato je ORF 5 najpomembnejsa tarca za genetsko
analizo v smislu raznolikosti, evolucije in epidemiologije virusov PRRS (Zhou in sod., 2009).
Dosedanje filogenetske analize so bile narejene na celotnih ali delnih nukleotidnih zaporedjih
ORF 5 (Kang in sod., 2004). Nasprotno pa je ORF 7 zelo ohranjena regija pri vseh izolatih
PRRS genotipa 1 in 2 (Oleksiewicz in sod., 1998) in zato je ORF 7 pomembna regija genoma

za dokazovanje virusne RNA (Yoon in sod., 2008).
2.1.4 Raznolikost genoma

Wensvoort in sodelavci (1992) so razdelili virus PRRS na evropski izolat in na ameriski izolat,
ki so ju kasneje poimenovali genotip 1 in genotip 2 (Stadejek in sod., 2006). Stadejek in
sodelavci (2006) so ugotovili, da znotraj genotipa 1 obstajajo 4 podskupine (slika 3). Raziskava,

ki so jo opravili v Spaniji (Prieto in sod., 2009), je dokazala, da pojavljanje sevov virusov PRRS
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ni geografsko omejeno, kar pomeni, da lahko enake seve ugotavljamo na razli¢nih obmog;jih v
razli¢nih drzavah. Na dolo¢enem obmocju sta lahko tudi oba genotipa virusa, Se pravi genotip

1 in genotip 2.

Virus PRRS kaZe izjemno genetsko razli¢nost. Ugotavljanje nukleotidnih zaporedij in druge
antigenske analize so pokazale, da so evropski izolati (genotip 1) sorodnejsi izolatu Lelystad
(sorodnost med njimi je 72,2 do 90 %), medtem ko kanadski in ameriski izolati (genotip 2)
kazejo samo 55 do 70 % sorodnosti z virusi PRRS genotipa 1 (Stadejek in sod., 2006; Stadejek
in sod., 2008). Referenéni izolat virusov genotipa 2 je sev VR-2332 (Benfield in sod., 1992).
Velika genetska raznolikost je bila ugotovljena pri genotipu 2, medtem ko so kasnejSe objave
pokazale na Se vecjo genetsko raznolikost genotipa 1 (Prieto in sod., 2009; Stadejek in sod.,
2006). Na podlagi genetske analize virusov PRRS iz Velike Britanije, Italije, Ceske, Poljske,
Nemdije, Spanije, Belorusije in Tajske so ugotovili veliko sorodnost z virusom Lelystad (Drew
in sod., 1997; Forsberg in sod., 2002; Stadejek in sod., 2002; Stadejek in sod., 2006; Stadejek
in sod., 2008; Thanawongnuwech in sod., 2004a; Pesch in sod., 2005). Stadejek in sodelavci
(2006) so ugotovili pojavljanje 4 podtipov virusa PRRS genotipa 1 in sicer podtip 1, podtip 2,
podtip 3 in podtip 4. V podtip 4 so uvrstili le beloruski izolat, ki se razlikuje od preostalih
evropskih izolatov. Drugi beloruski izolat, ki je mnogo bolj virulenten od ostalih evropskih
izolatov, so poimenovali Lena in sodi v podtip 3. V Studiji, v kateri so primerjali titer virusa v
krvi po eksperimentalni okuzbi prasi¢ev s sevom Lena in sevom virusa PRRS iz Belgije, so po
odvzemu krvi 10, 14 in 21 dni po okuzbi dokazali, da so najvisji titri po inokulaciji S sevom
Lena nihali od 10*8 do 10%! TCIDso/ml, pri inokulaciji z belgijskim sevom pa od 103! do 10%8
TCIDso/ml (Karniychuk in sod., 2010). Na Kitajskem pa so leta 2006 prav tako potrdili zelo
virulenten sev virusa PRRS, ki je kazal 60 % sorodnost z genotipom 1 in 89 % sorodnost z
genotipom 2 (Zhou in sod., 2009).

V Sloveniji je bilo v 30 rejah dokazanih 6 genetsko razli¢nih sevov PRRS, ki so kazali 89,1-
95,1 % sorodnosti z Lelystad izolatom (genotip 1) in 62,4-65,1 % sorodnosti z VR-2332
(genotip 2) (Toplak in sod., 2012a). Vsi dokazani izolati genotipa 1 v tej raziskavi so spadali v

podskupino 1 (slika 4).
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Slika 3: Filogenetsko drevo virusov PRRS razvr§éenih v genotip 1 in genotip 2 (prirejeno po Stadejek in sod.,
2006).

Figure 3: Classification of PRRS viruses in the phylogenetic tree in genotipe 1 and genotipe 2 (modified from
Stadejek in sod., 2006).
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Slika 4: Filogenetsko drevo, kjer so (krepko) oznaéene sekvence genotipa 1 iz Slovenije (prirejeno po Toplak in

sod., 2012a).
Figure 4: The phylogenetic tree where Slovenian sequences from genotype 1 were marked (bold) (modified from

Toplak in sod., 2012a).
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2.2 EPIDEMIOLOGIUJA

Za okuzbo z virusom PRRS so dovzetni samo prasici, tako domaci kot divji (Saliki in sod.,
1998; Albina in sod., 2000; Roic in sod., 2012). Virus se ne razmnozuje v organizmu drugih
zivalskih vrst, kot so psi, macke, misi, podgane, rakuni, oposumi, dihurji, vrabci, Skorci in race
(Hooper in sod., 1994; Trincado in sod., 2004). Okuzeni prasic¢i lahko Sirijo virus s slino do 42
dni po okuzbi (DPO) (Wills in sod., 1997), z izcedkom iz nosu 21 DPO (Christianson in sod.,
1993; Benfield in sod., 1994; Rossow in sod., 1994), z urinom 28 DPO (Wills in sod., 1997), s
semenom do 92 DPO (Swenson in sod., 1993; Swenson in sod., 1994) in z blatom 38 DPO
(Christianson in sod., 1993). Breje svinje, ki se okuzijo v pozni fazi brejosti, okuzijo plod preko
placente (Wagstrom in sod., 2001). Okuzeni merjasci izlo¢ajo virus tudi s semenom, kar je
pomembno zlasti pri umetnem osemenjevanju. Pri eksperimentalno okuzenem merjascu SO
virus dokazali se 43 DPO, pri drugem merjascu so z metodo verizne reakcije s polimerazo
(PCR) ugotovili virus e 92 DPO (Christoper-Hennings in sod., 1995). V raziskavi, ki so jo
opravili Christoper-Hennings in sodelavci (2001), je bilo ugotovljeno, da se virus dalj Casa
ohranja v semenu kot v krvi (11 DPO). Ce virusa ne moremo dokazati ne v semenu in ne v
serumu, Se ne pomeni, da je prasi¢ brez virusa, saj se virus lahko Se vedno zadrzuje v bezgavkah
(157 DPO) (Christoper-Hennings in sod., 2001). Nevtralizacijska protitelesa lahko dokazemo
od 14 do 28 dni po okuzbi, kar je v korelaciji z zmanjSanjem koli¢ine virusa PRRS v pljucih in

periferni krvi.
2.2.1 Prenos znotraj ¢rede

PRRS se prenasa zlasti z okuZenimi praSici, ki so nosilci virusa. Prasi¢i se lahko okuZijo
intranazalno, intramuskularno (Magar in sod., 1995; Magar in sod., 2004), oralno, intrauterino
(Christianson in sod., 1993) in vaginalno (Benfield in sod., 2000; Gradil in sod., 1996).
Hermann in sodelavci (2005) so ugotovili, da infektivna doza, ki zados¢a za okuzbo 50 %
prasi¢ev v poskusu, izpostavljenih okuzbi (IDso) po oralni poti, znasa 10> TCIDso, po
intranazalni poti pa 10*° TCIDso. Po podatkih Benfielda in sodelavcev (2000) naj bi bila IDso
za okuzbo z umetnim osemenjevanjem 10*° TCID50. Yoon in sodelavci (1999) porocajo, da
pri intramuskularni aplikaciji zadosca za okuzbo ze manj kot 20 virusnih partiklov, medtem ko
Zimmerman in sodelavci (2006) navajajo, da za okuzbo zados¢a manj kot 10 virusnih partiklov.
Virus lahko Sirimo med praSici iste reje s S€ipanjem zob, kupiranjem repov, rovaSenjem,

tetoviranjem in intramuskularno (i/m) aplikacijo. Virus se prenasa s svinje na pujske
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intrauterino, med prasitvijo ter s prenaSanjem pujskov k dojiljam (Christianson in sod, 1992;
Batner in sod., 1994; Zimmerman in sod., 2006; 2012). Virus se transplacentarno prenese z
okuzene svinje na fetus in povzroc¢i fetalno smrt, prasitev pozitivnih slabotnih pujskov in
mumificiranih plodov. Lahko pa v istem gnezdu najdemo istoasno pozitivne in negativne
pujske (Terpstra in sod., 1991; Christianson in sod, 1992; Betner in sod., 1994). Virus PRRS
se v embriu lahko za¢ne pomnozevati 14. dan brejosti ali kasneje, vendar je okuzba plodu v
prvih dveh trimesec¢jih redka, saj prehaja virus ve¢inoma preko placente v zadnji tretjini brejosti
(Christianson in sod., 1993; Lager in sod., 1995; Prieto in sod., 1996). Prenos je neodvisen od
virulence virusa. Park in sodelavci (1996) so dokazali, da je ne glede na to ali gre za okuzbo z
malo ali mo¢no virulentnim sevom virusa PRRS, prehod preko placente enako ucinkovit, kadar

je svinja eksperimentalno okuzena po 90. dnevu brejosti.

Virus se $iri tudi z opremo, instrumenti, obleko, lahko tudi z vodo in krmo ter z aerosolom.
Otake in sodelavci (2002) so opravili poskus tako, da so delavcu po stiku z okuzenimi prasi¢i
odvzeli brise z rok, obutve in obleke in sicer takoj po stiku z okuzenimi prasici ter po 30, 60 in
120 minutah. S testom PCR so dokazali virusno nukleinsko kislino 30 in 60 minut (10° TCIDso
/ ml) po kontaktu. Zato je klju¢nega pomena umivanje rok, menjava obleke in obutve (Dee in
sod., 2004). Prav tako se lahko virus prenasa s transportnimi vozili, ki pred nalaganjem praSi¢ev
niso bila o¢is¢ena in razkuzena (Cho in Dee, 2006). V $tudiji so z ugotavljanjem Stevila kopij
PRRS virusne nukleinske kisline ugotovili, da se virus bolje prenasa v zimskem ¢asu, ko so
temperature pod 0 °C, slabse pa v toplejSem casu, ko temperature dosezejo vec kot 16 °C, saj

je bila razlika signifikantna (P=0,006) (Dee in sod., 2002, 2003).

Prve raziskave so kazale, da je moZen prenos virusa PRRS v eksperimentalnih razmerah tudi s
¢lenonozci kot so muhe in komarji (Otake in sod., 2002; Pringproa in sod., 2004). Kasnejse
raziskave so pokazale tudi, da so lahko ¢lenonozci mehanski vektorji prenosa virusa PRRS.
Kljub temu so predlagali dodatne raziskave na tem podro¢ju (Otake in sod., 2003). Prav tako
so raziskovali, ali lahko virus prenasajo tudi drugi sesalci in pti¢i, vendar tega prenosa niso
dokazali (Cho in Dee, 2006).
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2.2.2 Prenos med ¢redami

V regijskem kontrolnem programu PRRS v Franciji so ugotovili, da je najpogostejsi prenos
virusa z vnosom pozitivnih prasicev (56 %), s semenom (20 %), z blatom (21 %) in 3 % na
neugotovljen nacin (Le Potier in sod., 1997). Do podobnih sklepov so prisli Mortensen in
sodelavci (2002), ki so ugotovili, da je prenos virusa PRRS v negativno farmo najpogostejsi z
okuzenimi prasici, semenom in z aerogenim prenosom iz okoliskih pozitivnih farm, pri ¢emer
bi lahko sodelovali nekateri prenasalci bolezni, na primer muhe in komarji. Dee in sodelavci
(2002; 2003) pa omenjajo, da se virus prenasa s kontaminirano opremo, Kot so naprimer
hladilne posode za seme, kovinski zaboji za orodje, plasti¢na vedra za krmljenje prasSicev,
obleka, obutev, krma, voda itn. Torremorell in sodelavci (2004) omenjajo kot najpogostejse
vzroke (80 %) za prenos virusa transport, se pravi premike prasi¢ev, slabe biovarnostne ukrepe
in prenos z insekti. MoZnost prenosa virusa na negativno farmo naras$¢a z bliZino drugih
pozitivnih farm (Zhuang in sod., 2002). Le Potier in sodelavci (1997) so ugotovili, da je 45 %
farm postalo pozitivnih, kjer je bil vir infekcije v radiju 500 m, in samo 2 % farm, kjer je bila

razdalja vecja od 1 kilometra.

Opisujejo tudi moznost prenosa virusa z zrakom (aerogeni prenos) (Dee in sod., 2005; Dee in
sod., 2009). S poskusom so aerogeni prenos virusa dokazali na razdalji od 1 m do 30 m. V ta
namen so poleg pozitivnih pitancev namestili dva zabojnika z negativnimi prasici, v katera so
z ventilatorji 3 dni usmerjali zrak od okuzenih pitancev in tako prenesli virus (Otake in sod.,
2002; Trincado in sod., 2003). Na uspesnost aecrogenega prenosa vpliva ve¢ dejavnikov, kot so
temperatura okolja, vlaga, smer vetra, izpostavljenost UV Zarkom in geografski relief (Dee in
sod., 2005; Otake in sod., 2010). Otake in sodelavci (2010) so z raziskavo potrdili, da se virus
PRRS lahko prenasa aerogeno do 9,1 kilometer.
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2.3 PATOGENEZA
PRRS poteka v dveh fazah;

e akutna faza, ki obi¢ajno traja 2 tedna in jo spremljajo visoki titri virusa (10%-10°
TCIDso/ml) tako v krvi kot v dovzetnih organih,

e endemicna faza, za katero je znacilen nizek titer virusa v organih in krvi (Suarez, 2000).
2.3.1 Akutna faza

Po vstopu v organizem prasica se Virus pomnozuje v makrofagih dihal in se nato hitro razsiri
po limfnih potih v druga tkiva, kot so mozgani, srce, ledvica (Van Reeth, 1997; Zimmerman in
sod., 2006; 2012). Virus se pomnozuje v plju¢nih alveolarnih makrofagih in makrofagih v
limfati¢nem tkivu (Zimmerman in sod., 2006; 2012). Pljuca so vstopno mesto virusa Vv
organizem in ciljni organ (Van Reeth, 1997). Zelo virulentni sevi povzro¢ijo viremijo v 12 do
24 urah. Titer virusa hitro nara$¢a in doseze vrh med 7 do 14 dnevi v serumu, bezgavkah in

ey

V Casu akutne viremije lahko dokazemo virus do 28 DPO (Wills in sod., 2003).

Prva faza epidemije traja 2 tedna, lahko tudi dlje. Zaradi viremije pri 5 do 75 % praSicev vseh
kategorij opazimo neje$¢nost in otopelost, prasi¢i imajo povisano telesno temperaturo (ve¢ kot
40 °C), dihanje je otezeno, opazimo modrikavost okoncin in uhljev, zmanjSa se jim Stevilo

limfocitov (Loula, 1991; Keffaber in sod., 1992; Stevenson in sod., 1993).
2.3.1.1 Patogeneza pri brejih svinjah

Pri mladicah in svinjah se prva klini¢na znamenja bolezni pojavijo med 2. in 7. dnevom po
okuzbi. Virus se najprej pomnozuje v alveolarnih makrofagih in se nato razsiri po celotnem
organizmu, doseZe tudi reproduktivne organe in preide skozi placento. Okuzba v zadnji tretjini
brejosti povzroci poSkodbe placente in popkovine, to pa vodi v hipoksijo ploda in posledi¢no
do abortusov v pozni brejosti ter do mrtvorojenih in slabotnih pujskov (Prieto in sod., 2000;
Choen in sod., 2001).
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2.3.1.2 Patogeneza pri merjascih

Merjasci lahko pomembno prispevajo k Sirjenju okuzbe, saj se virus prenasa tudi s semenom.
Virus v semenu so dokazali do 92 dni po okuzbi merjasca (Christoper-Henings, 2000). Virus
se razmnozuje v epiteliju zarodnih celic semenovoda in v makrofagih intersticija testisov (Sur
in sod., 1997; Wills in sod., 2003). Christoper-Henings (2000) je po eksperimentalni okuzbi
merjascev ugotovil, da so ti kljub vazektomiji Sirili virus PRRS. Po okuzbi z virusom PRRS
nastanejo v testisih ve¢jedrne celice velikanke in poveca se koli¢ina odmrlih celic. V ejakulatu
se pojavi tudi ve¢ja koli¢ina nezrelih spolnih celic, okuzenih z virusom PRRS (Sur in sod.,

1997).
2.3.1.3 Patogeneza pri sesnih pujskih

Virus PRRS preide skozi placenoe v zadnji tretjini brejosti, zato svinje prasijo mrtvorojene ter
slabotne pujske. V akutni fazi je pogin vec kot 60 % (Prieto in sod., 2000; Choen in sod., 2001).
Eksperimentalno so okuzili plemenske prasice in sesne pujske ter ugotovili, da je titer virusa
pri sesnih pujskih visji kot pri odraslih prasi¢ih (Cho in sod., 2006). Prav tako so ugotovili, da

ey

limfati¢nem tkivu (Choen in Chae, 2001).
2.3.1.4 Patogeneza pri tekacih

Pri tekacih se pri akutni okuzbi povecéa delez poginov na 12 do 20 % (Loula, 1991; Keffaber in
sod., 1992; Stevenson in sod., 1993).

2.3.1.5 Patogeneza pri pitancih

Pri pitancih so dokazali, da titer virusa PRRS doseze vrh 7 do 14 DPO v pljucih in bezgavkah
od koder se prenese po celotnem organizmu. Pri pitancih opazimo slabso konverzijo krme
(Choen in Chae, 2001).

2.3.2 Endemicna faza

Akutna faza PRRS preide v endemicno obliko skoraj v vseh primerih. V endemicno inficiranih
¢redah se bolezen kaze z rednimi ali obc¢asnimi izbruhi znacilnega akutnega PRRS, ki so vidni

zlasti v porodnis$nici in pri tekacih (Batista in sod., 2004; Murtaugh, 2012; Zimmerman in sod.,
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2012). Klini¢na znamenja prav tako lahko opazimo pri mladicah in merjascih, ki so jih prestavili
na farmo (Dee in sod., 1996), kot tudi pri svinjah, ki jim je padel titer protiteles. Reprodukcijske
motnje po ponovnem izbruhu PRRS so odvisne od $tevila okuzenih svinj in mladic ter od
obdobja brejosti v ¢asu okuzbe. V primeru, da je v reji majhno Stevilo mladic, opazimo le
obCasne abortuse, pregonitve, podaljSan ¢as do nove ovulacije, slabSo koncepcijo ter
neizenacena gnezda, znacilna za PRRS. Vendar so te spremembe opazne le ob natan¢nem

spremljanju podatkov o proizvodnji (White, 1992a).

Viremiji, ki traja 4 do 5 tednov, sledi kroni¢na okuzba limfati¢nega tkiva, ki lahko traja nekaj
mesecev. Virusno RNA so z metodo reverzne transkripcije in verizne reakcije s polimerazo
(RT-PCR), dokazali se 251 DPO (Wills in sod., 2003). Virus PRRS so dokazali v limfati¢cnem
tkivu do 157 DPO pri tekacih (Wills in sod., 1997), medtem ko so zivorojenim pujskom svinj,
ki so se okuzile v zadnji tretjini brejosti, dokazali virus v krvi 11 tednov po prasitvi (Suarez,
2011). Batista in sodelavci (2004) porocajo, da so dokazali virusno RNA v limfati¢énem tkivu
mladic do 135 DPO, medtem ko so v serumu dokazovali virus do 30 DPO. Vse nasteto pa

pomeni stalen vir okuzbe v reji.

Studija, ki so jo opravili Bierk in sodelavci (2001) je pokazala, da se virus PRRS ohranja pri
nebrejih svinjah vse do 86 DPO in v tem ¢asu je moZen prenos virusa na prasice, ki Se niso bili
v stiku z virusom. Pri poskusno okuzenih prasi¢ih se virus ni ve¢ §iril med 90 do 180 DPO
(Batista in sod., 2002).

2.3.3 Hkratna okuZba z drugimi patogenimi mikrobi

Ob okuzbi z virusom PRRS se stopnjujejo bolezenska znamenja drugih bolezni. Po okuzbi reje
z virusom PRRS se poveca pojavljanje septikemij, meningitisov in smrtnosti zaradi bakterije
Streptococcus suis (S. suis) (Galina in sod., 1994; Thanawongnuwech in sod., 2000). Pogostejsa
so pljucna obolenja, ki jih povzroc¢a Bordetella bronchiseptica (B. bronchiseptica) (Susan in
sod., 2002). Pri socasni okuzbi z virusom PRRS in z bakterijo Mycoplasma hyopneumoniae (M.
hyopneumoniae) se pljucnica stopnjuje in podaljSa njeno trajanje, kar se vidi klini¢no,
makroskopsko in mikroskopsko. Pri okuzbah z virusom PRRS je imelo makroskopske in
mikroskopskih bolezenske spremembe 10 DPO 36,5 % zivali, medtem, ko je bil pri hkratni
okuzbi z virusom PRRS in z M. hyopneumoniae ta delez 43% (Thacker in sod., 2000;

Thanawongnuwech in sod., 2004b). Studija, v kateri so ugotavljali u¢inek hkratne okuzbe z
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virusom PRRS in z Haemophilus parasuis (H. parasuis) kazejo, da imajo pra$i¢i izrazitejse
patoanatomske spremembe kot so intersticijska pljucnica, saj so jo pri skupini s hkratno okuzbo
dokazali pri 10 prasi¢ih od 10, medtem ko v skupini, ki je bila okuZzena samo s H. parasuis,
plju¢nice niso dokazali. Smrtnost v skupini kjer so izvedli hkratno okuzbo z obema
povzrociteljema v primerjavi s skupino, ki je bila okuzena samo s H. parasuis je bila statisticno
znacilna (P<0,1) (Solano in sod., 1997). Pol in sodelavci (1997) so ugotovili, da hkratna okuzba
z virusom PRRS in bakterijo Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) ne povzro¢a hujsih

sprememb v primerjavi z okuzbo zgolj z enim povzrociteljem.

virus (PRCV) in virus prasi¢je influence (SIV), so v eksperimentalnih razmerah pokazali, da
hkratna okuZzba povzroc¢i hujsSo obliko bolezni in zaostajanje v rasti (zaostanek v rasti je bil 4,6
% pri hkratni okuZzbi, pri okuzbi samo s SIV pa 1,8 %), kot ¢e bi bili prasi¢i okuzeni samo z

eno vrsto patogenih mikrobov (Van Reeth in sod., 1996; Drew, 2000).

v

celem svetu. NajpogostejSa bolezen je sindrom multisistemskega poodstavitvenega hujSanja
(PMWS). Pri PMWS je virus PRRS pogosto prisoten (Opriessnig in sod., 2008). Prasici,
eksperimentalno okuZeni z virusom PRRS in PCV2 (PMWS), so imeli hujSo klini¢no obliko
bolezni, saj se oba virusa razmnozujeta v celicah iste vrste, in sicer v monocitih in makrofagih
(Allan in sod., 2000).

2.4  KLINICNA ZNAMENJA

Opisi klini¢nih znamenj po okuzbi s PRRS v Evropi (Gordon, 1992; Hooper in sod., 1992;
White, 1992a,b), Severni Ameriki (Moore, 1990; Sanford, 1992), Juzni Ameriki (Dewey, 2000)
in v Aziji (Chiou, 2003; Thanawongnuwech in sod., 2003) so si podobni. Klini¢na oblika variira
med ¢redami od asimptomati¢ne do oblike z zaznavnimi znamenji bolezni. Poleg tega je
klini¢na slika odvisna tudi od drugih okuzb v ¢redi. Odvisna je tudi od virulence virusa (Zhou
in sod., 2009; Karniychuk in sod., 2010), od imunskega statusa gostitelja, dovzetnosti gostitelja
in dejavnikov managementa (Blaha, 1992; White, 1992a). Tipi€nih klini¢nih znakov za PRRS

ni (Zimmerman in sod., 2012).
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Klini¢na slika bolezni se pojavi ob okuzbi ¢rede, ki doslej Se ni imela stika z virusom PRRS in
se razsiri na vse proizvodne faze (Terpstra in sod., 1991; Collins in sod., 1992; Pol in sod.,

1992).
2.4.1 Klini¢na znamenja akutne bolezni

Akutna faza traja 7-10 dni ali 2 tedna in ve¢ (Done in Paton, 1995). V akutni fazi opazimo
nejescnost, ki traja 3-7 dni in otopelost pri vseh kategorijah prasicev, kar je posledica viremije,
ki jo dokazemo pri 5 do 75 % prasi¢ev. V ¢asu akutne okuzbe je najve¢ poginov pri sesnih
pujskih. Pogin je lahko ve¢ ko 54 % (Taylor, 2006). Prizadeti prasi¢i imajo limfopenijo,
povisano telesno temperaturo na 39-41 °C, povisano frekvenco dihanja, po kozi se pojavljajo

hiperemicna ali cianoti¢na obmocja (Done in Paton, 1995).
2.4.1.1 Klini¢na znamenja pri svinjah v akutnem obdobju bolezni

V akutni fazi bolezni naraste §tevilo abortusov za 1 do 3 %. V okuzeni reji se poveca odstotek
pregonitev, podaljSa se obdobje do ponovne ovulacije, poveca se odstotek svinj z agalakcijo
(Hooper in sod., 1992). Reprodukcijske motnje se kazejo z manjSim odstotkom brejosti, s
krajSanjem Casa brejosti, zmanjSa se Stevilo Zivorojenih pujskov, povisa se Stevilo slabotnih
pujskov in mrtvorojenih ter mumificiranih plodov (Keffaber, 1989; Hopper in sod., 1992;
White, 1992a). Poveca se pogin svinj za 1 do 4 %, vcasih vse do 10 %, pri zelo virulentnih
sevih pa do 30 % (Zhou in Yang, 2010). Pri 1 do 2 % obolelih svinj so opazne spremembe na
kozi, kot so hiperemija, polnokrvnost uhljev, rilca in repa (Taylor, 2006). Pri okuzbah z zelo
virulentnimi sevi virusa PRRS so pri svinjah dokazali 10 do 50 % abortusov (Zhou in Yang,
2010). V casu akutne faze so zabelezili nevroloske znake, kot so gibanje v krogu, teZave pri
hoji in pareza (Epperson in Holler, 1997; Halbur in Bush, 1997). Po okuZbi z virusom PRRS 5
do 80 % svinj prasi prezgodaj, to je stoti dan in v gnezdu so vse mozne kombinacije pujskov
(negativni, pozitivni, slabotni, normalni, mumificirani, avtoliti¢ni). Odstotek mrtvorojenih

pujskov je 7 do 35 % (Loula, 1991; White, 1992a; Wills in sod., 2000; Taylor, 2006).
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2.4.1.2 Klini¢na znamenja pri merjascih v akutnem obdobju bolezni

V akutni fazi bolezni pri merjascih opazimo nejeS¢nost, apati¢nost, respiratorne motnje,
zmanjSan libido in slabso kvaliteto semena (Feitsma in sod., 1992; Prieto in sod., 1994). Dva
tedna po okuzbi opazimo v semenu manjs$o gibljivost spermijev in poSkodbe akrosomov, zaradi
Cesar je oploditvena sposobnost slabsa (Swenson in sod., 1994; Lager in Halbur, 1996; Prieto
in sod., 1996).

2.4.1.3 Klini¢na znamenja pri sesnih pujskih v akutnem obdobju bolezni

Pri sesnih pujskih v akutni fazi opazimo od 60 do 88 odstotno smrtnost (Hopper in sod., 1992;
Zhou in Yang, 2010). Razlog poviSanega odstotka smrtnosti je v prezgodnji prasitvi, saj so
pujski slabotni in ne morejo sesati, pojavlja se razkreCenost, respiratorne motnje in hemoza, to
je nabrekanje tretje veke, ki sega preko o¢esne reze, opazimo tudi tresavico, veslanje (Loula,
1991) in edem cela (Gordon, 1992). Pojavljajo se anemija, trombocitopenija, krvavitve po

telesu in povis$ana incidenca poliartritisov in meningitisa (Hopper in sod., 1992; White, 1992a).

2.4.1.4 Klini¢na znamenja pri tekacih v akutnem obdobju bolezni

Akutna okuzba z virusom PRRS se pri tekacih kaze kot nejescnost, apati¢nost, hiperemija koze,
otezeno dihanje brez kaslja, najezenost $cetin pa tudi v slabsem dnevnem prirastu. Pogin
tekacev v akutni fazi bolezni je 12 do 15 % (Moore, 1990; White, 1992b) oz. do 70 % pri zelo
virulentnih sevih (Zhou in Yang, 2010).

2.4.1.5 Klini¢na znamenja pri pitancih v akutnem obdobju bolezni

Akutna okuzba z virusom PRRS se pri pitancih izraZza podobno kot pri tekacih (nejeScnost,
apati¢nost, hiperemija koZe, otezeno dihanje brez kaSlja, najeZenost $Cetin). Pogosto so
izrazitejSe sekundarne bakterijske in virusne okuzbe. Izgube v akutni fazi PRRS nastanejo zlasti
zaradi slabse konverzije krme in zato slabsega dnevnega prirasta (White, 1992b). Pri pitancih
so zabelezili 20 % pogin pri zelo virulentnih sevih virusa PRRS (Zhou in Yang, 2010).

2.4.2 Klini¢na znamenja v endemi¢nem obdobju bolezni

Po vnosu virusa na farmo navadno bolezen preide v endemic¢no fazo, ki se kaze kot ponavljajoci
se izbruhi bolezni pri vseh kategorijah prasicev, saj so prasi¢i v razli¢ni imunski fazi. V
endemi¢no okuzeni reji klinicno sliko bolezni najpogosteje opazimo pri kategoriji tekacev

(Keffaber in sod., 1992; Stevenson in sod., 1993). Pri merjascih lahko opazimo slabso kvaliteto
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semena (Zimmerman in sod., 1997). Klinicna znamenja so opazili tudi pri nadomestnih
mladicah, ki $e niso imela stika z virusom in pri merjascih potem, ko so jih prestavili v
plemensko ¢redo, ¢e jih niso predhodno imumnizirali s farmskim podtipom virusa. Pri teh
prasi¢ih se pojavi klini¢na slika akutne okuzbe. V primeru nezadostne biovarnosti pride pri
tekacih, ki nimajo ve¢ kolostralne zascite, do akutnega izbruha bolezni. Virus lahko zakrozi po
farmi in prasici, Ki jim je padel titer protiteles, se ponovno okuzijo (Grosse-Beilage in Grosse-
Beilage, 1992; Steveneson in sod., 1993; Dee in Joo, 1994; Dee in sod., 1996).

V endemicni fazi okuzbe se povisa pogostnost endemskih bolezni pri plemenskih prasicih,
tekacih in pitancih (Loula, 1991; Moore, 1990; Blaha, 1992; Keffaber in sod., 1992; White,
1992a; Stevenson in sod., 1993). Pri okuzbi z virusom PRRS je ve¢ streptokoknih meningitisov,
pogostejsa sta septikemiéna oblika salmoneloze in Glasserjeva bolezen, veckrat se pojavi tudi
eksudativni dermatitis, garje in bakterijska bronhopnevmonija (Zimmerman in sod., 1997,
Taylor, 2006).

2.4.2.1 Klini¢na znamenja pri svinjah v endemi¢nem obdobju bolezni

Reprodukcijske motnje se pojavijo pri negativnih mladicah, ki jih prestavimo v pozitivno ¢redo
in pri svinjah, ki jim je padel titer protiteles. Reprodukcijske motnje v €redi so odvisne od Stevila
okuzenih svinj in mladic ter od ¢asa okuzbe glede na trajanje brejosti (Torrison in sod., 1994).
Pri svinjah v endemicni fazi lahko opazimo 10 do 15-odstotkov manjso oploditev, prezgodnje
prasitve, zmanj$ano Stevilo Zivorojenih pujskov, obCasne abortuse pri 2 do 3 % svinj in

nejescnost (McCawe, 1995).
2.4.2.2 Klini¢na znamenja pri merjascih v endemi¢nem obdobju bolezni
Pri merjascih lahko opazimo slabSo kvaliteto semena (Zimmerman in sod., 1997).

2.4.2.3 Klini¢na znamenja pri sesnih pujskih v endemi¢nem obdobju bolezni

Stevenson in sodelavcei (1993) porocajo, da je bila smrtnost pri sesnih pujskih v endemicni fazi
3 %, vendar je variirala glede na letni ¢as. V zimskem casu se je smrtnost povecala na 7 do 16

%. Navadno pa se bolezen pri sesnih pujskih ne pojavi, saj jih pred okuzbo $¢itijo kolostralna
protitelesa.
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2.4.2.4 Klini¢na znamenja pri tekacih v endemi¢nem obdobju bolezni

Klini¢na oblika bolezni v endemi¢ni fazi je najpogostejsa pri tekacih starih 4 do 12 tednov. Do
pojava klini¢nih znakov pride zaradi padca kolostralne zascite in okuzbe z virusom PRRS. Pri
tekacih traja viremija 3 do 4 tedne. Imajo respiratorne motnje in slabse prirasé¢ajo. Pogin je 12
do 20-odstotkov in to navadno 2 do 3 tedne po odstavitvi (Keffaber in sod., 1992; Stevenson in
sod., 1993).

2.4.2.5 Klini¢na znamenja pri pitancih v endemi¢nem obdobju bolezni

V endemicni fazi okuzbe se povisa incidenca sekundarnih bakterijskih in virusnih bolezni pri
pitancih. Pitanci v endemi¢nem obdobju slabse priraséajo in slabSe izkoris¢ajo krmo (Loula,
1991; Moore, 1990; Blaha, 1992; Keffaber in sod., 1992; White, 1992a; Stevenson in sod.,
1993).

2.5 PATOMORFOLOSKE SPREMEMBE

Patomorfoloske spremembe zaradi PRRS so najpogostejse pri mladih pujskih. Te spremembe
opazimo 4 do 28 DPO v pljucih in bezgavkah, kjer se virus razmnozuje (Dee in sod., 1992;
Halbur in sod., 1995; Rossow in sod., 1995). Jakost in razporeditev patoloskih sprememb sta
odvisni od virulentnosti virusnega seva, kateremu so bili prasi¢i izpostavljeni. PatomorfoloSke
spremembe lahko kazejo na okuzbo z virusom PRRS, vendar niso znacilne, ker lahko Stevilni
drugi povzrocitelji, kot so virusi in bakterije, povzrocajo podobne spremembe. Zato mora biti

diagnoza PRRS vedno podprta z dokazom povzrocitelja (Mengeling in Lager, 2000).

2.5.1 Makroskopske spremembe

Intersticijska pljucnica se pojavi 3 do 28 DPO in je najbolj izrazena 10 do 14 DPO (Mengeling
in Lager, 2000). Pri poginjenih svinjah pogosto ugotovljamo edem plju¢, cistitis in nefritis
(Hopper in sod., 1992; White, 1992a). Bezgavke postanejo sive in se povecajo. Taksne ostanejo
Sest ali ve¢ tednov po okuzbi (Mengeling in Lager, 2000). Na plodovih lahko opazimo edem
okrog ledvic, edem ligamenta vranice, edem mezenterija, ascites, hidrotoraks in krvavitve po
popkovnici (Dee in sod., 1992; Duran in sod., 1992; Lager in Halbur, 1996).
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2.5.2 Mikroskopske spremembe

Pljucne alveole so polne makrofagov, limfocitov in plazmatk, lahko pa v njih najdemo tudi
ostanke celic in serozno teko¢ino. (Done and Paton, 1995; Pol in sod., 1991). Mikroskopske
spremembe so najbolj izrazene v germinativnih srediS¢ih bezgavk, ki so izpraznjena in
nekroticna. Devet dni ali ve¢ po okuzbi lahko ugotovimo blag do zmerno moc¢an multifokalni
limfohistiocitni vaskulitis in perivaskularni miokarditis (Halbur in sod., 1995, 1996; Rossow in
sod., 1995). Blago limfohistiocitno vnetje malih in velikih mozganov ter podaljSane hrbtenjace
lahko opazimo 7 ali ve¢ dni po okuzbi (Collins in sod., 1992; Rossow in sod., 1995; Halbour in
sod., 1996; Thanawonggnuwech in sod., 1997). Blago kopicenje limfocitov in histiocitov
ugotovimo okrog glomerulov in tubulov skorje ledvic (Rossow in sod., 1995; Cooper in sod.,
1997). Migetalke epitela nosne sluznice manjkajo, epitelne celice so edematozne (Collins in
sod., 1992; Rossow in sod., 1995). Miometrij in endometrij sta edematozna, z infiltrati
limfocitov in histiocitov okrog krvnih Zil (Christianson in sod., 1992; Lager in Halbur, 1996).
Sedem do 25 dni po okuzbi lahko opazimo atrofijo zvitih semenskih cevk zaradi povecane

apoptoze zarodnih celic (Sur in sod., 1997).
2.6 IMUNSKI ODZIV PRI OKUZBI Z VIRUSOM PRRS

Loc¢imo dva genotipa virusa PRRS in velja, da je imunski odziv na okuzbo pri obeh genotipih
virusa enak (Murtaugh in sod., 2002). Pri tem pride do razvoja tako celi¢ne kot humoralne
obrambe. Odziv na okuzbo z virusom PRRS se pri¢ne z aktivacijo naravne obrambe v
citoplazmi okuZenih makrofagov. Zaradi virusa se alveolarni makrofagi in makrofagi drugih
tkiv poskodujejo, imajo krajso zivljenjsko dobo in postanejo manj aktivni. Pospesi Se izlo¢anje
dejavnikov tumorske nekroze a (TNFa), ki povzro¢i nabrekanje endotelnih celic kapilar, kar
privede do prehajanja plazemskih proteinov v tkivo (Choen in sod., 2001Suardhat in
Thanawongnuwech, 2003). Virus PRRS tako povzro¢i neposredno apoptozo, se pravi
programirano smrt okuzenih celic, kot tudi posredno smrt celic v okolici okuzenih celic.
Najvi§jo raven celic, ki odmirajo na omenjen nacin, je zaznati od 10 do 14 DPO
(Sirinarumitretal., 1998). Apoptoza celic stimulira izloCanje citokinov, aktivacijo celic B v
limfati¢énem tkivu in zmanj$ano fagocitozo zaradi poskodbe ali unicenja makrofagov, zato je
ve¢ moznosti za nastanek septikemije (Labarque in sod., 2000; Suarez, 2000). Zaradi izloCanja
protivnetnih citokinov, to so interferon a in y (INFa in INF-y), dejavnik tumorske nekroze
(TNFa) in pa interleukini 1, 6, 10, 12 (IL-1, IL-6, IL-10, IL-12), pride do levkocitoze in
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aktivacije celi¢nega imunskega odziva, kar ima za posledico upocasnjeno razmnozevanja virusa
(Van Reeth in sod., 1999, Choen in sod., 2001; Suardhat in Thanawongnuwech, 2003). Vendar
pa je odziv preko interferona in vnetnih citokinov §ibak in sprozi $ibko nespecificno obrambo,
zaradi Cesar je Cas viremije dalj$i, celi¢ni imunski odziv pa kratkotrajen. Pocasen je namreé
razvoj celic, ki se odzovejo z izloCanjem INF-y (Albina in sod., 1998; Buddaert in sod., 1998;
Van Reeth in sod., 1999; Meier, 2000).

Kljub 20-letnim raziskavam Se vedno ostaja veliko odprtih vprasanj glede celostne slike
imunskega odziva na okuzbo z virusom PRRS. Ni jasno, kateri strukturni protein virusa
povzro¢i nastanek imunosti, $¢ vedno ni razjasnjena navzkrizna zaséita proti posameznim
sevom virusa PRRS, prav tako v celoti ne razumemo mehanizma imunskega odziva, ki povzroci
zaS¢ito proti virusu PRRS ter kakSen je mehanizem ohranjanja spominskih celic za

dolgotrajnej$o imunost (Murtaugh in Genzow, 2011).

celokupna protitelesa

\ koli¢ina virusa v tkivih
[l nevtralizacijska protitelesa

/ potek viremije
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ZGODNJ/_X FAZA protitelesa, ki nastajajo
OKUZBE od 7 do 14 dni po okuzbi
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¢im mlajsi pujski, tem daljsa je viremija; koncani viremiji IMUNSKEGA ODZIVA

trajanje viremije je verjetno odvisno tudi od seva virusa

Slika 5: Imunski odziv proti virusu PRRS (prirejeno po F.Osorio. Nebraska University).

Figure 5: The immune response against PRRSV (modified from F. Osorio, University of Nebraska).
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2.6.1 Protitelesna imunost

Specifi¢na protitelesa razreda M proti virusu PRRS pri prasi¢ih lahko dokazemo ze od 5 do 7
DPO, vendar pa pri veéini prasi¢ev pride do serokonverzije okoli 14 DPO. IgM doseZejo vrh
od 14 do 21 DPO, nato pa titer hitro upada, tako da med 35 in 42 DPO ta protitelesa niso ve¢
dokazljiva (Loemba in sod., 1996; Joo in sod., 1997; Mourtagh in sod., 2002). Specifi¢cne 1gG
lahko dokazemo najprej 7 do 10 DPO (Yoon in sod., 1994; Loemba in sod., 1996; Labarque in
sod., 2000), vrh doseZejo 21 do 49 DPO, pri ¢emer visoka raven protiteles traja nekaj mesecev,
nato pa pocasi upada do priblizno 300 DPO (Nielsen in Betner, 1997; Drew, 2000; Zimmerman
in sod., 2012, Mateu in Diaz, 2008). V raziskavi, ki so jo opravili Lager in sodelavci (1997), so
v poskusu z divjim virusom PRRS okuzili 11 svinj, bodisi intranazalno bodisi intrauterino, nato
so jih pripuscali glede na njihov naravni cikel (143. dan do 514. dneva). V 90. dnevu brejosti
so jih ponovno oronazalno okuzili z istim sevom virusa PRRS. Dokazali so, da so bile svinje
za$Citene proti homolognemu sevu virusa PRRS vsaj 604 dni po eksperimentalni okuzbi, ker
so do takrat lahko dokazovali specifi¢na protitelesa razreda G. Desrosiers in Boutin (2002) pa
sta ugotovila, da je bila tretjina svinj v plemenski ¢redi serolosSko pozitivnih e 20 mesecev po

okuzbi z divjim virusom PRRS.

Casovno obi¢ajen specifi¢en protitelesni odziv (IgM in IgG) pa se ne ujema z razvojem
nevtralizacijskih protiteles (NP) (slika 5). Nevtralizacijska protitelesa pripadajo razredu G in se
kot del prej omenjenega protitelesnega odziva pojavljajo v krvi v razliénih obdobjih in sicer od
9 DPO (Yoon in sod., 1994) ali 21 DPO (Loemba in sod., 1996; Eichhorn in Frost, 1997) kot
tudi 28 DPO (Murtaugh in sod., 2002; Mateu in Diaz, 2008). NP lahko dokazujemo od 28 DPO
tako po okuzbi z virusom genotipa 1 kot po okuzbi z virusom genotipa 2. Nevtralizacijska
protitelesa se razvijejo predvsem proti antigenu GP5 (glikoprotein 5), ker ta vsebuje najvec
nevtralizacijskih epitopov. Poleg GP5 pa vsebujeta antigena GP4 in M ter GP3 nekaj takSnih
epitopov, ki pa nimajo vecjega pomena pri razvoju NP (Ostrowski in sod., 2002; Plagemann in
sod., 2002; Wissink in sod., 2003; Mateu in Diaz, 2008). NP ostajajo v krvi daljSe obdobje (do
356 DPO), vendar v manjsi koli¢ini (Yoon in sod., 1995; Lemba in sod., 1996; Labarque in
sod., 2000). Eksperimentalno je bilo dokazano, da se odziv z NP zelo razlikuje individualno,
od praSica do praSica. Prva NP so dokazali ze 9. dan pri dveh pra$i¢ih od osmih in nato so do
28. DPO dokazali NP pri vseh prasi¢ih. V $tudiji, ki je trajala 105 dni so dokazali, da koli¢ina
NP variira v titru od 1:8 do 1:256 (Yoon in sod., 1995; Loemba in sod., 1996). Murtaugh in
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sodelavci (2002) pa so ugotovili, da polovica prasi¢ev, okuzenih z virusom PRRS sploh ni
razvila NP. Tako pomen NP pri prepreCevanju okuzbe in za$€iti pred PRRS v naravnih
razmerah Se ni popolnoma razjasnjena (Batista in sod., 2004; Murtaugh, 2012). Zaradi
hkratnega dokaza NP in virusa PRRS v krvi okuZenih prasi¢ev domnevajo, da samo NP ne
zagotavljajo zascite proti virusu PRRS (Murtaugh in sod., 2002). Nekateri avtorji navajajo, da

se viremija pojavi kljub NP in da ne zavirajo razmnozevanja virusa (Yoon in sod., 1996).

Pojav nevtralizacijskih protiteles v pljutnem tkivu in serumu je razmeroma pozen glede na
Sirjenje virusa tako v pljucih kot v serumu (Loemba in sod., 1996; Molitor in sod., 1997). V
plju¢nem tkivu je najve¢ virusa od 7 do 9 DPO, v serumu pa okoli 11 DPO (Labarquet in sod.,
2000; Greiner in sod., 2000; Samsom in sod., 2000), kar pomeni, da se NP pojavijo Sele 2 tedna
kasneje. Zaradi pocasne sinteze NP naj bi imela ostala protitelesa veéji vpliv na razvoj PRRS.
Dokazano je bilo, da protitelesa, ki niso nevtralizacijska, oblozijo virus, zaradi Cesar ga
makrofagi po fagocitozi ne morejo razgraditi in tako se virus v makrofagih ohrani ter
razmnozuje naprej. Ta fenomen je znan kot »antibody-dependent enhancement (ADE)« (Mateu
in Diaz, 2008; Murtaugh in Genzow, 2011). Protitelesa proti antigenu GP5 in N pospesujejo
ADE. Imunski odziv s protitelesi, ki niso nevtralizacijska, tako lahko predstavlja neke vrste
trojanskega konja, saj tovrstna protitelesa obdajo virus PRRS in pospesijo vstopanje virusnih
delcev v makrofage iz katerih se nato po razmnozevanju izlo¢i Se vecja koli¢ina virusa (Mateu
in Diaz, 2008).

NP preprecijo okuzbo makrofagov z virusom PRRS in vitro (Delputte in sod., 2004). In vivo pa

NP zasc¢itijo svinje (titer NP 1:16) pred reprodukcijskimi motnjami, blokirajo transplacentarno
okuzbo in zas¢itijo pujske pred okuzbo z virusom PRRS (Osorio in sod., 2002). Titer NP 1:8 je
tako pri pujskih preprecil viremijo, popolno imunost, se pravi nedovzetnost za okuzbo pa so
dosegli s titrom NP 1:32 (Lopez in sod., 2007). Cepivo, ki bi induciralo NP v titru 1:32, bi
teoreticno lahko zascitilo praSice pred PRRS in bi bilo klju¢no pri izkoreninjenju bolezni

(Mateu in Diaz, 2008).
2.6.2 Celi¢na imunost

Celi¢ni imunski odziv je pomemben pri odstranjevanju celic, okuzenih z virusom. Prav to velja
tudi za okuzbo z virusom PRRS. Limfociti T izraZajo na svoji povrsini razliéne membranske

molekule. Glede na izrazanje molekul CD4 in CDS8 razdelimo limfocite T v dve funkcionalni
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subpopulaciji. Celice T pomagalke, ki izrazajo molekule CD4, njihovo prepoznavanje
antigenov in posledi¢na aktivacija je povezana s kompleksom antigen - molekula MHCII
(Major Histocompatibility Complex II). Po aktivaciji se celice T pomagalke klonsko mnozijo,
nato pa se diferencirajo v efektorske in spominske celice. Efektorske celice T pomagalke
izloCajo razlicne citokine, ki imajo osrednjo vlogo pri aktivaciji limfocitov B, citotoksi¢nih
limfocitov T ter pri aktivaciji drugih celic, vklju¢enih v imunski odziv (Kuby, 1997, Alberts in
sod., 1994). Glede na vrsto citokinov, ki jih izlo¢ajo CD4" celice, jih razdelimo na celice Thl
in Th2. Citokine IFN-y, TNF-$ in IL-2 sintetizirajo celice Thl in aktivirajo pretezno

citotoksi¢ne celice T ter makrofage, kar je tesno povezano s celi¢no imunostjo.

Citotoksi¢ni limfociti T izraZzajo na membrani molekule CD8, prepoznavanje antigenov in
njihova aktivacija pa je omejena na sklop antigen-molekula MHC 1 na lastnih celicah telesa.
Aktivirane celice T CD8" se tako po prepoznavi antigena diferencirajo v efektorske celice, ki
ubijajo in odstranjujejo spremenjene in okuzene lastne celice, izlo¢ajo pa le malo citokinov

(Kuby, 1997).

Navzoc¢nost razli¢nih antigenov sprozi aktivacijo mirujo¢ith makrofagov, njihovo aktivnost pa
pospesujejo Se citokini, ki jih izlo¢ajo aktivirane celice CD8" (najucinkovitej$i med njimi je
IFN-y), mediatorji vnetja in nekatere strukture bakterijske stene. Aktivirani makrofagi
odstranjujejo patogene mikrobe s fagocitozo, poleg tega pa v velikih koli¢inah izlocajo
mediatorje vnetja in citotoksi¢ne proteine. Sposobni so aktivirati celice CD8, na svoji povrsini
pa v velikih koli¢inah izrazajo molekule MHCII in tako ucinkovito predstavljajo antigene
(Kuby, 1997, Roitt in sod., 1998). Prav te funkcije makrofagov pa so zaradi virusa PRRS v

njihovi citoplazmi mo¢no okrnjene.

Virus PRRS preko tega moti pravilno predstavitev antigenov virusa in posledi¢no aktivacijo
limfocitov T, kot tudi pravilno izlo¢anje citokinov. T-celi¢ni receptor lahko prepozna le antigen,
ki je predstavljen v sklopu molekul MHC. Domnevajo, da virus PRRS zmanj$a izraZzanje MHC
I kot tudi MHCII na dendriti¢nih celicah, ki so poglavitne antigen predstavitve celice, zato
imajo okuZene dendriti¢ne celice slabSo predstavitveno sposobnost. PRRS naj bi tako
zmanjseval u¢inkovitost naravne obrambe zaradi slabsega izlocanja citokinov in posledi¢no
slabse dejavnosti makrofagov in dendriti¢nih celic kot tudi zaradi spremenjenega izrazanja

molekul, ki sodelujejo pri predstavitvi antigena.



M. Stukelj: Eliminacija prasi¢jega reprodukcijskega in respiratornega sindroma. .. 45
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija

Pri okuzbi z virusom PRRS je proliferacija specifi¢nih limfocitov T Sibka in jo opazimo 4 tedne
po okuzbi, kar sovpada s pojavom NP protiteles. Njihovo stevilo doseze vrh 7 tednov po okuzbi,
upadati pa pricne 11 tednov po okuzbi. Pri ponovni okuzbi z virusom PRRS pride do
proliferacije limfocitov T in poviSanja njihovega nivoja hitreje kot pri prvi okuzbi (Nielsenin
Batner, 1997). Razlago blagega T limfocitnega odziva gre iskati v podaljSanju virusne okuZzbe,
v domnevi, da virus PRRS zavira prepoznavanje okuzenih makrofagov s strani citotoksi¢nih
celic T, pa tudi v dejstvu, da citokinsko okolje okuzenega organizma ni najprimernejSe za razvoj

ucinkovitega imunskega odziva (Meier in sod., 2003).

Pomembna citokina pri okuzbi z virusom PRRS sta v glavnem INF-y, redkeje IL-2. Prve
raziskave so pokazale, da virus PRRS zavira produkcijo INF-a in povzroc¢i, da ni odziva
naravne obrambe proti virusu v plju¢nem tkivu po okuzbi (Albina in sod., 1998; Van Reeth in
sod., 1999). Raven INF-a v plju¢nem tkivu je precej nizja pri okuzbi z virusom PRRS v
in sod., 1999). Pri okuzenem prasicu koli¢ina celic, ki izlocajo INF-y sovpada s koli¢ino celic,
ki izlocajo INF-a. Natan¢en mehanizem kako virus PRRS zavira izlo€anje INF-a ni poznan
(Mateu in Diaz, 2008). Rezultati $tudij kazejo, da imajo razli¢ni izolati virusa PRRS genotipa
1 razlicen vpliv na izlo¢anja INF-a, IL-10 in IL-12. Zaradi slabSega izlo¢anja INF-a je torej

slabsi razvoj celic Thl in posledi¢no zavrta celi¢na imunost (Mateu in Diaz, 2008).

Po okuzbi tako z virusom PRRS genotipa 1 in genotipa 2 koncentracija IL-10 naraste v
perifernin  mononuklearnih celicah, kot tudi v bronhoalveolarni teko¢ini, pridobljeni z
izpiranjem (Suardhat in Thanawongnuwech, 2003). Monociti naj bi bili torej glavni vir IL-10
pri okuzbi z virusom PRRS (Charerntantanakul in sod., 2006). Povisana koncentracija IL-10
zavira izloCanje citokinov Th-1, celic molekul MHC Il in kostimulatornih molekul na
makrofagih, kar vodi do manj u¢inkovitega celi¢cnega imunskega odziva proti virusu PRRS, IL-
10 pa pospesuje proliferacijo limfocitov B ter sintezo protiteles. Pri prasi¢ih cepljenih s
cepivom, ki spodbuja izlo¢anje IL-10, so tako dokazali manjSo koli¢ino celic, ki izlo¢ajo INF-
Y v primerjavi s prasic¢i, ki so bili cepljeni s cepivom, ki ni stimuliralo izlo¢anja IL-10 (Diaz in
sod., 2006). Koli¢ina IL-10 usmeri imunski odziv, bodisi v protitelesni, bodisi v celi¢ni imunski

odziv, ki je, kot se kaze, zelo pomemben pri zajezitvi okuzbe, oz. pri nadaljnjem poteku bolezni.

Celi¢ni imunski odziv je torej zelo spremenljiv in niha od neznatnega do mo¢no izrazenega

(Zimmerman in sod., 2012). Batista in sodelavci (2004) navajajo, da visoka koncentracija INF-
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v pomaga odstraniti virus, saj se razvije celicna imunost. Celice, ki izlo¢ajo vecje koli¢ine INF-
Y po okuzbi z virusom PRRS so dokazali ze 14 DPO, njihov vrh pa 50 DPO. Izlo¢anje INF-y je
ostalo na nizki ravni celo do 135 DPO. To je v nasprotju z ugotovitvami Meierja in sodelavcev
(2000), ki so dokazali, da celic, ki izlo¢ajo INF-y po okuzbi z virusom PRRS, niso zaznali 8 ali
celo 10 tednov po okuzbi. Koli¢ina INF-y je zacela nara$cati Sele 9 do10 mesecev po okuzbi ter
ostala na visoki ravni do dveh let po okuzbi. V $tudiji, ki so jo Meier in sodelavci (2003) opravili
tri leta kasneje, so ugotovili 3 tedne po cepljenju z zivim oslabeljenim virusom PRRS genotipa
2 celice, ki so izlo¢ale INF-y. V naslednjih 10 tednih so v periferni krvi dokazali s testom
ELISPOT od 50 do 100 mononuklearnih INF-y izlo¢ajocih celic na milijon »Peripheral Blood
Mononuclear Cells » (PBMC). V naslednjih 48 tednih pa je koli¢ina INF-y izlo¢ujocih celic
narasla na 400 do 500 celic na milijon PBMC. INF-y izlo¢ujoce celice so bile povecini CD4" in
CD8" celice. Ob vsem tem so ugotovili tudi zakasnitev v razvoju INF-y izlo¢ujocih celic pri
cepljenju s cepivom, ki je vsebovala virusa PRRS genotipa 1. Za primerjavo, pa so Ze tri tedne
po cepljenju proti bolezni Aujeszkega dokazali 200 do 300 INF-y izlo¢ujocih celic na milijon
PBMC. Koli¢ina celic, ki izloajo INF-y s starostjo prasica naras¢a, vendar ni povezana z
okuzbo s PRRS (Klinge in sod., 2009), temve¢ najverjetneje z zorenjem imunskega sistema pri

prasi¢u, saj se PRRS pojavlja pri razmeroma mladih Zivalih, ¢e gledamo v bioloskem smislu.
2.6.3 Navzkrizna zascita

Velika genetska razlika med virusi PRRS genotipa 1 in genotipa 2 pomembno vpliva na
strategijo zascite proti virusu PRRS. Prvo zivo oslabelo vakcino so razvili 1994 za uporabo v
Spaniji. Vakcina je vsebovala inaktiviran virus PRRS genotipa 1. Kasneje istega leta so razvili
prav tako zivo oslabelo vakcino za genotip 2 (Mengeling, 2005). Nato je sledil razvoj vakcin,
ki so vsebovale bodisi genotip 1 ali genotip 2. Se vedno ni pojasnjena u¢inkovitost v primeru
heterolognosti znotraj istega genotipa (Mengeling, 2005). Roca in sodelavci (2012) so
vakcinirali 3 tedenske pujske z oslabelo Zivo vakcino genotipa 1, nato so po 6 tednih pujske
intranazalno okuzili z divjim sevom virusa PRRS genotipa 2 (1x10° TCIDso/ml). Po 21 dneh so
ugotovili, da noben od predhodno vakciniranih prasi¢ev ni poginil, medtem ko sta pri
nevakciniranih praSi¢ih poginila 2 od 8. Vakcinirani prasi¢i so imeli poviSano rektalno
temperaturo do 12 dne in temperatura nikoli ni presegla 40 °C, nevakcinirani prasici pa so imeli
povisano rektalno temperaturo (najvisja vec kot 41 °C) dalj kot 14 dni po okuzbi. Vakcinirani

prasic¢i so imeli boljsi prirast (13,4 proti 6,6 kg), pri 4 od 8 vakciniranih pujskih so ugotovili
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intersticijsko pljucnico, pri nevakciniranih prasicih pa so jo potrdili pri 5 od 8 pregledanih. Pri
vakciniranih prasi¢ih so bili 14 dni po inokulaciji viremi¢ni 3 od 8, v nevakcinirani skupini pa
6 od 8. Ugotovili so, da je navzkrizna zaS¢ita med razlicnima genotipoma delna. Oppriesnig in
sodelavci (2007) so prisli do podobnih ugotovitev, da gre za delno navzkrizno zascito po okuzbi
s heterolognim sevom genotipa 2, ki so ga uporabili pri imunizaciji in kasnej$i okuzbi.
Predhodno imunizirani prasi¢i so imeli statisticno znacilno manj klini¢nih znakov ter manj
makroskopskih in mikroskopskih sprememb. Kar ponovno potrjuje, da gre kljub heterolognosti
za delno navzkrizno zas¢ito (Murtaugh in Genzow, 2011). Mengeling in sodelavci (2003) so
dokazali, da so praSici, ki so bili vakcinirani z zivo atenuirano vakcino genotipa 2 in po 21 dneh
okuzeni s homolognim virulentnim sevom, popolnoma zas¢iteni, Se pravi, da pri njih ni prislo

do viremije.

Cilj u¢inkovite vakcine je popolna zascita proti heterolognim podtipom virusa. V ta namen so
poskusili izdelati delecijsko vakcino, ki naj bi spodbudila imunost proti heterolognim sevom
virusa PRRS, vendar so bili rezultati slabi (Prieto in sod., 2009; Kimman in sod., 2009; Martelli
in sod., 2009; Meng, 2000; Mengeling in sod., 2000;). Atenuirana heterologna vakcina pa je
vendarle do neke mere u¢inkovita, saj omili bolezen, skrajsa trajanje viremije in zavira Sirjenje
virusa (Murtaugh in Genzow, 2011). Vse nasteto je posledica celicnega imunskega odgovora
in pojava nevtralizacijskih protiteles (Diaz in sod., 2006; Martelli in sod., 2009). Ugotovili so
tudi, da komercialne vakcine, ki vsebujejo en sev virusa PRRS, niso ucinkovite ali pa so le
deloma ucinkovite, kadar so pra8i¢i okuzeni z genetsko razlicnim podtipom virusa PRRS
(Kimman in sod., 2009), kar govori o delni navzkrizni zasciti med genotipi in podtipi virusa
PRRS (Murtaugh in Genzow, 2011).Vpliv na u¢inkovitost vakcine, kjer v reji krozi drug podtip
virusa, kot ga vsebuje vakcina, je precej bolj zapleten kot samo vprasanje o genetski sorodnosti
(Mateu in Diaz, 2008; Prieto in sod., 2008). To so ugotovili na podlagi Studije, ki so jo izvedli
Diaz in sodelavci (2006). Prasice so cepili z vakcino, ki je vsebovala virus genotipa 1 in nato
okuzili s sevom, ki je bil 92 do 96-odstotkih soroden vakcinalnemu sevu. Ugotovili so slabso
imunost pri inokulaciji s sevom, ki je bil bolj v sorodu z vakcinalnim sevom, medtem ko je po
okuzbi z manj sorodnim sevom sledila boljsa imunost zaradi vecjega Stevila celic, ki izlo¢ajo
IFN-y. To pomeni, da je pri heterologni zas¢iti sposobnost posameznega seva virusa, da sprozi
dovolj mocan celi¢ni imunski odziv pomembnejsa kot genetska sorodnost med vakcinalnim in

divjim sevom virusa (Mateu in Diaz, 2008).
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2.6.4 Maternalna imunost

Maternalna protitelesa naj bi imela precej kratko trajanje. V raziskavi, ki so jo opravili
Zimmerman in sodelavci (2006), so dokazali, da je 12 do 44 % pujskov imelo maternalna
protitelesa do 3. tedna starosti, samo 2 do 16 % pa do 5. tedna starosti. Medtem ko Murtaugh
in sodelavci (2002) porocajo, da naj bi se maternalna protitelesa ohranjala 6 do 8 tednov starosti.
Po padcu titra maternalnih nevtralizacijskih protiteles so pri tekacih v okuZzeni reji pogosto

dokazali virus PRRS (Chung in sod., 1997).
2.6.5 Imunosupresija

Virus se razmnozuje v alveolarnih makrofagih, zaradi Cesar je prizadeta prva obrambna linija v
pljucih. Zato so sklepali, da virus deluje imunosupresivno (Murtaugh in sod., 2002). Klini¢ne
Studije so pokazale, da virus PRRS vpliva imunosupresivno na gostiteljev odgovor ob
sekundarnih okuzbah. Ta sklep so utemeljili na podlagi dveh opazanj in sicer, da so sekundarne
okuzbe pogoste pri PRRS in da je eksperimentalna okuzba z virusom PRRS povzrocila hujso
omenjeni Studiji so ugotovili pri okuzbi z obema patogenima virusoma visjo raven IL-6, IL-12
in IL-10. Prav tako se je povecala koli¢ina limfocitov T, mieloidnih celic in T1 pomagalk. Tudi
patoloskoanatomske spremembe so bile izrazitejSe pri okuzbi z obema povzroc€iteljema. Prav
tako se pri PRRS poveca incidenca okuzb s S. suis, B. bronchiseptica, M. hyopneumoniae, H.
parasuis in $e nekaterih drugih bolezni ter parazitoz (Galina in sod., 1994; Solano in sod., 1997,
Thacker in sod., 2000; Thanawongnuwech in sod., 2004b).

Murtaugh in sodelavci (2002) trdijo, da okuzba z virusom PRRS ne ovira mehanizma naravne
obrambe, kamor sodi fagocitoza (Segales in sod., 1998) prav tako ni motena genska ekspresija
vnetnih citokinov. Murtaugh (2012) navaja, da izraZanje citokinov kot so IL 10, IL-4 naj ne bi
bilo znamenje imunosupresivnega delovanja virusa PRRS, saj koli¢ina IL-10 ni bila v korelaciji
s koli¢ino virusa v krvi pri okuzbi prasi¢ev z malo in zelo virulentnim sevom PRRS. Trditev o
sistemskem poslabSanju gostiteljeve imunosti ob prisotnosti virusa PRRS po mnenju nekaterih
avtorjev ni dokazana (Albina in sod., 1998). Prav tako so nekateri avtorji ugotovili, da virus
PRRS ni imunomodulator in ne u¢inkuje imunosupresivno (Beilage, 1995; Albina, 1997a,

1997b; Molitor, 1997; Drew, 2000; Mourtaugh, 2012).
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2.7 DIAGNOSTIKA
Diagnostika PRRS temelji na;

e subjektivnih informacijah: zgodovina, klini¢ni znaki, makroskopske in mikroskopske
spremembe,

e objektivnih informacijah: proizvodni rezultati, dokaz virusa, dokaz protiteles
(Zimmerman in sod., 2006; 2012).

Za diagnosti¢ne preiskave se odlo¢imo v ¢redah z reproduktivnimi motnjami v plemenski ¢redi in
respiratornimi boleznimi pri vseh kategorijah prasi¢ev. Pri akutnem izbruhu PRRS pogine v ¢redi
5 do 10 % svinj, pregoni se jih do 50 % in abortira jih 10 do 50 %, 25 % svinj prasi 110 dan brejosti.
Mumificiranih plodov je 21,7 %, pogine pa 43,3 % sesnih pujskov, 28 % odstavljencev in 26,9 %
pitancev. Zraven tega belezimo slabsi prirast in slabso konverzijo krme (Pejsak in Markowska-
Daniel, 1997; Mengeling in Lange, 2000).

Na podlagi klini¢nih znakov lahko postavimo le sum na PRRS, saj ni tipi¢nih kliniénih znakov in
pri patoloskoanatomskem pregledu ne najdemo znadilnih sprememb. Diferencialno diagnosti¢no
hemaglutinacijskega encefalomielitisa, virus psevdorabiesa (virus Aujeszkyjeve bolezni), virus
prasi¢je influence, cirko virus tip 2, enterovirus, virus klasi¢ne prasi¢je kuge, citomegalovirus in
leptospira (Zimmerman in sod., 2012). Vzporedne ali sekundarne okuzbe zabrisejo in zapletejo

klini¢no sliko PRRS. Dokoné¢na potrditev bolezni temelji na laboratorijski diagnostiki (Batista,

2005).

Velikost vzorca za potrditev bolezni je odvisna od velikosti ¢rede, predvidene prevalence bolezni
in odstotka Zelene verjetnosti. Collins in sodelavci (1996) navajajo, da z odvzemom 30 vzorcev
lahko s 95 % verjetnostjo trdimo, da je prevalenca bolezni vecja kot 10 %, pri vzorcenju 10 vzorcev
pa lahko s 95 % verjetnostjo trdimo, da je prevalenca ve¢ja kot 30 %. Danski sistem vzoréenja pa
predpisuje, da na farmi, kjer je ve¢ kot 50 plemenskih svinj oz. 200 pitancev odvzamemo vzorce
krvi 20 prasicem, na farmi z manj kot 50 plemenskih svinj pa 10 prasicem (Mortensen in sod.,
2002). Cannon in Roe (1982) sta naredila tabelo, ki predpisuje, kako velik mora biti vzorec, da
lahko dokazemo bolezen na podlagi 5, 10 in 20-odstotne prevalence. Ne glede na velikost crede
zadosca 10 vzorcev, da lahko z 90 % verjetnostjo trdimo, da je prevalenca bolezni ve¢ kot 20 % oz.

13 vzorcev, da lahko s 95 % verjetnostjo trdimo, da je prevalence bolezni ve¢ kot 20 %.
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2.7.1 Dokaz virusa
2.7.1.1 Dokaz antigena z metodo imunohistokemije

Protein kapside virusa PRRS lahko v citoplazmi okuzene celice dokazemo z dvema
imunohistokemijskima metodama (IHC). To sta imunofluorescenéni test (IF) in
imunoperoksidazni test (IP). Pri obeh metodah je optimalni ¢as za dokaz antigena 4 do14 DPO,
ve¢ dokazati (Yeager, 2002). Pljuca, srce, ledvici, bezgavke, vranica, timus in tonzile so
najprimernej$i organi za omenjeni imunohistokemijski metodi. IP se lahko izvede tudi na
vzorcih, fiksiranih v 10 % formalinu. IF je hitrej$a, vendar za izvedbo te metode potrebujemo
sveze tkivo. Najprimernejsi organ so pljuca (zamrznjena), uporabimo lahko tudi pljucni izpirek
(Zimmerman in sod., 2006; 2012). Pri obeh testih potrebujemo specificna protitelesa za dokaz

antigena virusne kapside v citoplazmi okuzene celice (Yeager, 2002; Mengeling in Lager,

2000).
2.7.1.2 lzolacija virusa

Izolacija virusa PRRS je uspeSnejsa pri mlajsih prasicih, kajti pri njih se virus zadrZzuje dalj casa
v vecjih koli¢inah (Wills in sod., 2003). Pri sesnih pujskih in tekacih traja viremija 28 do 42
DPO, pri svinjah in pitancih pa 7 do 21 DPO (Christopher-Hennings in sod., 1995; Christopher-
Hennings in sod., 2001). Tako je pri mlajsih prasi¢ih koli¢ina virusa najvecja 4 do 7 DPO, nato
titer pada do 42 DPO. Virus lahko dokazemo tudi v slini do 42 DPO (Christopher-Hennings in
sod., 1995; Wills in sod., 1997), v tonzilah do 130 DPO in v bezgavkah 157 DPO (Wills in sod.,
2003). Vzorec za izolacijo virusa je treba nemudoma po odvzemu Shraniti na 4 °C in ga poslati
v laboratorij v 24 do 48 urah (Jacobs in sod., 2010). Virus je obcutljiv za visoke temperature,
saj se je infektivnost virusa zmanjSala za 50 % po inkubaciji 12 ur pri 37 °C. Virus je povsem
izgubil kuznost po inkubaciji 48 ur pri 37 °C oziroma v 45 minutah pri temperaturi 56 °C
(Benfield in sod., 1992).

Virus lahko izoliramo na plju¢nih alveolarnih makrofagih (PAM) in pa na celi¢nih linijah CL-
2621, MARC-145, PK-15 in MA-104 (Benfield in sod., 1992). Virusi PRRS genotipa 1 se
razmnozujejo na PAM, medtem ko virusi genotipa 2 tako na PAM kot na MARC-145 in ostalih
celi¢nih linijah. Virus PRRS povzroca citopatski efekt (Botner in sod., 1994).
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2.7.1.3 Dokaz virusne nukleinske kisline

Za dokaz nukleinske kisline virusa PRRS se uporabljajo razlicne molekularne metode.

Molekularne metode so bolj ob¢utljive kot izolacija virusa, IF in IP (Martinez in sod., 2008).

Metoda reverzne transkripcije in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR) je najpogosteje
uporabljena metoda za dokaz virusa PRRS v tkivu, serumu ali semenu okuzenih Zzivali. Je zelo
specifi¢na in zelo obcutljiva. Seme naj bi veljalo kot »tezaven« material za dokaz virusa PRRS
(Batista, 2005; Martinez in sod., 2008). Metoda RT-PCR ima S$tevilne prednosti pred izolacijo

virusa, IF in IP (Zimmerman in sod., 2012):

e vecjo obcutljivost in specifi¢nost,

e dokaz virusne RNA tako v akutni kot endemicni fazi bolezni,

e dokaz virusne RNA iz vzorcev semena in blata, ki so lahko toksi¢ni za celi¢ne kulture,
e sorazmerno hitra metoda, saj so znani rezultati v 1 do 3 dneh,

e pri produktu PCR lahko ugotavljamu nukleotidna zaporedja in s tem dobimo dodatne

podatke o virusu.

V akutni fazi bolezni sta serum in tkiva organov najprimernejsi material za PCR. Pri merjascih
je v obdobju 6 DPO serum prednostni material za PCR (Reick in sod., 2006), v semenu lahko
virus dokazemo do 92 DPO, povpreéni ¢as pa je 35 DPO (Christopher-Hennings in sod., 2001).
Virusno nukleinsko kislino lahko dokazemo s PCR do 86 DPO v bezgavkah (Bierk in sod.,
2001), 105 DPO v brisu zrela in tonzilah (Wills in sod., 2003). Prav tako lahko za dokazovanje
virusne RNA uporabimo vzorec sline prasicev. V slini so v eksperimentalnih razmerah virus
PRRS dokazali od 2 tedna po okuzbi do 18 tednov po okuzbi (Ramriez in sod., 2012).
Kittawornrat in sodelavci (2010) so dokazali virus v slini prasicev ze 7 DPO in vse do konca
poskusa, ki je trajal 3 tedne. Virus je v slini stabilen, vendar mora biti vzorec zamrznjen ali vsaj
ohlajen do testiranja (Prickett in sod., 2010). Pri vzorcih sline je treba uporabiti verificirane kite
za testiranje (Chittick in sod., 2011).

Toplak in sodelavci (2012) so ugotovili, da komercialni RT-PCR kiti niso enako obcutljivi za
razli¢ne podtipe virusa PRRS. Poudarili so, da je treba diagnosticne PCR kite nenehno
posodabljati v smislu prilagoditve oligonukleotidnih zacetnikov in sond glede na pojavljanje

genetskih razli¢ic na nekem obmocju.
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2.7.1.4 Ugotavljanje nukleotidnega zaporedja

Genetska tipizacija ugotovljenih virusov PRRS z dolo¢itvijo nukleotidnega zaporedja celotnega
genoma ali dela genoma je zelo koristna informacija za razumevanje tako uspeha kot neuspeha
pri ukrepanju zoper PRRS. Z doloé¢itvijo nukleotidnega zaporedja posameznega seva lahko

dolo¢imo morebitni vir okuzbe, obmocje Sirjenja in uc¢inkovitost vakcinacije (Batista, 2005).
S primerjavo nukleotidnih zaporedij sevov virusa PRRS dokazemo:

e daje PRRS na farmi posledica okuzbe z enim ali pa z ve¢ razli¢nimi virusnimi sevi,
e Sirjenje virusa med ¢redami,

e razliko med vakcinalnimi in divjimi sevi virusa (Zimmerman in sod., 2012).

Najvecje Stevilo dostopnih sekvenc v genski banki je na regijah ORF 5 in ORF 7 virusnega
genoma. Regija ORF 5 je najbolj variabilen del genoma virusa PRRS in jo zato pogosto
uporabljamo za filogenetske Studije virusa PRRS. V Genski banki najdemo najvecje Stevilo

sekvenc prav iz regije ORF 5 (Zhou in sod., 2009; Lee in sod., 2010).

Iz ugotavljanja nukleotidnega zaporedja ne moremo sklepati, kako virulenten je posamezen sev,
razen Ce gre za zelo virulentni sev virusa PRRS, pri katerem so potrdili delecijo v genomu
(Zhou in sod., 2009)) in predvidevali imunski odziv (Batista, 2005; Prieto in sod., 2008).

2.7.2 Dokaz protiteles

Seroloska diagnostika omogoca dokazovanje specifiénih protiteles, ki je pomembna
diagnosti¢na metoda. Protitelesa lahko dokazemo v serumu, mesnem soku ali Vv slini praSicev
(Prickett in sod., 2010). Pri sesnih pujskih so kolostralna protitelesa lahko prisotna najvec 5
tednov. Za dokazovanje protiteles uporabljamo encimskoimunski test (ELISA), indirektni
imunoperoksidazni test (IPMA), indirektni imunofluorescenc¢ni test (IFA) in virus

nevtralizacijski test (VN) (Zimmerman in sod., 2012).

Testi IPMA, IFA in VN so zelo specifi¢ni, vendar imajo omejeno diagnosti¢no vrednost, saj
niso standardizirani in jih ne uporabljamo v rutinski diagnostiki. Za izvedbo omenjenih testov
potrebujemo celi¢ne kulture ali celi¢ne linije, rezultat pa je odvisen od homolognosti med

uporabljenim sevom virusa PRRS v testu in med protitelesi. Najvisjo specifi¢nost dosezemo z
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uporabo homolognega seva virusa. Vsi trije testi lahko razlikujejo med okuzbo z genotipom 1

ali genotipom 2 virusa PRRS (Prickett in sod., 2010; Molina in sod., 2008a).
2.7.2.1 Dokaz protiteles z encimskoimunskim testom (ELISA)

ELISA je diagnosti¢no najpomembne;jsi test za dokaz protiteles proti virusu PRRS, je hiter in
poceni (Yoon in sod., 2003). Obstaja ve¢ razli¢nih komercialnih testov ELISA, vendar pa
ELISA proizvajalca IDEXX (HerdChek® X3 PRRS) velja za »zlati standard«, za dokazovanje
protiteles proti virusu PRRS. Test je zelo obéutljiv (98,9 %) in zelo specifi¢en (99,9 %), vendar
pa z njim ne moremo razlikovati vakcinalnih protiteles od protiteles, ki so nastala po okuzbi z
divjim virusom, niti lo¢iti protiteles proti genotipu 1 od tistih proti genotipu 2. Protitelesa lahko
dokazemo ze 9 DPO, vrh pa doseZejo 30 do 50 DPO in nato v obdobju od 4 do 12 mesecev titer

protiteles pada do negativnega rezultata (Zimmerman in sod., 2012).
2.7.2.2 Dokaz protiteles z indirektnim imunoperoksidaznim testom na makrofagih (IPMA)

IPMA se lahko uporablja kot potrditveni test za ELISA. Protitelesa lahko dokazemo 7 DPO,
vrh dosezZejo 4 mesece po okuzbi in od Sestega mesea po okuzbi pocasi upadajo vse do 1 leta
po okuzbi (Larsen, 2011).

2.7.2.3 Dokaz protiteles z indirektnim imunofluorescenénim testom (IFA)

Z IFA lahko glede na konjugat dokazujemo tako imunoglobuline M (IgM) kot imunoglobuline
G (1gG) zelo zgodaj to je 5 do 14 DPO (Joo in sod. 1997). IgM se ohranjajo 21 do 28 DPO,
medtem ko IgG dosezejo vrh 30 do 50 DPO. IFA se lahko uporablja kot potrditveni test za
ELISA. Z IFA lahko dokazujemo protitelesa tudi v mesnem soku in slini (Molina in sod., 2008a;
Prickett in sod., 2010).

2.7.2.4 Dokaz protiteles z virus nevtralizacijskim testom (VN)

Z virus nevtralizacijskim testom ugotavljamo nevtralizacijska protitelesa, ki jih lahko
dokazemo Sele 3 tedne po okuzbi. Najvisji titer dosezejo 60 do 90 DPO in se lahko ohranjajo
vec kot leto dni po okuzbi (Benfield in sod., 1992; Eichhorn in Frost, 1997).
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2.8 UKREPI OB POJAVU PRRS

Bolezen lahko kontroliramo, eliminiramo ali izkoreninimo (Stukelj in Valendak, 2011).
Kontrola bolezni pomeni izvajanje ukrepov, ki privedejo do znatnega zmanjSanja zdravstvenih
tezav in ekonomskih izgub. Eliminacija bolezni pomeni, odsotnost klini¢nih znakov in virusa,
Se vedno pa lahko dokazemo protitelesa. Uspesni eliminaciji bolezni navadno sledi njeno
izkoreninjenje. lzkoreninjenje (eradikacija) bolezni pomeni, da v ¢redi ni ve¢ klini¢no bolnih
prasicev pa tudi ne virusa in protiteles ter patoloskoanatomskih sprememb (Tomain sod., 1991).
Za uspesno eliminacijo bolezni je treba vzpostaviti stabilno plemensko c¢redo. Stabilna
plemenska ¢reda je ¢reda, v kateri imajo vse plemenske zivali ¢im bolj enoten titer protiteles in
nobena ve¢ ne izloca virusa (Dee, 1998). Stabilizacijo plemenske ¢rede ugotavljamo s

seroloskimi in molekularnimi metodami (Presente in sod., 2006).
2.8.1 Biovarnost

Pod pojmom biovarnost razumemo izvajanje razlicnih ukrepov in postopkov za preprecitev
vnosa razli¢nih patogenih mikrobov v ¢redo in njihovega Sirjenja znotraj ¢rede. Uvedba
biovarnostnih ukrepov terja spremembo in prilagoditev navad ter obnasanja ljudi, ki delajo z
zivalmi (McCaw, 1995; Canadian Swine Health Board, 2010). Biovarnostni ukrepi so nujni
tako pri kontroli bolezni kot tudi za uspesno eliminacijo bolezni (Otake in sod., 2010; Pitkin in

sod., 2011).
Biovarnost se deli na:

e zunanjo biovarnost, kar pomeni prepre¢evanje vnosa povzro€itelja na farmo

e notranja biovarnost, kar pomeni preprecevanje Sirjenja povzrocitelja znotraj farme
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2.8.1.1 Zunanja biovarnost

Zunanja biovarnost zajema ukrepe s katerimi prepre¢imo vnos povzrociteljev kuznih bolezni
na farmo. Biovarnostni ukrepi na farmi obsegajo kupovanje negativnih prasi¢ev na PRRS,
karantene, transport prasi¢ev z o€iS¢enimi in razkuzenimi vozili, prepoved vstopa na farmo
nezaposlenim in obvezno prhanje ter preoblac¢enje zaposlenih (Pitkin in sod., 2011). Ker so
dokazali prenos virusa tudi z zrakom, so rejci v ZDA preprecili prenos virusa PRRS z
namesScanjem zracnih filtrov zlasti na obmocjih, gosto naseljenih s prasici (Otake in sod., 2010).
Zraéni filtri so se izkazali kot u¢inkovito sredstvo za prepreCevanje aerogenega prenosa iz

okolja na farmo ob hkratnih drugih biovarnostnih ukrepih (Otake in sod., 2010; Reicks, 2010).

Da bi preprecili Sirjenje virusa, je nujno poznati poti Sirjenja. Prasic¢i se okuzijo z direktnim
kontaktom z okuZenim praSi¢em ali indirektno z Zivalskimi proizvodi, bioloskimi vektorji, S

kontaminiranim materialom in v kontaminiranem okolju.
2.8.1.1.1 Direktno Sirjenje virusa

Prasici so edine Zivali, ki so dovzetne za okuzbo z virusom PRRS (Zimmerman in sod., 1997,
Rosenfeld in sod., 2009). OkuZzeni prasi¢i lahko virus izlo¢ajo s krvjo, slino, z mlekom, s

kolostrumom, z urinom, z blatom in s semenom (Rossow in sod., 1994; Wills in sod., 1997).
2.8.1.1.1.1 Zive Zivali

Da bi preprecili vnos virusa z zivimi prasici, moramo izvajati naslednje biovarnostne ukrepe:

kupovati prasice iz rej z negativnim statusom PRRS,

e kupovati praSice iz ¢im manj razli¢nih rej,

e urediti obvezno izolacijo oz. karanteno za novo nabavljene prasice, ki izvirajo iz PRRS
negativne reje; karantenski objekt naj bo vsaj 120 m oddaljen od hlevov prasicev.
Karantena naj traja najmanj 30 dni in v tem Casu se morajo dnevno izvajati klini¢ni
pregledi prasicev,

e opraviti laboratorijsko testiranje; prasi¢em v karanteni moramo odvzeti kri dvakrat, in

sicer prvi¢ 24 do 48 ur po namestitvi v karantenski objekt in drugi¢ 5 do 7 dni pred

koncem karantene. Prasice testiramo glede na prisotnost protiteles in virusa (McCaw,

1995; Batista, 2005; Pitkin, 2011; Zimmerman in sod., 2012).
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2.8.1.1.1.2 Seme

Seme, ki ga uporabljamo za umetno osemenjevanje, mora izvirati iz PRRS negativne reje.

Naravni pripust je prepovedan (Pitkin, 2011).
2.8.1.1.2 Indirektno Sirjenje virusa
Virus PRRS se prenaSa mehani¢no na Stevilne nacine:

e transportna sredstva; so pogosto nacin prenosa virusa v ¢redo. Transportna sredstva
morajo biti o¢is¢ena, razkuzena ter posusena. Klan¢ina za nalaganje prasi¢ev mora biti
postavljena tako, da tovornjaku ni treba zapeljati na dvorisce. Prav tako ne samejo na
dvoris¢e tovornjaki za odvoz kadavrov. Okoli farme je treba postaviti ograjo in
razkuzevalne bariere na vhodih na farmo (Dee in sod., 2006; Pitkin, 2011).

¢ ljudje; (zaposleni, obiskovalci, veterinarji,...) lahko prenesejo virus na telesu, obleki in
obutvi. Virus PRRS ostane kuZen na slami, plastiki, Skornjih in nerjave¢em jeklu do 24
ur pri temperaturi 25 do 27 °C, pri temperaturi -2 °C pa do 30 dni (Dee in sod., 2003).
Obiskovalci naj ne bodo v stiku s prasic¢i 24 ur pred prihodom na farmo. Pred vstopom
na farmo je priporocljivo tusiranje in nujna je uporaba Ciste obleke in obutve. Veterinar,
Ki je odgovoren za rejo, mora imeti svojo delovno obleko in obutev na farmi. Vsi
pripomocki, kot so npr. zanka za prasice, tetovirne klesée itn., morajo biti shranjeni na
farmi. Veterinar tudi ne sme uporabljati materiala in instrumentov, ki jih je Ze prej
uporabljal na drugi farmi. Ce ne gre drugace, je treba material in instrumente sterilizirati
(Dee in sod., 2002; Otake in sod., 2002; Dee in sod., 2003; Pitkin, 2011).

e insekti; kot so muhe in komarji, lahko mehani¢no prenasajo virus iz razdalje do 2,4
kilometra od okuzene farme (Otake in sod., 2003). Zato je nujna uporaba mrez proti
insektom na oknih. Poleg tega pa je treba skrbeti za CistoCo, uporabljati insekticide,
vabe, kositi travo in izsusevati stojeCe vode v okolici farme (Otake in sod., 2003; Pitkin
in sod., 2009; Pitkin, 2011).

e acrosol; dokazano je, da je prenos virusa mozen tudi z aerosolom, zlasti pri nizkih
temperaturah in visoki vlaznosti (Dee in sod., 2005; Otake in sod., 2010; Pitkin, 2011).

e meso prasicev; virus PRRS lahko v mesu praSicev prezivi 7 dni na 4 °C in ve¢ mesecev

na zamrznjenem mesu pri temperaturi -20 °C (Pitkin, 2011).
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2.8.1.2 Notranja biovarnost

Z ukrepi za notranjo biovarnost prepreCujemo Sirjenje virusa na farmi in s tem zmanj$amo
posledice okuzbe na farmi. PRRS ima tendenco samoozdravitve, ¢e izvajamo biovarnostne

ukrepe (Pitkin, 2011).
2.8.1.2.1 Direkten prenos virusa
Direkten prenos virusa lahko preprecimo na ve¢ nacinov:

e gradnja objekta z lo¢enimi prostori za posamezno kategorijo prasicev.

e sistem reje »all in/all out« omogoca, da je prostor prazen in ga lahko natanéno o¢istimo,
osusimo in razkuzimo.

¢ delna depopulacija najbolj kriti€ne kategorije prasic¢ev. To so tekaci, ki jih prestavimo
na lo¢eno lokacijo.

e premestitev sesnih pujskov k dojiljam je dovoljena znotraj 24 ur od prasitve.

e premestitev bolnih prasi¢ev v bolni$ni¢ni boks, ki naj bo lo¢en od ostalih prasicev.
Priporocljiva je evtanazija slabotnih pujskov.

e prepoved vnosa lastnih mladic v plemensko ¢redo najmanj 6 mesecev. To je nujen ukrep
za vzpostavitev stabilne plemenske ¢rede (Otake in sod., 2002; Dee in sod., 2003; Dee
in sod., 2004; Dee in sod., 2006; Pitkin in sod., 2009; Pitkin in sod., 2011).

2.8.1.2.2 Indirekten prenos virusa
Indirekten prenos virusa lahko prepre¢imo na ve¢ na¢inov:

e tehnologija reje mora zagotavljati sistem reje »all in/all out«, ki omogoc¢a natan¢no
¢is¢enje, osusitev in razkuzevanje hlevov pred naselitvijo novih prasi¢ev. V nasprotnem
primeru ostane virus v prostoru in pomeni vir okuzbe za novo naseljene prasice.

e kategorije prasic¢ev morajo biti loene po prostorih.

e delavci in obiskovalci lahko z rokami, obleko in obutvijo posredno prenesejo virus na
farmo in med posameznimi hlevi na farmi. Zato je nujno preobuvanje, preoblacenje v
sveza oblacila, razkuZzevanje rok in uporaba rokavic.

e dezinfekcijske bariere morajo biti nameS¢ene pred vhodom v posamezne hleve.

Raztopina se mora menjavati dnevno.
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e zaSCitna obleka mora biti Cista in za vsak objekt druga.

e obutev ali obujke je treba menjavati med posameznimi hlevi.

e zasCitne rokavice se morajo menjati med gnezdi.

e virus se zelo dobro prenasa tudi z injekcijskimi iglami (vakcinacija in uporaba
antibiotikov), zato svetujejo uporabo sterilnih igel, ki jih menjamo med gnezdi, pri
plemenskih prasicih pa uporabljamo sterilne igle za vsako zival.

e nosne zanke naj bodo shranjene na farmi, v nasprotnem primeru morajo biti sterilne.

e insekti, kot so muhe, komarji in drug mrces so lahko vektorji virusa, zato namestimo na
okna mreze, uporabimo insekticide ter vabe.

e glodavci; redno izvajanje deratizacije.

e voda; virus se prenasa tudi z vodo in pri temperaturi 25 do 27 °C prezivi 9 do 11 dni
(Amass in Baysinger, 2006). Zato je nujna uporaba Ciste vode.

e acrosol; virus se prenasa tudi po zraku, zato je priporo¢ljiva namestitev sistema filtrov
za zrak (Otake in sod., 2002; Dee in sod., 2003; Dee in sod., 2004; Dee in sod., 2006;
Amass in Baysinger, 2006; Pitkin in sod., 2009; Pitkin in sod., 2011).

Vsaka farma mora imeti nacrt biovarnostih ukrepov. Ta med drugim vklju€uje izobraZevanje
in urjenje ljudi, ki delajo na farmi, saj je ¢lovek pomemben dejavnik u¢inkovite biovarnosti.
Prav tako je zelo pomembno, da veterinarji, ki skrbijo za zdravstveno varstvo prasi¢ev, poznajo
biovarnostne ukrepe in jih tudi sami izvajajo. Z upoStevanjem biovarnostnih protokolov
zmanj$amo moznost vnosa virusa PRRS v ¢redo in s tem vzdrZzujemo dobro zdravstveno stanje,
ki omogoéa dobre proizvodne rezultate. Siritev biovarnosti na veéje obmod¢je na nacin, da
kmetje na dolo¢enem obmocju izvajajo tako notranje kot zunanje biovarnostne ukrepe, zmanjsa
Sirjenje virusa PRRS in vpliva na u€inkovito eliminacijo in kasnejSe izkoreninjenje PRRS v

regiji (Pitkin in sod., 2011).
2.8.2 Kontrola bolezni

S kontrolo bolezni zmanjSamo obolevnost in smrtnost na farmi, ki je posledica kroZenja virusa
v ¢redi. S tem dosezemo razvoj specifiéne imunosti proti farmskemu sevu virusa ter izboljSamo

proizvodne rezultate (Dee, 1997; Dee, 1998; Morrison, 2012).
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2.8.2.1 Aklimatizacija mladic

Aklimatizacija pomeni izpostavljanje serolosko negativnih nadomestnih mladic homolognemu sevu
virusa za dovolj dolgo obdobje, da se mladice prekuzijo in razvijejo specificno imunost (Fano in
sod., 2005; Vashisht in sod., 2008). Klju¢na populacija pri kontroli PRRS so nadomestne mladice
(Dee, 1997; Batista in sod., 2004; Presente in sod., 2006; Vashisht in sod., 2008). Dosledna
aklimatizacija nadomestnih plemenskih prasic¢ev izboljsa proizvodne rezultate (Zimmerman in sod.,
2012). Presente in sodelavci (2006) so potrdili, da lahko aklimatizacija mladic v kombinaciji z
biovarnostjo pred premestitvijo v plemensko ¢redo prepreéi izbruh PRRS s farmskim sevom virusa.
Pred premestitvijo v plemensko ¢redo prasi¢e testiramo z ELISA in z metodo RT-PCR. V
plemensko ¢redo preselimo mladice, ki so pozitivne glede na protitelesa in negativne glede na
prisotnost virusa (Dee in sod., 1994; Dee, 1997; Zimmerman in sod., 2012). Aklimatizacija mladic
traja od 30 do 60 dni, to je dovolj ¢asa, da se okuzijo in tudi prebolijo bolezen (Dee, 1997; Dee,
2003). Aklimatizacijo dosezemo tako, da mladice izpostavimo tekacem z viremijo kot donorjem
virusa mladicam, lahko pa v ta namen uporabimo tkiva mrtvorojenih, slabotnih in mumificiranih
pujskov. Tretja moznost je serumizacija s farmskim (homolognim) sevom virusa ali vakcinacija z
zivo oslabelo vakcino (Batista in sod., 2002; Dee, 2003; Zimmerman in sod., 2012). Uporaba
odstavljencev v viremiji je sorazmerno hitra in zelo poceni (Vashisht in sod., 2008). 1z tkiv
mrtvorojenih, slabotnih in mumificiranih pujskov lahko pripravimo vakcino in z njo i/m cepimo
nadomestne mladice, ki se $e niso srecale z virusom (Batista in sod., 2002; Zimmerman in sod.,
2012). Serumizacija se bolj in bolj uveljavlja zaradi velike heterogenosti virusa PRRS in dejstva,
da komercialna vakcina ne spodbudi dobre zas¢ite proti novim podtipom virusa PRRS (Batista in
sod., 2002). Ziva oslabela vakcina kot tudi mrtva vakcina se lahko uporabita za aklimatizacijo
mladic, vendar z omejenim ucinkom zaradi velike genetske raznolikosti med virusi PRRS

(Zimmerman in sod., 2006; 2012).
2.8.2.2 Umetno osemenjevanje

Ce zelimo zmanjsati $kode zaradi PRRS je pomembno, da dosledno uporabljamo preverjeno
negativno seme, saj se virus prenasa tudi s semenom. Ugotovili so, da so merjasci s hkratno
bakterijsko okuzbo in okuzbo z virusom PRRS, dalj ¢asa izlocali virus PRRS s semenom
(Christopher-Hennings in sod. 2000; 2001). Kvaliteta semena je pri akutno bolnih merjascih
slabsa, zmanjsa se tudi libido (Prieto in sod., 1994). Ne glede na status farme je treba vedno
uporabljati negativno seme, saj je lahko seme v nasprotnem primeru stalen vir okuzbe

(Zimmerman in sod., 2012).
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2.8.2.3 Kontrola endemskih bolezni na farmi

Virus PRRS deluje imunosupresivno, zaradi ¢esar Sse na farmi poveca pogostnost vseh
endemi¢nih  bolezni kot so, streptokokni meningitis, sindrom multisistemskega
poodstavitvenega hiranja, enzootska pnevmonija, Gldsserjeva bolezen. Povisa se pojavljanje
parazitoze in posledi¢no poraste uporaba antibiotikov za zdravljenje sekundarnih infekcij. Pod
pojmom kontrola se tako razume tudi ukrepanje zoper endemic¢ne in druge sekundarne bolezni

(Batista, 2005; Zimmerman in sod., 2006; Zimmerman in sod., 2012).
2.8.3 Eliminacija bolezni

Eliminacija bolezni pomeni, da pri prasi¢ih ni vec¢ klini¢nih znakov in virusa, $e vedno pa lahko
dokazemo protitelesa. Uspeh eliminacije lahko posredno spremljamo s seroloskimi metodami
tako, da ugotavljamo, ali pada titer specifi¢nih protiteles v plemenski ¢redi pri zaporednih
odvzemih, ali z molekularnimi metodami, ko ne dokazemo ve¢ virusne nukleinske kisline v
plemenski c¢redi. Eliminacija PRRS je potrjena, ko so pri vseh plemenskih prasi¢ih titri
protiteles nizki in homogeni in ko so starejsi pitanci seroloSko negativni. Navadno vodi
eliminacija bolezni v njeno izkoreninjenje, kar pomeni, da je eliminacija bolezni predstopnja
njenega izkoreninjenja (Zimmerman in sod., 2012). Prva faza pri eliminaciji bolezni je
stabilizacija plemenske ¢rede. Stabilna plemenska creda je Creda, kjer imajo vse plemenske

zivali ¢im bolj enotne titre protiteles in v njej ni ve¢ virusa (Dee, 1998).

Eliminacijo bolezni lahko dosezemo z imunizacijo plemenske ¢rede, kamor priStevamo naravno
prekuzitev, vakcinacijo in serumizacijo (Dee in Molitor, 1998; Torremorell in Christianson,
2002; Torremorell in sod, 2003; Cho in Dee, 2006; Corzo in sod., 2010; Stukelj in Valendak,
2012; Zimmerman in sod., 2012).

Eliminacija bolezni ni moZna, ¢e ne prepre¢imo vnosa novega virusa PRRS na farmo. To pa
lahko dosezemo z izvajanjem strogih biovarnostnih ukrepov in uvedbo dvojne zapore reje.
Dvojna zapora reje pomeni, da vsaj 200 dni ne smemo na farmo dodajati novih prasicev niti

lastnih mladic v plemensko ¢redo (Torremorell in Christianson, 2002).

Pomembno je, da kupujemo prasic¢e iz preverjeno negativnih rej ter da je seme za umetno
osemenjevanje iz certificirano negativnih centrov (Desrosiers in Boutin, 2002; Nodelijk in sod.,
2003).
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2.8.3.1 Imunizacija

Cilj imunizacije je vzpostaviti stabilno plemensko ¢redo v kateri imajo vsi plemenski prasici
protitelesa proti virusu PRRS in noben prasi¢ ne izlo¢a ve¢ virusa. Ko doseZzemo, da so vse
svinje imune, so pujski zas¢iteni s kolostrumom. Zas¢ita, ki jo dobijo sesni pujski od mater,
traja 3 do 5 tednov, medtem ko traja zasc¢ita po preboleli okuzbi do 300 dni (Nielsen in Betner,

1997; Drew, 2000; Zimmerman in sod., 2012, Mateu in Diaz, 2008).
2.8.3.1.1 Naravna prekuZitev

V pozitivnih farmah lahko zaustavimo krozenje virusa PRRS z naravno prekuzitvijo. Naravna
prekuzitev je prekuzitev celotne plemenske ¢rede s homolognim sevom virusa PRRS. Na farmo
ne vnaSamo novih prasicev, vsaj 6 mesecev ne premesc¢amo lastnih mladic v plemensko ¢redo
in izvajamo biovarnostne ukrepe (Torremorell in Christianson, 2002; Dee, 2003). Ko se pras$ic¢i
med seboj okuzijo, postanejo imuni in virus v imuni populaciji ne krozi ve¢, kar privede do
samoozdravitve, torej do eliminacije bolezni (Torremorell in Christianson, 2002). Prva faza
prekuzevanja traja 1 do 2 meseca. V tem cCasu se vsi prasi¢i srecajo z virusom PRRS, 3 do 4
mesece po okuzbi si prasi¢i opomorejo in razvijejo imunost proti sevu, kateremu so bili
izpostavljeni. Po 4 do 6 mesecih postane plemenska ¢reda stabilna (Torremorell in Christianson,
2002; Dee, 2009). Pri naravni prekuzitvi gre za homologno zascito, ki naj bi bila najboljsa
za$Cita, vendar pa je za razvoj takSne zaS¢ite nujna zapora reje (Meier in sod., 2000; Torremorell
in Christianson, 2002; Molina in sod., 2008b). Farme, ki so primerne za naravno prekuzitev
imajo lo¢ene proizvodne faze in so dovolj oddaljene od ostalih farm. Za umetno osemenjevanje
morajo uporabljati preverjeno negativno seme (Torremorell in Christianson, 2002). UspeSnost
te metode je 90 % na farmah, kjer imajo posamezne proizvodne faze na lo¢enih mestih
(Zimmerman in sod., 2012). Na farmah, kjer so vse proizvodne faze na isti lokaciji, pa je
naravna prekuzitev manj uspes$na. Pri takih farmah je nujno prepreciti prenos virusa s tekacev

na plemensko ¢redo (Torremorell in Christianson, 2002; Dee, 2003).

Ob zacetku izvajanja naravne prekuZzitve na farmi je treba ugotoviti mozen vir okuzbe, kar
pomeni dognati, kje virus kroZi, pri kateri kategoriji in starosti prasi¢ev in pri kateri starosti se
prasi¢i okuZzijo. Na podlagi ugotovitev pa moramo dolociti optimalne biovarnostne ukrepe in
prilagoditi tok prasi¢ev, da se tako zmanj$a moZnost prenosa virusa. Ce na podlagi ugotovitev

ne moremo prepreciti Sirjenja virusa na farmi, je potrebno dodatno izvesti delno depopulacijo
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kategorije prasi¢ev (Torremorell in Christianson, 2002). Torremorell in Christianson (2002)
opisujeta 5 faz naravne prekuzitve na farmi, kjer so posamezne proizvodne faze na lo¢enih
lokacijah: v prvi fazi je treba na farmi ugotoviti okuzeno skupino, skupino v fazi pridobivanja
protiteles in imuno skupino. Sledi druga faza, v kateri izvedemo zaporo farme, ki naj traja
najmanj 6 mesecev (v vecini primerov je ¢as zapore daljsi), to je Cas, ki je potreben, da prasici
pridobijo imunost in da zaustavimo krozenje virusa v reji. V tretji fazi je treba najti vir
negativnih nadomestnih mladic, v Cetrti fazi pa na farmo premestimo mladice, ki $e niso imele
stika z virusom PRRS, da ugotovimo, ali smo odstranili virus s farme. V zadnji peti fazi pa je
treba eliminirati virus iz preostale populacije praSiev. Zato je najpreprostej$a depopulacija

tekacev, ki nam omogoci dobro ¢is¢enje in razkuzevanje hlevov.

Naravna prekuzitev je pogosto uporabljana metoda eliminacije PRRS zlasti v ZDA (Corzo in
sod., 2010), saj je skupaj z zaporo reje uéinkovita in najcenejSa metoda eliminacije PRRS
(Schaefer in Morrison, 2007; Yeske, 2010). Slaba stran naravne prekuzitve je, da traja zapora
6 mesecev, zaradi ¢esar se zmanjsa Stevilo plemenskih svinj, zato je manj prasitev. Morrison
(2011) predlaga, naj pred zaporo v plemensko ¢redo dodamo vecje Stevilo mladic, ki bi

zadoSc¢ale za nemoteno proizvodnjo v ¢asu prepovedi dodajanja nadomestnih mladic.
2.8.3.1.2 Vakcinacija

Namen vakcinacije je spodbuditi dober imunski odziv, ki bo §¢itil prasice pred okuzbo z
virusom PRRS. Obstajajo tako mrtve kot zive oslabljene vakcine. Obe vrsti vakcin vsebujeta
samo en podtip virusa bodisi virus Lelystad (genotip 1) bodisi VR-2332 (genotip 2). Vakcine z
zivim oslabljenim virusom povzrocijo boljSo imunost v primerjavi z mrtvimi vakcinami,
pripravljenimi iz inaktiviranih, mrtvih virusov, vendar pa ostaja nevarnost izbruha bolezni
zaradi vakcinalnega virusa (Murtaugh in sod., 2010; Charerntantanakul, 2012). Tak$ne vakcine
naj se ne bi uporabljale kot preventiva v negativnih ¢redah, pri brejih plemenskih svinjah in
merjascih. Ze nekaj let so na trzid¢u tudi polivalentne vakcine, v Katerih so virus PRRS in

Haemophilus parasuis, virus PRRS, Haemophilus parasuis in Erysipelotrix rhusiopathiae ter

enee

Trenutno registrirane vakcine niso uc¢inkovite v primeru, da farmski sev virusa ni zelo soroden
z vakcinalnim sevom, poleg tega pa lahko zZive vakcine povzrocijo izbruh bolezni z vakcinalnim

sevom virusa in tako lahko krozita na farmi dva tipa virusa PRRS, vakcinalni in divji sev (Cano
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in sod., 2007a; Cano in sod., 2007b). Murtaugh in Genzow (2011) poudarjata, da gre pri uporabi
vakcinalnega heterolognega seva kljub vsemu za neko navzkrizno zas¢ito, zaradi ¢esar se po
vakcinaciji za nekaj ¢asa umirijo kliniéni znaki in Se izboljSajo proizvodni rezultati. Zato
vakcine oznacujejo kot »pomoc¢ pri zmanjSanju« klini¢nih znakov (Dee, 2003). Ucinkovita
vakcina bi morala izpolnjevati vsaj tri zahteve: ucinkovitost, univerzalnost in varnost. Cilj
priprave ucinkovite vakcine je spodbuditi navzkrizno zas¢ito proti heterolognim podtipom

virusa (Mateu in Diaz, 2008).

Zive oslabljene vakcine povzro¢ajo razmeroma slab humoralni in celi¢ni imunski odziv.
Specifi¢na protitelesa proti virusu PRRS se pojavijo priblizno 2 tedna po vakcinaciji in dosezejo
vrh v 4 tednih po vakcinaciji (Corzo in sod., 2010). Vecina protiteles je usmerjena proti
virusnemu proteinu N, ta protitelesa pa nimajo nevtralizacijske sposobnosti. V raziskavi, Ki so
jo izvedli z aplikacijo zive oslabele vakcine praSi¢em, ki so jih predhodno okuzili z divjim
virusom PRRS, vakcina ni zagotovila oz. povzrocila razvoja specifi¢nih protiteles proti divjemu
virusu PRRS. To kaze, da vakcina ni u¢inkovita, ¢e vakcinalni sev ni zelo soroden divjemu
virusu PRRS (Bassaganya-Rier in sod., 2004; Martelli in sod., 2007; Martelli in sod., 2009).
Zaradi slabega imunskega odgovora po vakcinaciji, je treba za zmanjSanje reprodukcijskih
izgub ponavljati vakcinacijo z zivo oslabljeno vakcino (Bassaganya-Rier in sod., 2004). PRRS
Ziva oslabljena vakcina pa pomaga zaséititi mladice pred viremijo, zmanj$a prenatalno in
postnatalno smrtnost in okuzbo med brejostjo, kljub temu da ni homologna (Scortti in sod.,
2006). Pujski vakciniranih svinj so tezji v primerjavi s pujski nevakciniranih svinj (Rowland,
2010). Vakcinacija okuZenih svinj pomaga zniZevati Stevilo abortusov in pregonitev in zviSuje
Stevilo sesnih pujskov in odstavljenih pujskov (Alexopoulos in sod., 2005; Pejsak in
Markowska-Daniel, 2006). Pri tekacih in pitancih se po vakcinaciji umirijo viremija in
respiratorni znaki ter se izboljsajo proizvodni rezultati (Charerntantanakul in sod., 2006; Cano
in sod., 2007a; Cano in sod., 2007D).

Mrtve vakcine proti virusu PRRS so registrirane v EU in drugod po svetu, ne pa v ZDA
(Charerntantanakul, 2012). Drugace kot Zive oslabljene vakcine, te ne spodbudijo nastanka
protiteles, ki bi bila dokazljiva z ELISA (Kim in sod., 2011). Sprozijo tudi slab celi¢ni imunski
odgovor (Bassaganya-Riera in sod., 2004; Piras in sod., 2005). Vendar pa je pojacan imunski
odziv zaznan 2 tedna po drugi vakcinaciji (Bassaganya-Riera in sod., 2004; Kim in sod., 2011).

Mrtve vakcine naj bi se uporabljale kot preventivna zascita ¢rede, ki $e ni imela stika z virusom
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(Charerntantanakul, 2012). Mrtve vakcine so manj u¢inkovite kot zive oslabljene vakcine, kljub
temu pa pri omenjenih prasi¢ih zmanjsajo reprodukcijske motnje, izgube ter transplacentarni
prenos virusa (Scortti in sod., 2007). Mrtve vakcine so v nasprotju z zivimi varne
(Charerntantanakul, 2012).

Enoten nacrt vakcinacije, ki bi bil primeren za vse farme, ne obstaja. Potrebno je pripraviti
individualne programe, ki upostevajo nacin reje na farmi, posebnosti objektov in tok prasicev.
Studijam, ki so jih opravili razli¢ni avtorji, so skupne nekatere ugotovitve: vakcinacija je
ucinkovitejsa, ¢e jo izvedemo dvakrat v obdobju dveh mesecev in hkrati z njo izvedemo zaporo
reje za 60 dni; heterolognega farmskega seva virusa PRRS ne moremo eliminirati zgolj z
vakcinacijo, lahko pa skrajsamo ¢as Sirjenja virusa, zmanjSsamo pojavnost klini¢nih znakov in
izboljsamo proizvodne parametre. Prav tako pra$i¢i, ki so bili predhodno izpostavljeni
vakcinalnemu sevu, niso zas¢iteni proti divjemu sevu PRRS po eksperimentalni okuzbi. Tako
so sklepali, da je vakcinacija, ki se ponavlja vsak mesec, u¢inkovita metoda kontrole, ni pa

metoda za eliminacijo PRRS s farme (Dee in Philips, 1998; Cano in sod., 2007a).

Gillespie in Caroll (2003) porocata o moznih tehnikah eliminacije PRRS z vakcinacijo na farmi
prasicev, kjer so vse proizvodne faze na isti lokaciji. Eliminacija PRRS je potekala v dveh
korakih, najprej so ugotovili seroloski profil posameznih kategorij prasic¢ev in zatem, kje krozi
virus. Temu je sledila stabilizacija plemenske ¢rede. V ta namen so hkrati vakcinirali celotno
plemensko ¢redo z zivo oslabljeno vakcino. Z drugim korakom pa so prekinili prenos virusa z
drugih kategorij prasicev, pri katerih so uporabili zivo oslabljeno vakcino in izvedli razli¢ne
biovarnostne ukrepe. VVsak mesec so opravili pregled glede na prisotnost virusa in protiteles. Za
potrditev eliminacije virusa iz plemenske ¢rede so uporabili prasice, ki Se niso imeli stika z
virusom in ki so jih mese¢no testirali na prisotnost protiteles. Uporabljali so tudi metodo
depopulacije in vakcinacijo tekacev. Ko so dosegli stabilnost plemenske ¢rede, depopulacija ni
bila ve¢ potrebna. Avtorja sta predlagala tudi zaporo reje. Krozenje virusa se je zaustavilo v 60
dneh, kolikor je trajala tudi zapora reje. Nato so priceli dodajati zdrave mladice, ki so jih
uporabili za kontrolo stabilne plemenske ¢rede. Kadar mladic niso uporabili za kontrolo stabilne
plemenske ¢rede, so jih pred premestitvijo dvakrat vakcinirali s komercialno zivo oslabljeno

vakcino.

Eliminacija na farmi, kjer so vse proizvodne faze na isti lokaciji je tezje izvedljiva kot na tistih,

ki imajo proizvodne faze na lo¢enih lokacijah (Torremorell in Christianson, 2002). Zato je treba
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tak$no farmo obravnavati kot farmo na dveh lokacijah, kar pomeni stroge biovarnostne ukrepe,
tusiranje, preoblacenje, preobuvanje med hlevom plemenske ¢rede in hlevom pitancev; zraven

tega morata biti objekta fizi¢no locena.
2.8.3.1.3 Serumizacija

Zascita prasicev je ucinkovita le, ¢e je homologna, kar pomeni, da so prasi¢i zasciteni le, proti
istemu ali zelo sorodnemu virusu PRRS, ki je v reji (Lager in sod., 1999; Diaz in sod., 2012a).
Homologno zas¢ito dosezemo s serumizacijo. Z njo hitreje dosezemo imunost kot pa z naravno
prekuzitvijo (Stukelj in Valenéak, 2012). Pri serumizaciji odvzamemo kri tekadev razliénih
starosti, saj pri tej kategoriji najdemo najvecjo koli¢ino virusa (Ruen in sod., 2007). Z metodo
RT-PCR dolo¢imo koli¢ino nukleinske Kisline virusa PRRS v serumu posameznih zivali. Iz
serumov, v katerih smo dokazali nukleinsko kislino PRRS, pripravimo inokulum, s katerim
cepimo vse plemenske prasic¢e naenkrat, da ustvarimo enotno serolosko pozitivno ¢redo (Batista
in sod., 2002; Pugh in sod., 2005). Infektivni odmerek za povzroditev serokonverzije variira od
7 do 247 zivih virusnih partiklov na prasi¢a (Pugh in sod., 2006). Po treh mesecih sledi
preverjanje uspe$nosti serumizacije z ELISA (Dee, 2009; Stukelj in Valen¢ak, 2012). Obstaja
pa potencialna nevarnost prenosa drugih patogenih mikrobov hkrati s cepljenjem farmskega
seva virusa. Bruner (2007) poroca, da je po inokulaciji farmskega seva virusa brejim svinjam
prislo do Stevilnih motenj v reprodukciji. Isti avtor poroca o reprodukcijskih izgubah ob drugi
inokulaciji istega seva virusa. Medtem ko Batista in sod. (2002) porocajo, da ni prislo do razvoja

klini¢nih znakov bolezni.
Serumizacija se lahko uporablja pri:

e aklimatizaciji mladic in merjascev (Batista in sod., 2002; Hill in sod., 2004),

¢ eliminaciji PRRS (Pittman, 2007; Ruen in sod., 2007).

Opriessnig in sod. (2007) so ugotovili, da je serumizacija ucinkovita in poceni metoda
eliminacije in izkoreninjenja PRRS. Uspeh metode je pogojen tudi z upoStevanjem

biovarnostnih ukrepov v reji (Torremorell in Christianson, 2002).
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2.8.3.2 Delna depopulacija

Delna depopulacija je dodaten ukrep pri drugih metodah za eliminacijo PRRS na farmi (Dee in
sod., 1997; Dee, 2003). Uporabimo jo po predhodni stabilizaciji plemenske ¢rede (Torremorell
in Christianson, 2002). Tekaci so na okuzeni farmi najobcutljivejsa kategorija prasicev, saj v
obdobju po odstavitvi izgubijo kolostralna protitelesa v starosti 3 do 5 tednov, kar ima za
posledico okuzbo, ¢e je v reji virus. Pri delni depopulaciji odstranimo tekace s farme in s tem
prekinemo Sirjenje virusa v ¢redi in onemogo¢imo prenos virusa na druge kategorije prasi¢ev
(Dee in sod., 1997; Dee in sod., 2003). Dee in sodelavci (1997) so 24 mesecev ugotavljali
uc¢inkovitost delne depopulacije na 34 farmah, kjer so ali po 4 ali po 6 mesecih ponovno vhlevili
kategorijo tekacev. Ugotovili so, da je bila delna depopulacija uc¢inkovita na 20 farmah, na 14
pa so Se vedno dokazali virus, ker lastniki niso spoStovali zapore reje. Na vseh farmah pa so se

po delni depopulaciji izboljsali proizvodni rezultati.

Delna depopulacija je ucinkovita metoda eliminacije PRRS (Dee in sod., 1993). Metoda je
ucinkovita zlasti pri na¢inu reje, kjer so vse proizvodne faze na isti lokaciji (Torremorell in

Christianson, 2002).
2.8.3.3 Metoda zgodnje odstavitve

Metodo zgodnje odstavitve od pozitivnih svinj uporabljamo za proizvodnjo negativnih pujskov
(Zimmerman in sod., 2012). Tudi ta metoda je navadno dopolnilna metoda ob drugih metodah
za eliminacijo PRRS. Za uc¢inkovitost metode je nujen sistem reje »all in/all out« (Donadeu in
sod., 1999; Gramer in sod., 1999). Sesne pujske odstavimo in premestimo na lo¢eno lokacijo
pri starosti 5 do 7 dni, ko so e kolostralno zas¢iteni. Ce tega ne storimo, pujski lahko zbolijo,
ko nimajo ve¢ kolostralnih protiteles. Donadeu in sodelavci (1999) porocajo, da so pri 15 %
zgodnje odstavljenih pujskov dokazali virus PRRS. Torremorell in sodelavci (2002) navajajo,
da je treba pred preselitvijo vse pujske testirati tako serolosko z ELISA kot tudi z metodo RT-
PCR.

2.8.4 Ukrepanje ob pojavu PRRS v svetu

Enotnih programov eliminacije in izkoreninjenja PRRS ni niti v Evropi niti v ZDA. Programi,
ki se izvajajo, so bodisi lokalni bodisi regionalni. Edina drzava, ki ji je uspelo izkoreniniti

PRRS, je Cile (Torremorell in sod., 2008). V ZDA so s programom izkoreninjenja najprej zaceli
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leta 2002 v vzhodnem delu Minnesote, nato ji je leta 2004 sledil Stevens County, ki je zahodni
del Minnesote. Priblizno 90 % rejcev se je vkljuc¢ilo v program in prevalenca bolezni se je
zmanjSala za 50 %. Program se zaradi uspeha hitro §iri Se na ostale regije, med drugimi se je
priklju¢ila tudi severna Minnesota. Tako zdaj poteka v ZDA priblizno 20 regionalnih
programov s ciljem eliminacije in eradikacije PRRS. Prav tako potekajo Stevilni programi v
Kanadi v Ontariu in Quebecku. Za zacetek izvajanja regionalnih programov so ustanovili odbor,
ki so ga sestavljali predstavniki rejcev prasicev, predstavniki mesno-predelovalne industrije in
veterinarji. Vse delo opravijo na prostovoljni osnovi in vse stroske krijejo rejci sami,
vkljucujejo pa se tudi v razli¢ne projekte, kot je na primer PRRS CAP. Kljub temu ni do danes
Se nobena drzava v ZDA prosta PRRS (Morrison, 2011b: Morrison, 2012). V Evropi potekajo
programi na regionalnem nivoju na Danskem, Nizozemskem in v Franciji, vendar med seboj
niso povezani. VVse programe izvajajo najprej v ¢redi, kasneje pa tudi na SirSem obmodju. Tudi
tu opravijov se prostovoljno, saj rejce motivira boljsi finan¢ni ucinek, saj ze sama kontrola
bolezni izboljsa proizvodne rezultate, zmanjSa se uporaba antibiotikov in vakcin in v nekaterih
drzavah ima meso prasicev, prostih PRRS, vi§jo ceno. Pri vseh programih je nujna udelezba
veterinarjev, ki skrbijo za izobrazevanje rejcev, za Sirjenje informacij in nadzorujejo izvajanje

programa (Elvstroem, 2012; Mieli, 2012; Duinhof in Dam, 2012).
2.8.5 PRRS v Sloveniji

Pred vstopom v EU (do leta 2004) v Sloveniji niso dokazali protiteles proti virusu PRRS
(Valencak, 2004). V letu 2005 je javna veterinarska sluzba prenehala izvajati monitoring na
PRRS, ki je obsegal pregled dolo¢enega Stevila plemenskih svinj in vseh plemenskih merjascev
glede na prisotnost protiteles proti virusu PRRS z ELISA, in je trajal od leta 1995 do 2004 v
okviru Odredbe o izvajanju sistemati¢nega spremljanja stanja kuznih bolezni in cepljen;.
Ekonomske izgube zaradi pojava PRRS pri prasi¢ih so evidentirali tudi rejci v Sloveniji (Stukelj
in Valencak, 2008; gtukelj in Valencak, 2010). V letu 2010 je Nacionalni veterinarski institut
(NVI) Veterinarske fakultete po naroCilu Veterinarske uprave Republike Slovenije (VURS)
opravil studijo glede pojavnosti PRRS v Sloveniji. V okviru $tudije smo pregledali vse reje, ki
imajo 30 in ve¢ plemenskih prasicev in ugotovili, da je bila seroloska prevalenca bolezni 44,8
%, v 45,2 % rej smo dokazali tudi virus PRRS. Primerjava nukleotinih zaporedij 21 sevov virusa
PRRS iz te Studije je pokazala zelo veliko genetsko razlicnost. Na podlagi analize zaporedij s
programom DNASTAR smo lahko razdelili vzorce v pet genetskih skupin virusov PRRS. V
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prvo skupino (tip EU 1a), ki je na primerjanem odseku nukleotidov $e najbolj podobna
referenénemu virusu Lelystad, s 94,6 do 96,1-odstotno identi¢nostjo nukleotidnega zaporedja.
V drugo genetsko skupina (tip EU 1b) je bil uvr§¢en virus s 93,4-odstotno identi¢nostjo s sevom
Lelystad. V tretjo genetsko skupino (tip EU Ic) je bil uvrs€en virus s 93,8-odstotno
identi¢nostjo s sevom Lelystad. V Cetrto genetsko skupino (tip EU 1d) sta bila uvr§¢ena virusa
z 91,9 do 92,2-odstotno identi¢nostjo v zaporedju nukleotidov z referenénim sevom Lelystad.
V peto skupino (tip EU le), ki je po Stevilu uvrSéenih virusov tudi najvecja (70 % rej), je bilo
uvrscenih 14 virusov. Ta skupina ugotovljenih virusov PRRS se na nukleotidnem nivoju tudi
najbolj razlikuje od seva Lelystad s komaj 89,1 do 89,9-odstotno identi¢nostjo. Z referen¢nim
sevom, ki spada v ameriski tip virusa PRRS VR-2332 (genotip 2), so imeli ugotovljeni virusi
iz te Studije (EU 1la, EU 1b, EU Ic, EU 1d in EU 1e) le 63,6 do 67,1-odstotno identi¢nost na
nukleotidnem nivoju. (Toplak in sod., 2010).

Leta 2011 smo v okviru letne Odredbe o izvajanju sistemati¢nega spremljanja stanja kuznih
bolezni in cepljenj preiskali serume vseh plemenskih merjascev z ELISA in ugotovili priblizno
40-odstotno prevalenco bolezni. V Sloveniji se v pozitivnih rejah sre¢ujemo v glavnem z virusi
PRRS iz genotipa 1, ki pa so genetsko uvrsceni v 14 razli¢nih podtipov, vsi pa sodijo v skupino
1 (Toplak in sod., 2010; Toplak in sod., 2012a). Znotraj skupine 1 pa so razvrs¢eni v 12
genetskih skupin in sicer 1a, 1b, 1c, 1d, 1e, 1f, 1g, 1h, 1i, 1j, 1k, Im s 85,7 do 93,8-odstotno
identi¢nostjo zaporedja nukleotidov med skupinami. V §tirih vzorcih smo potrdili tudi genotip

2 (Toplak in sod., 2012b).
2.8.6 Zakonodaja o PRRS v Evropi in v Sloveniji

PRRS je uvrScen na listo OIE bolezni praSiev, kar pomeni, da morajo drzave ob potrditvi
bolezni (lahko samo ob potrditvi protiteles) bolezen prijaviti (World Health Organisation for

Animal Health, 2012). Za ukrepanje zoper PRRS ni evropske zakonodaje.

PRRS je v Pravilniku o boleznih zivali naveden v prilogi 1, v kateri so nastete bolezni v skladu
s kodeksom o zdravju zivali OIE pri posamezni vrsti zivali. Priloga 1 pomeni, da bolezen

prijavljamo (Pravilnik o boleznih zivali, 2007).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Farme

Raziskavo smo opravili na 9 farmah (slika 6, slika 7). Vse farme, ki smo jih vkljucili v
raziskavo, imajo na eni lokaciji zdruzene vse proizvodne faze in vse kategorije prasSiCev:
plemenske svinje, plemenske merjasce, sesne pujske, tekace in pitance. Farme 1, 2, 3,7,81in 9
so imele le en objekt z ve¢ sobami za vzrejo praSic¢ev. Farma 4 je imela na dvoriscu §tiri lo¢ene
objekte, v enem je bila porodniSnica, v drugem so bili skupaj nastanjeni tekaci in breje
plemenske svinje, v tretjem objektu pa pitanci, v cetrtem objektu je bilo nastanjenih Se nekaj
plemenskih prasicev. Farma 5 je imela tri objekte, v prvem objektu sta bili v locenih prostorih
porodnisnica in CakalisCe, v drugem pitali§¢e ter v tretjem vzrejalisée. Farma 6 je imela dva
objekta, v enem objektu so bili v lo¢enih prostorih porodni$nica, ¢akalis¢e in vzreja, v drugem
objektu pa je bilo pitalis¢e. Na vseh farmah pujske odstavljajo pri 28 dneh, v pitanje pa gredo

v starosti 11 do 12 tednov, prasice redijo do teze okoli 115 kg.

Farma 1 je imela 12 plemenskih svinj in je bila brez merjasca, farma 2 je imela 7 plemenskih
svinj in je bila prav tako brez merjasca, farma 3 pa je imela 14 plemenskih svinj in enega

merjasca. Na farmah 1, 2 in 3 smo opravili naravno prekuZitev.

Farma 4 je imela 72 plemenskih svinj in 2 merjasca, farma 5 je imela ob pricetku Studije 130
plemenskih svinj in 2 merjasca, ob koncu Studije pa le Se 95 plemenskih svinj in 2 merjasca,
farma 6 je imela 61 plemenskih svinj in enega merjasca, na koncu $tudije pa le Se 47 plemenskih

svinj in enega merjasca. Na farmah 4, 5 in 6 smo izvedli serumizacijo.

Farma 7 je imela ob pric¢etku raziskave 20 plemenskih svinj in je bila brez merjasca, farma 8 je
imela 15 plemenskih svinj in je bila brez merjasca, farma 9 pa je imela 28 plemenskih svinj in

2 merjasca. Na farmah 7, 8 in 9 smo izvedli vakcinacijo.
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Slika 6: Lokacija farm v Sloveniji.

Figure 6: Farm location in Slovenia.
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Slika 7: Lokacija farm vkljucenih v $tudijo.

Figure 7: Location of the farms from the study.
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3.1.2 Serumi

Individualne serume prasi¢ev smo zbirali od marca 2009 do aprila 2013 (tabela 1).

Tabela 1: Skupno $tevilo preiskanih serumov z ELISA in skupno §tevilo preiskanih serumov z metodo RT-PCR .

Table 1: Number of tested sera in ELISA and number of tested sera by RT-PCR.

Farma Skupno $t. odvzetih St. preiskanih serumov | St. preiskanih serumov
serumov zELISA z metodo RT-PCR

Farma 1 74 74 12

Farma 2 36 36 6

Farma 3 72 72 40

Farma 4 302 302 136

Farma 5 738 738 470

Farma 6 353 353 323

Farma 7 94 94 34

Farma 8 85 85 20

Farma 9 110 110 65

Skupaj 1864 1864 1106

3.1.3 Inokulum za serumizacijo

Inokulum za serumizacijo smo pripravili iz individualnih serumov tekacev in pitancev (kri 5
tekaCev v starosti 6 tednov, 5 tekaCev v starosti 8 tednov, 5 tekaCev v starosti 10 tednov in 5
pitancev v starosti 12 tednov), pri katerih smo z metodo RT-PCR ugotovili nukleinsko kislino
virusa PRRS. Pozitivne serume s posamezne farme smo zdruzili v en vzorec (pool) in dobro
premesali. Enemu delu seruma smo dodali $tiri dele gojis¢a RPMI-1640 (Gibco, Nemcija) in 1
% antibiotika in antimikotika (Invitrogen, Nem¢ija). Inokulum smo do uporabe hranili v

hladilniku pri temperaturi 4 do 8 °C, najve¢ 1 dan.
3.14 Vakcina

Uporabili smo vakcino Porcillis® PRRS proizvajalca Intervet. Vakcina vsebuje oslabljeni virus
Lelystad, ki spada v genotip 1 virusa PRRS. Vsaka doza v koli¢ini 2 ml pri intramuskularni
aplikaciji (i/m) ali pa 0,2 ml pri intradermalni aplikaciji (i/d) vsebuje najmanj 10* TCIDso virusa

PRRS. Aktivna komponenta v cepivu je raztopljena v Diluvac Forte.
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3.2 METODE

3.2.1 Odvzem vzorcev

Vzorce krvi tekacev, pitancev in plemenskih prasi¢ev smo jemali iz Zile vena cava cranialis.
3.2.2 Vzorcenje

Prvo vzorcenje na farmi smo izvedli, da bi ugotovili protitelesa proti virusu PRRS na farmi.

Uspesnost eliminacije PRRS smo preverjali priblizno na tri mesece z odvzemom vzorcev krvi
vsem plemenskim prasi¢em, ne glede na to, ali smo izbrali naravno prekuzitev, serumizacijo ali

vakcinacijo.

Za kontrolo uspesnosti eliminacije PRRS smo dodatno jemali vzorce pri tekacih in mlajsih

pitancih od 6 do 14 tednov in pri pitancih v starosti priblizno 6 mesecev (tik pred klanjem).
3.2.3 Priprava serumov

Krvne vzorce smo centrifugirali 10 minut pri 2600g, nato smo serume prelili v ve¢ manjsih

epruvet po 1 ml in jih do izvedbe ELISA hranili v hladilniku pri temperaturi med 4 °C do 8 °C.

V primeru, da smo na vzorcih izvedli tudi molekularna testiranja, smo serume prelili s sterilnimi

nastavki s filtrom v sterilne vijalke po 1,2 ml in jih do preiskave hranili na -20 °C.
3.2.4 Zaporareje

Na vseh farmah smo uvedli dvojno zaporo, ki temelji na prenehanju vnasanja novih prasicev
na farmo in na dodajanju lastnih mladic v plemensko ¢redo in sicer za obdobje najmanj 6
mesecev. Po preteku 6 mesecev smo se za vsako individualno rejo posebej, na podlagi
rezultatov preiskave na protitelesa odlocili, ali trajanje zapore reje za dolocen ¢as podaljsamo

ali pa zaporo opustimo.
3.2.5 Biovarnostni ukrepi

Ob zacetku ukrepanja smo za vsako farmo dolocili oddaljenost od najblizje druge farme. Pri
oceni smo upostevali najmanjSo oddaljenost 300 m, kot jo priporoc¢ajo Pitkin in sodelavci

(2011). Prav tako smo pri oceni upostevali status najblizje farme glede PRRS. Na vseh farmah
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smo ob zacetku Studije uvedli zunanje in notranje biovarnostne ukrepe. Rejci so se obvezali, da
bodo izvajali sledeCe ukrepe: uporaba negativnega semena, loCeni prostori za razli¢ne
kategorije praSiCev, preoblacenje in preobuvanje delavcev pri prehodih med kategorijami
prasicev, sistem reje »all in/all out«, dezinfekcijske bariere pred vhodom v prostor, zamenjava
dezinfekcijske raztopine na vsakih 24 ur in locen prostor za bolne zivali. Na farmah so redno
izvajali deratizacijo in dezinsekcijo. Vsi ti ukrepi so v skladu z biovarnostnim protokolom za
PRRS, ki so ga pripravili Pitkin in sod. (2011) in tudi z McREBELL™ (Management Changes
to Reduce Exposure to Bacteria to Eliminate Losses) PRRS programom (McCaw, 1995;
McCaw, 2000).

Ob nasih obiskih na farmi smo nadzorovali izvajanje naslednjih biovarnostnih ukrepov:

e dvojna zapora,

e uporaba preverjeno negativnega semena na farmah, kjer niso imeli lastnega merjasca,

e kategorije prasicev, locene po prostorih,

e preoblacenje in preobuvanje delavcev,

e sistem reje »all in/all out,

e razkuzevalne bariere pred vhodom v posamezni prostor in dnevna menjava
dezinfekcijske raztopine,

e poseben boks za bolne prasice v lo¢enem prostoru,

e deratizacija in dezinsekcija.
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Legenda

HH PRRS okuZene farme ﬂ'

Slika 8: Farme, na katerih smo izvajali eliminacijo PRRS in glede na virus pozitivne farme, ki smo jih ugotovili v

$tudiji o pojavljanju PRRS v Sloveniji v letu 2010.

Figure 8: Farms from the study where the elimination of PRRS was implemented and the PRRS positive farms in

Slovenia from the study performed in the year 2010.

V letu 2010 je bila opravljena Studija o pojavnosti PRRS v Sloveniji (Toplak in sod., 2010).
Slika prikazuje glede na PRRS pozitivne farme iz $tudije, opravljene leta 2010 ter 9 farm,
vkljucenih v $tudijo eliminacije PRRS (slika 8).
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3.2.6 Naravna prekuzitev

Naravno prekuzitev smo izvedli na farmah 1, 2 in 3. V Sestih mesecih naj bi vsi plemenski

prasic¢i pridobili specifi¢na protitelesa proti farmskem podtipu virusa PRRS.
3.2.7 Serumizacija

Serumizacijo smo izvedli na farmah 4, 5 in 6. S posebej pripravljenim inokulumom smo na isti
dan cepili vse prasi¢e v plemenski ¢redi. Vsakemu plemenskemu prasicu smo dali isti dan 2 ml

inokuluma intramuskularno.
3.2.8 Vakcinacija

Na farmi 7 smo opravili vakcinacijo dvakrat v ¢asovnem razmiku treh mesecev, na farmah 8 in
9 pa enkrat. Za ta namen smo uporabili komercialno vakcino Porcillis® PRRS. Vsakemu

plemenskemu prasicu smo dali isti dan 2 ml pripravka intramuskularno.
3.29 Testi
3.2.9.1 Encimsko imunski test (ELISA)

Pri vseh vzorcih seruma smo opravili encimsko imunski test (ELISA). To je indirektna metoda
za dokazovanje protiteles proti genpotipu 1 in genotipu 2 virusa PRRS. Uporabili smo
komercialni ELISA proizvajalca IDEXX: IDEXX PRRS X3.

Pri izvedbi testa smo upostevali navodila proizvajalca.
Mikroplosce smo spirali z avtomatskim spiralnikom Antos AW1 (Velika Britanija).

Vrednost opticne gostote smo izmerili pri 650 nm s ¢italcem Anthos HtII (Velika Britanija).
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Opis postopka:

Komponente testa ELISA so bile shranjene v hladilniku na +2 do +8 °C, tik pred uporabo smo

jih segreli na sobno temperaturo (18 do 25 °C).
Za nanos vzorcev smo uporabili multikanalno pipeto.

Najprej smo razred¢ili raztopino za spiranje v razmerju 1:10 (en del raztopine za spiranje in 9

delov destilirane vode).

Preiskovane vzorce ter pozitivni in negativni nacionalni serum smo razred¢ili v razmerju 1:40

z razredCevalcem za vzorce. Kontrolnih serumov nismo red¢ili.

Vzorce smo red¢ili na U mikroplos¢i za redcenje in jih pred nanosom na mikroplo$co premesali.
Na plo$¢o smo nanesli po 195 ul razred¢evalca in 5 ul preiskovanega seruma. Enako smo
pripravili red¢enje za pozitivni in negativni nacionalni serum. Za vsak serum smo menjali

nastavke za pipeto. Vzorce smo pred nanosom na mikroplosco premesali.
Na eni mikroplo$¢i smo lahko preiskali 88 vzorcev serumov.

Protokol:

1. Na mikroplos¢o PRRS X3 smo nanesli 100 pl nerazred¢ene negativne kontrole v jamici
Al, B1, 100 ul nerazredcene pozitivne kontrole v jamici C1, D1 in 100 ul razred¢enega
negativnega nacionalnega seruma v jamici E 1, F 1.

nato smo nanesli 100 ul razred¢enega preiskovanega seruma v pripadajoce jamice.
Redc¢enja smo inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi od 20 °C do 25 °C.

Mikroplos¢o smo sprali s pufrom 3 do 5-krat.

V vsako jamico smo naneseli 100 ul konjugata.

Mikroplos¢o smo inkubirali 30 minut na sobni temperaturi.

Ponovili smo korak 4.

Nanesli smo 100 ul substrata TMB v vsako jamico.

© 0 N o gk~ wDN

Mikroplosc¢o smo inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi.
10. Nanesli smo 100 ul »stop solution« v vsako jamico.

11. Izmerili smo vrednost opti¢ne gostote (OD) s ¢italcem pri valovni dolzini 650 nm.
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Interpretacija rezultatov:
Rezultati ELISA so veljavni, Ce:

e je povprecna vrednost OD pozitivne kontrole (PCx) minus negativna kontrola (NC)
vecja ali enaka 0.150.

e je povprecna vrednost OD negativne kontrole (NCx) manjsa ali enaka 0.150.

Prisotnost ali odsotnost protiteles proti PRRS smo izracunali iz razmerja med vzorcem in

pozitivno kontrolo (S/P) na sledeci nacin:

S vzorec A(650) — NCX

P PCX — NCX

Ce je razmerje S/P manjse od 0.4 je vzorec ovrednoten kot negativen, kar pomeni, da

vzorec ne vsebuje protiteles proti virusu PRRS.

Ce je S/P razmerje veéje ali enako 0.4 je vzorec ovrednoten kot pozitiven, kar pomeni,

da vzorec vsebuje protitelesa proti virusu PRRS.

Za izracun smo uporabili program proizvajalca IDEXX (XCHEK™ 3,2 IDEXX Laboratory

Comprehensive Information Management Software).

Vrednosti S/P smo razdelili v stiri skupine:

negativni vzorci - S/P vrednost manj kot 0,4,

nizko pozitivni vzorci - S/P vrednost med 0,4 in 1,

pozitivni vzorci - S/P vrednost med 1 in 2,

visoko pozitivni vzorci - S/P vrednost ve¢ kot 2.

Proizvajalec ELISA sicer predvideva interpretacijo rezultatov samo na pozitivne (S/P
vrednost nad 0,4) in negativne (S/P vrednost pod 0,4), mi pa smo v $tudiji uvedli dodatno
razdelitev pozitivnih vzorcev, da bi natan¢neje spremljali spremembe v vrednosti S/P pri

posameznih prasicih.
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3.2.9.2 Dokaz virusa
3.2.9.2.1 Molekularne metode

3.2.9.2.1.1 lzolacija RNA

Za izolacijo RNA iz vzorcev serumov smo uporabili komercialni komplet reagentov QlAamp
Viral RNA mini kit (Qiagen, Nemcija). Princip izolacije RNA temelji na selektivni vezavi RNA
na membrano iz silikatnega gela, ki je vezan v dno QIlAamp kolon.

Postopek izolacije smo izvajali po navodilih proizvajalca komercialnega kompleta:

1. Pripravili smo ustrezno koli¢ino meSanice pufra AVL in "carrier" RNA in po 560 pl
mesanice prenesli v 1.5 ml epruvete (Eppendorf, Nemcija).

2. Dodali smo 140 pl vzorca in vsebino epruvete dobro premesali na vibracijskem mesalniku
ter inkubirali 10 minut na sobni temperaturi. S postopkom kratkega centrifugiranja smo
odstranili vsebino s pokrova epruvete.

3. Vsebini epruvete smo dodali 560 ul 96 - 99 % etanola (Merck, ZDA). Vsebino smo nato
premesali in kratko centrifugirali.

4. 630 ul meSanice smo nanesli na QIAamp kolono in centrifugirali 1 minuto pri 6.000 x g.
Filtrat v zbirni epruveti smo zavrgli in postopek ponovili.

5. Na QIAamp kolono smo nanesli 500 ul pufra AW1 in centrifugirali 1 minuto pri 6.000 x
g. Filtrat smo zavrgli, zamenjali zbirno epruveto in nanesli 500 pl pufra AW?2. Sledilo je
centrifugiranje 3 minute pri 20.000 x g.

6. Kolono QIAamp smo prenesli v 1,5 ml epruveto (Eppendorf, Nemc¢ija) in na membrano
kolone nanesli 60 pl pufra AVE. Sledila je inkubacija 1 minuto in nato centrifugiranje 1

minuto pri 6.000 x g. Kolono smo zavrgli, izolirano RNA pa shranili pri < - 60 °C.

3.2.9.2.1.2 Metoda reverzne transkripcije in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR)

Metodo RT-PCR smo izvajali v eni stopnji. Uporabljali smo reagente komercialnega kompleta
One-Step RT-PCR Kit (Qiagen, Nemcija), ki vsebuje encima reverzna transkriptaza in

polimeraza in tako zdruzuje procesa reverzne transkripcije in pomnozevanja.

Z metodo RT-PCR smo pomnozevali okrog 290 bp dolg odsek virusnega genoma PRRS, Ki
kodira protein nukleokapside v regiji v ORF 7. Par zacetnih oligonukleotidov PRRS P1 in
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PRRS P2 (Donadeu in sod., 1999) je uporaben za pomnozevanje sevov genotipa 1 in genotipa

2 (tabela 2). Konéni volumen reakcijske mesanice je bil 25 pl.

Tabela 2: Zagetna oligonukleotida za pomnoZevanje odseka v regiji gena za nukleokapsido (Donadeu in sod.,

1999).

Table 2: Oligonucleotides for amplification of part of genome of nucleocapsid (Donadeu et al., 1999).

Ime Nukleotidno zaporedje v smeri DolZina v nt Pozicija v genomu (glede
5'-3 na Lelystad virus)
PRRS P1 CCA GCC AGT CAATCARCT GTG 21 14657 - 14677
PRRS P2 GCG AAT CAG GCG CAC WGT 21 14929 - 14948
ATG

Reakcijska mesSanica je vsebovala:

e 15 ulz DEPC obdelane vode,
e 5 ul 5 x pufra PCR,

e 1 ul 10 mM mesanice ANTP-jev,

e 0,5 ul 20 pmol/ pl zacetnega oligonukleotida PRRS P1,

e 0,5 ul 20 pmol/ ul zacetnega oligonukleotida PRRS P2,

e 1 ul mesanice encimov RT-PCR.

Reakcijski meSanici smo dodali 2 pl izolirane RNA.

PomnoZevanje je potekalo v avtomatskem termopomnozevalniku (Biometra, Nemcija).

Program pomnozevanja je potekal:

o M NP

1 cikel 30 minut 50 °C,
1 cikel 15 minut 94 °C,
40 ciklov (30 sekund 94 °C, 30 sekund 60 °C, 1 minuta 72 °C),
1 cikel 10 minut 72 °C,

ohlajanje reakcije na 4 °C.
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3.2.9.2.1.3 Analiza produktov RT-PCR z elektroforezo v agaroznem gelu

Za analizo produktov RT-PCR smo pripravili 1,8-odstotni agarozni gel tako, da smo 100 ml 1
x pufra TAE (Tris-acetat EDTA) dodali 1,8 g agaroze v prahu (Merck, ZDA). S segrevanjem v
mikrovalovni pecici smo agarozo raztopili in jo ohlajeno na priblizno 60 °C zlili v nosilec z
namescenim glavnickom. Po 30 minutah se je gel strdil. Z nosilcem smo ga vstavili v kadicko
z 1 X pufrom TAE in odstranili glavni¢ek. V posamezno vdolbinico smo nanesli 12 pl produkta
RT-PCR, pomesanega s 3 ul nosilnega barvila (0,35 % brom-fenol modrilo). V vsako izvajanje
elektroforeze smo vkljucili molekularni oznacevalec DNA (GenRuler 100 bp DNA ladder,
Fermentas, Nemcija). Elektroforeza je potekala pri napetosti 100 voltov 60 minut. Po kon¢ani
elektroforezi smo produkte RT-PCR obarvali z etidijevim bromidom, tako da smo vstavili gel
v kadi¢ko z raztopino etidijevega bromida (0,5 pg/ml) za 15 minut. Etidijev bromid se je v tem
casu vezal v dvojne vijacnice DNA. Obarvani gel smo sprali z vodo in ga prenesli v UV-
transiluminator E-BOX VX2 (Vilber Lourmat, Nemcija) ter z ra¢unalniskim programom in

kamero dokumentirali rezultate.

V agaroznem gelu so se pomnozeni odseki lo¢ili po velikosti zaradi razli¢ne hitrosti potovanja.
Velikost produktov smo dolo€ili s primerjavo velikosti produktov molekularnega oznacevalca

DNA.

Rezultate smo ovrednotili glede na pri¢akovano velikost produkta RT-PCR. Ce smo dobili
produkt pri¢akovane velikosti okrog 300 bp, smo rezultat ocenili kot pozitiven, ¢e pa produkta

nismo dobili ali je bil nespecificne velikosti, smo rezultat ocenili kot negativen.
3.2.9.2.1.4 Dolocanje nukleotidnega zaporedja (sekvenciranje)

Dolocanje nukleotidnega zaporedja smo izvedli direktno iz produktov RT-PCR pozitivnih
vzorcev. Z uporabo zacetnih oligonukleotidov PRRS P1 in PRRS P2 smo vzorce sekvencirali
v obeh smereh. Dolo¢anje nukleotidnega zaporedja so izvedli v podjetju Macrogen

(Amsterdam, Nizozemska).
3.2.9.2.1.5 Obdelava nukleotidnih zaporedij in primerjava za dolocitev razlik med virusi PRRS

Za obdelavo rezultatov sekvenciranja smo uporabili paket programov Lasergen (DNASTAR,

ZDA, verzija 5, 05), ki nam omogocajo natan¢no analizo posameznega nukleotidnega zaporedja
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ali ve€ zaporedij hkrati. V omenjenem programu smo poravnali obe nukleotidni zapored;i istega
vzorca, ki smo ju dobili pri sekvenciranju z dvema zacetnima nukleotidoma (PRRS P1 in PRRS
P2).

Za urejanje posameznega nukleotidnega zaporedja smo uporabljali program BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), s katerim smo primerjali nukleotidno zaporedie,
ugotovljeno pri nasih vzorcih, z nukleotidnimi zaporedji, ki so dostopna v genski banki
(GenBank). S programom BLAST smo preverili morebitno insercijo, delecijo ali zamenjavo
posameznih nukleotidov ter ugotavljali odstotek homologije med nasimi in primerjanimi
zaporedji v genski banki podatkov. Urejeno zaporedje smo shranili v programu EditSeq pod

zaporedno Stevilko farme in imenom vzorca.

Program MegAlignTM (Lasergen, DNASTAR, ZDA) omogoca poravnavo dveh ali vec
izbranih zaporedij nukleotidov virusov PRRS. Program grafi¢no prikaze filogenetsko drevo -
sorodnost primerjanih nukleotidnih zaporedij in v tabeli prikaze odstotke podobnosti in

razli¢nosti med njimi. Za poravnavo zaporedij smo uporabili metodo Clustal W.
3.2.9.2.2 Izolacija virusa PRRS na pljucnih alveolarnih makrofagih

3.2.9.2.2.1 Priprava mikroplosce s pljucnimi alveolarnimi makrofagi

Plju¢ne alveolarne makrofage smo dobili od praSicev, prostih specifi¢cnih bolezni (SPF) iz
Technical University iz Danske (DTU). Ampule s plju¢nimi alveolarnimi makrofagi smo do

uporabe hranili v teko¢em dusiku pri -196 °C.

Ampulo s pljuénimi alveolarnimi makrofagi (PAM) smo vzeli iz tekocega dusSika in jih
prestavili v vodno kopel na 37 °C, da so se celice PAM odtalile. Nato smo 4,5 ml PAM celic
prenesli v 45 ml gojis¢a (Opti-MEM®), kateremu je bil dodan 10-odstotni fetalni bovini serum
- FBS). Nato smo celice PAM z gojis¢em centrifugirali na 800 x g 10 min. Odlili smo

supernatant in resuspendirali pelet v 5 ml gojisca.

Stevilo celic PAM smo presteli v komori - hemocitometer po Neubauerju s pomoéjo

mikroskopa Eclipse TS 100, proizvajalca Nikon.
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Komora za Stetje celic je modificirano predmetno stekelce, ki ima vgravirani dve ploskvi z

mrezo s Stirimi polji po 16 kvadratkov, v katerih z mikroskopom S$tejemo celice.

Najprej smo na komoro polozili pokrovno stekelce.

Iz 5 ml suspenzije celic PAM smo vzeli 100 pl in jih razred¢ili v 900 pl tripanskega modrila
(1:10).

S pipeto smo nanesli meSanico suspenzije celic in tripanskega modrila skozi rezo v obe
polji na komori za Stetje celic. Pocakali smo 1 do 2 minuti, da so se celice usedle.

Celice PAM, ki so v enem vidnem polju s 16 kvadrati, prav tako v drugem, tretjem in
Cetrtem vidnem polju s 16 kvadrati, smo presteli in izra¢unali potrebno razred¢itev 500.000
celicv1ml.

Za eno mikroplo$¢o smo potrebovali 11 ml suspenzije celic PAM.

Na mikroplo$¢o smo nanesli po 100 pl suspenzije celic PAM v vsako jamico in inkubirali

1 uro v termostatu na 37 °C s 5 % CO2.

3.2.9.2.2.2 lzolacija virusa na celicah PAM

10.

Na mikroplos¢o s celicami PAM smo v dve jamici nanesli po 50 ul posameznega
serumskega vzorca in 50 pl pozitivne kontrole (Lelystad virus in Hesse virus, ki smo ju
prejeli od prof. Stadejeka s Poljske) in negativne kontrole (negativni serum prasic¢a brez
protiteles proti virusu PRRS in brez virusa PRRS).

S pipeto smo prenesli 50 pl suspenzije posamezne jamice v vsako naslednjo jamiCco po
mikroplos§¢i tako, da smo dobili trikratne razred¢itve na mikroplosci (1:3 do 1:6561).
Vzorce smo inkubirali do 2 dni v termostatu na 37 °C s 5 % CO2.

Dnevno smo spremljali, pod mikroskopom Axiovert 25, proizvajalec Zeiss, morebiten
pojav citopatskega efekta.

Po prvi pasazi smo mikroploS¢o z inokuliranimi vzorci zamrznili na < -60 °C za 1 uro.
Medtem smo pripravili novo mikroplosco s celicami PAM.

Mikroplosco z vzorci smo odtopili in iz plo$€e z inokuliranimi vzorci prenesli po 50 pl v
jamice iste pozicije nove mikroplo$¢e in inkubirali 2 dni v termostatu na 37 °C s 5 % CO2.
Dnevno smo spremljali z mikroskopom morebiten pojav citopatskega efekta.

Drugo pasazo smo izvedli enako, kot je opisano za prvo pasazo.

Rezultate smo ovrednotili glede na prisotnost citopatskega efekta s pomocjo svetlobnega

mikroskopa Axiovert 25, proizvajalec Zeiss.
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3.2.10 Statisti¢na obdelava

S statisticnim paketom SAS/STAT (The SAS System for Linux, Release 9.2, SAS Inst. Inc.,
Cary, NC) smo izvedli analizo podatkov. Opazovana lastnost je bila vrednost S/P. Pri tem smo
uporabili metodo najmanjsih kvadratov v proceduri GLM (Dunnett, 1955). Znotraj vsake farme
smo primerjali razlike med zaporednimi odvzemi (model 1), pri ¢emer nam je kot kontrola na
vecini farm sluzil prvi odvzem, le pri farmah 5 in 7 smo kot kontrolo izbrali odvzem, ko smo
izvedli drugo serumizacijo (farma 5) oz. vakcinacijo (farma 7). Za oceno znacilnosti razlik med
srednjimi vrednostmi S/P razmerja smo uporabili Dunnettov multipli test sredine.

Model 1: Vi =#+0 +g,

Uporabljene oznake v modelih so: Y;; - opazovana lastnost, /¢ - srednja vrednost populacije,

Oi - zaporedni odvzem (i=1 do 3 oz. 6) ter €;; - ostanek.
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4 REZULTATI
41 REZULTATIS FARME 1
4.1.1 Rezultati seroloskih preiskav pri praSic¢ih na farmi 1

Na farmi 1, kjer smo izvajali eliminacijo PRRS z naravno prekuzitvijo, smo vzor¢ili osemkrat
(tabela 3). S preiskavo plemenskih prasi¢ev smo ugotovili protitelesa proti virusu PRRS pri 7
plemenskih svinjah, 5 plemenskih svinj je v ELISA reagiralo negativno. Stiri mesece po zagetku
ukrepanja je 6 plemenskih svinj reagiralo v ELISA negativno, 3 nizko pozitivno, 1 pozitivno in
1 visoko pozitivno. Pet mesecev po zacetku ukrepanja smo pregledali 5 pitancev in ugotovili,
da so vsi reagirali negativno na prisotnost protiteles. Sedem mesecev po zacetku ukrepanja smo
v plemenski ¢redi (12 plemenskih svinj) ugotovili, da je bila polovica vzorcev negativna glede
na protitelesa, pri treh vzorcih smo ugotovili nizko pozitivne S/P vrednosti, pri dveh pozitivne
in pri enem visoko pozitivno. Deset mesecev po zacetku ukrepanja je 8 plemenskih svinj
reagiralo negativno, 1 plemenska svinja nizko pozitivno, 1 plemenska svinja pa pozitivno.
Sedemnajst mesecev po zacetku ukrepanja smo pregledali 10 plemenskih svinj in 4 pitance. Vsi
vzorci pitancev so bili negativni v ELISA. Sedem plemenskih svinj je reagiralo negativno, 2
nizko pozitivno in 1 pozitivno. Enaindvajset mesecev po zacetku ukrepanja smo preiskali
vzorce krvi 5 plemenskih svinj in 5 pitancev in ugotovili, da je 9 pregledanih vzorcev
negativnih, ena plemenska svinja pa je reagirala nizko pozitivno v ELISA. Pri vzoréenju 32
mesecev po zacetku ukrepanja smo ugotovili, da so vsi pregledani prasici (12 plemenskih

prasi¢ev in 26 pitancev) negativni na prisotnost protiteles proti virusu PRRS.
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Tabela 3: Rezultati ELISA za dokaz praotiteles proti virusu PRRS na farmi 1.

Table 3: The ELISA results of detection of PRRS virus antibodies on Farm 1.

Skupno Stevilo Stevilo Stevilo nizko Stevilo Stevilo visoko
testiranih negativnih pozitivnih pozitivnih pozitivnih
prasicev prasicev prasicev prasicev prasicev

Vzorcenje — — _ _ _
X 4 X X X
[%2] [72] (%2) (%2) (%2)
s | 2 | 82| g2 | &% 2 |=2| g2 | 28| %

§8| % |E%| %2 | §%| % |88 | % | 5% | %

o o =" o Q. (=% o Q. =" o o (=% o Qo (=%
Ugotovitev 12 / 5 / 0 / 7 / 0 /
PRRS
4 mesece po 11 / 6 / 3 / 1 / 1 /
zaCetku
ukrepanja
5 mesecev po / 5 / 5 / 0 / 0 / 0
zaCetku
ukrepanja
7 mesecev po 12 / 6 / 3 / 2 / 1 /
zacetku
ukrepanja
10 mesecev po 10 / 8 / 1 / 1 / 0 /
zacetku
ukrepanja
17 mesecev po 10 4 7 4 2 0 1 0 0 0
zacetku
ukrepanja
21 mesecev po 5 5 4 5 1 0 0 0 0 0
zaCetku
ukrepanja
32 mesecev po 12 26 12 26 0 0 0 0 0 0
zacetku
ukrepanja

Legenda: v stolpcu »prasici« so zajete kategorije od tekacev do pitancev.
Negativni (vrednosti S/P pod 0,4), nizko pozitivni prasici (vrednosti S/P med 0,4 in 1), pozitivni prasici

(vrednosti S/P med 1 in 2), visoko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P vec kot 2).
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Graf 1: Prikaz rezultatov ELISA za plemenske pra$i¢e na farmi 1.

Graph 1: The ELISA results of the breeding pigs on Farm 1.
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Pred zacetkom ukrepanja smo na farmi 1 ugotovili 41,3 % negativnih plemenskih svinj in 58,7

% pozitivnih (graf 1). Stiri mesece po za¢etku ukrepanja smo ugotovili 54,5 %, negativnih svinj

in 9,1 % (ena svinja) visoko pozitivnih plemenskih svinj. Sedem mesecev po zacetku ukrepanja

se je odstotek negativnih zivali znizal na 50, ista plemenska svinja pa je reagirala visoko

pozitivno kot pri prejsSnjem vzorcenju. Deset mesecev po zacetku ukrepanja smo ugotovili 80

% negativnih plemenskih svinj, visoko pozitivnih pa nismo ve¢ dokazali. Pri zadnjem vzorcenju

32 mesecev po zacCetku ukrepanja pri plemenskih prasicih nismo ve¢ dokazali protiteles proti

virusu PRRS.
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4.1.2 Rezultati statisti¢ne obdelave podatkov s farme 1

4.1.2.1 Spreminjanje povprecnih vrednosti S/P v plemenski ¢redi v zaporednih odvzemih na

farmi 1

Statisticno znacilna razlika je med prvim in petim odvzemom ter med prvim in Sestim ter

sedmim odvzemom (tabela 4).

V ELISA je povpre¢na S/P vrednost ob ugotovitvi PRRS znasSala 0,907. Povprecne vrednosti
S/P so se pri nadaljnjih odvzemih znizevale na 0,704 (7 mesecev po ukrepanju), na 0,231 (17
mesecev po ukrepanju) in na 0,007 (32 mescev po ukrepanju). Pri vzoréenju 32 mesecev po
zacetku ukrepanja smo ugotovili, da so vse vrednosti S/P pod 0,4 (vsi pregledani prasici so
negativni) (graf 2). Najvi§jo vrednost S/P (2,875) smo zabelezili §tiri mesece po ukrepanju.
Tabela 4: Povpreéne vrednosti S/P s standardnimi napakami ter statisticno znacilno razliko med odvzemi
(primerjava glede na vrednosti S/P pred zacetkom ukrepanja) za farmo 1.

Table 4: Least square means for S/P value with standard errors and significance of differences between successive
sampling (comparison with S/P value before taking a measure) for Farm 1.

Odvzem povprecje S/P Standardna napaka P-vrednost
Ugotovitev PRRS 0,907 +0,168

4 mesece po zacetku 0,690 +0,176 0,8503
ukrepanja

7 mesecev po zacetku 0,704 +0,168 0,8698
ukrepanja

10 mesecev po zacetku 0,191 +0,220 0,0513
ukrepanja

17 mesecev po zacetku 0,231 +0,156 0,0200
ukrepanja

21 mesecev po zacetku 0,034 +0,176 0,0031
ukrepanja

32 mesecev po zacetku 0,007 +0,153 0,0002
ukrepanja
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Graf 2: Prikaz vrednosti S/P med posameznimi odvzemi pri plemenskih prasi¢ih na farmi 1.

Graph 2: S/P changing between each sampling in the breeding herd on Farm 1.
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Stolpci prikazujejo mediano, minimalno in maksimalno vrednost, spodnjo in zgornjo Cetrtino

rezultatov ter srednjih 50 % vrednosti v posamezni skupini.
4.1.3 Rezultati dokazovanja nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 1
4.1.3.1 Dokaz nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 1

Sedem mesecev po zafetku ukrepanja smo odvzeli vzorce od vseh 12 plemenskih svinj. Z

metodo RT-PCR pri nobeni plemenski svinji nismo dokazali virusne nukleinske kisline virusa

PRRS (tabela 5).
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Tabela 5: Rezultati RT-PCR na farmi 1.

Table 5: Results of RT-PCR on Farm 1.

Stevilo vzorcev Rezultati
=
=
@ 2
E >n
g =
Z | o - - - a - - -
) =< —_ - = o o~ < - oy e o N <
[ n o © o — — — o © oo — — —
7 mesecev po | 12 12 np np np np np neg np np np np np
zacetku
ukrepanja

Legenda: pl. p — plemenski prasi¢i, t — starost v tednih, neg — negativno, np — ni pregledano
4.1.4 Biovarnostni ukrepi na farmi 1
4.1.4.1 lzvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 1

Farma 1 je v naselju Cven (slika 9). V radiju 1 kilometer je Se 37 farm, za katere nismo poznali
statusa glede PRRS. V naselju je 1.754 praSicev v 42 gospodarstvih s povprecno 42 prasici. Ob
ugotovitvi PRRS na farmi se je rejec obvezal, da bo takoj zacel izvajati predpisane biovarnostne
ukrepe (tabela 6). Od ugotovitve PRRS je rejec 10 mesecev izvajal dvojno zaporo. Po tem
obdobju pa je kupoval prasice, negativne na protitelesa proti virusu PRRS. Kljub temu je rejec
pri nakupljenih praSi¢ih izvajal Se 60 dnevno karanteno. PraSiCe je testiral Se enkrat na
protitelesa proti virusu PRRS in jih Sele nato vkljucil v svojo rejo. Pred uvedbo ukrepov je rejec
vozil svinje na oploditev k okoliSkim merjascem, katerih status glede PRRS ni bil poznan. Od
uvedbe ukrepov je osemenjeval svinje le s semenom iz osemenjevalnega sredisca, ki je prosto
PRRS. Farma je imela vse kategorije prasi¢ev locene po prostorih, delo pa so si organizirali
tako, da je en druzinski ¢lan skrbel za plemensko ¢redo, drugi pa za ostale kategorije prasi¢ev
na nacin, da je najprej oskrbel kategorijo tekacev in nato pitancev. Na farmi niso izvajali
sinhronizacije bukanja, zaradi ¢esar niso mogli izvajati sistema »all in/all out«. Prve 4 mesece
od zacetka ukrepanja niso uporabljali dezinfekcijskih barier, ki so jih po nasem opozorilu
namestili pred vhode v prostore farme. BolniSni¢nih boksov niso imeli. Vse slabotne pujske so

sproti usmrtili. Izvajali so dezinsekcijo in deratizacijo.
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Tabela 6: Predpisani in izvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 1.
Table 6: Required and implemented biosecurity measures on Farm 1.
Izvajanje biovarnostnih ukrepov na farmi
Biovarnostni - S & = o > o > o > o > o
ukrepi na farmi b o 2 D = S == S 2= S 2= S 2=
= g2 2 AR 1 BRI IR R e c
X% S 2o 2 o 3% a 32 o 32 a T2 o
g 9O 2@ g9 ETQ ESQ R e8¢
o €9 < € o X% o oX ~ o X - o X N o X
oo < N 5 ~ 23 — &> — &3 N &5 ™ &5
Farma oddaljena
ve¢ kot 300 m od ne ne ne ne ne ne ne
najblizje farme
Znan PRRS
status najblizje ne ne ne ne ne ne ne
farme
Dvojna zapora ne da da da ne ne ne
Uporaba
reverjeno
prever) ne da da da da da da
negativnega
semena
Kategorije
prasicev locene da da da da da da da
po prostorih
Preoblacenje in
preobuvanje da da da da da da da
delavcev
All in/all out
) . ne ne ne ne ne ne ne
sistem reje
Razkuzeval
azxuzevaine ne ne da da da da da
bariere
Lo¢ t
ocetl Prostor za da da da da da da da
bolne prasice
Deratizacija in
. ) da da da da da da da
dezinsekcija
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4.1.4.2 Satelitski posnetek lokacije farme 1 v naselju in oddaljenost od drugih farm

A

Farma 1: Naselje CVEN
- skupno praSicev na gospodarstvu: 63

3 . - 3t gospodarstev s prasici v naselju: 42 [

- &t. prasicev v naselju: 1.754

Slika 9: Prikaz lokacije farme 1 in sosednih gospodarstev s prasici.

Figure 9: Location of Farm 1 and neighbouring pig farms.
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4.2 REZULTATIS FARME 2
4.2.1 Rezultati seroloskih preiskav pri prasi¢ih na farmi 2

Na farmi 2 smo izvajali eliminacijo PRRS z naravno prekuZitvijo. Pri prvem vzoréenju Smo na
farmi preiskali 5 plemenskih prasi¢ev, da bi ugotovili PRRS (tabela 7). V ELISA so trije
plemenski prasici reagirali nizko pozitivno, dva pa negativno. En mesec po zacetku ukrepanja
smo preiskali vse plemenske svinje. Trije vzorci so v ELISA reagirali negativno, 3 vzorci nizko
pozitivno in 1 vzorec visoko pozitivno. Stiri mesece po ukrepanju so v ELISA 3 plemenske
svinje reagirale negativno, 3 nizko pozitivno in 1 pozitivno. Plemenska svinja, ki je reagirala
visoko pozitivno pri prejSnjem odvzemu, je Stiri mesece po ukrepanju reagirala pozitivno.
Sedem mesecev po zacetku ukrepanja so 3 plemenske svinje ostale negativne, tri pa nizko
pozitivne. Pred tem vzorCenjem je rejec izloCil eno plemensko svinjo. Deset mesecev po
ukrepanju smo odvzeli vzorce 5 pitancev, Ki so v ELISA reagirali negativno. Od 6 pregledanih
plemenskih svinj so 4 plemenske svinje reagirale negativno, 2 plemenski svinji pa nizko
pozitivno. Pri zadnjem odvzemu, 22 mesecev po zacetku ukrepanja, smo ugotovili, da so vsi

pregledani prasSici (6 plemenskih svinj in 24 pitancev) brez protiteles proti virusu PRRS.
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Tabela 7: Rezultati ELISA za dokaz praotiteles proti virusu PRRS na farmi 2.

Table 7: The ELISA results of detection of PRRS virus antibodies on Farm 2.

Skupno Stevilo Stevilo Stevilo nizko Stevilo Stevilo visoko
testiranih negativnih pozitivnih pozitivnih pozitivnih
prasicev prasicev prasicev prasicev prasicev

Vzorcenje — — _ — _

X 4 X X X

[%2) [72] (%2) [%2] (%2)

C oo o C oot ot C oot ot C oo o C oo o

S 2 o S 35 2 S 35 ) S 35 2 S8 2

§%| % |E%| %2 | §%| % | E%| % | 5% | %

o o (=% o Q. =" o Q. (=% o Q. =" o Qo (=%

Ugotovitev 5 / 2 / 3 / 0 / 0 /
PRRS

1 mesec po 7 / 3 / 3 / 0 / 1 /
zaCetku

ukrepanja

4 mesece po 7 / 3 / 3 / 1 / 0 /
zaCetku

ukrepanja

7 mesecev po 6 / 3 / 3 / 0 / 0 /
zacetku

ukrepanja

10 mesecev po 6 5 4 5 2 0 0 0 0 0
zacetku

ukrepanja

22 mesecev po 6 24 6 24 0 0 0 0 0 0
zacetku

ukrepanja

Legenda: v stolpcu »prasici« so zajete kategorije od tekacev do pitancev.

Negativni (vrednosti S/P pod 0,4), nizko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P med 0,4 in 1), pozitivni prasi¢i

(vrednosti S/P med 1 in 2), visoko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P ve¢ kot 2).
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Graf 3: Prikaz rezultatov ELISA za plemenske pra$i¢e na farmi 2.

Graph 3: The ELISA results of the breeding pigs on Farm 2.
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Pred zacetkom ukrepanja smo na farmi 2 ugotovili 40 % plemenskih prasi¢ev negativnih na

protitelesa proti virusu PRRS in 60 % nizko pozitivnih (graf 3). En mesec po zacetku ukrepanja

se je odstotek negativnih plemenskih praSi¢ev zvisal na 42,9, hkrati se je znizal odstotek nizko

pozitivnih plemenskih prasi¢ev na 42,9. V naslednjih vzoréenjih smo ugotovili, da se odstotek

negativnih plemenskih prasicev v reji zviSuje. Pri zadnjem odvzemu, so vsi plemenski prasici

v ELISA reagirali negativno na prisotnost protiteles proti virusu PRRS.
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4.2.2 Rezultati statisti¢ne obdelave podatkov s farme 2

4.2.2.1 Spreminjanje povprecnih vrednosti S/P v plemenski ¢redi v zaporednih odvzemih na

farmi 2

Statisticno znacilno razliko smo ugotovili med prvim in Sestim odvzemom (tabela 8).
Povprecna vrednost S/P je v prvem mesecu ukrepanja, ko smo pregledali vse plemenske
prasice, znaSala 0,715. V nadaljnjih odvzemih se je povprecna vrednost S/P znizevala do 22
mesecev, ko smo ugotovili, da so vsi pregledani plemenski prasici negativni. Maksimalno
vrednost S/P (1,295) smo zabelezili v prvem mesecu po ukrepanju (graf 4).

Tabela 8: Povpreéne vrednosti S/P s standardnimi napakami ter statisti¢no znacilno razliko med odvzemi
(primerjava glede na vrednosti S/P pred zacetkom ukrepanja) za farmo 2.

Table 8: Least square means for S/P value with standard errors and significance of differences between successive
sampling (comparison with S/P value before taking a measure) for Farm 2.

Odvzem povprecje S/P Standardna napaka P-vrednost
Ugotovitev PRRS 0,469 +0,269
1 mesec po zacetku

. 0,715 +0,227 0,879
ukrepanja
4 mesece po zaCetku 0,599 +0.227 0,985
ukrepanja
7 mesec.ev po zacetku 0516 +0.246 0,999
ukrepanja
10 mesecev po zacetku
ukrepanja 0,485 +0,246 1,000
22 mesecev po zacetku 0,047 £0,156 0,032
ukrepanja
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Graf 4: Prikaz vrednosti S/P med posameznimi odvzemi pri plemenskih prasi¢ih na farmi 2.

Graph 4: S/P changing between each sampling in breeding pigs on Farm 2.
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ukrepanja
Odvzemi

Stolpci prikazujejo mediano, minimalno in maksimalno vrednost, spodnjo in zgornjo Cetrtino

rezultatov ter srednjih 50 % vrednosti v posamezni skupini.
4.2.3 Rezultati dokazovanja nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 2
4.2.3.1 Dokaz nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 2

Za dokaz virusa PRRS z metodo RT-PCR smo sedem mesecev po ukrepanju odvzeli vzorce
krvi vsem plemenskim prasi¢em. Nukleinske kisline virusa PRRS nismo ugotovili pri nobenem

plemenskem prasSicu (tabela 9).
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Tabela 9: Rezultati RT-PCR na farmi 2.

Table 9: Results of RT-PCR on Farm 2.

2 Stevilo vzorcev Rezultati

o g

'E\ >N

g =

F | %2 | 8] o] o | S| Y| 2| 2| &S| ®|S| Y]
7 mesecev

po zacetku 6 6 np np np np np neg np np np np np
ukrepanja

Legenda: pl. p — plemenski prasi¢i, t — starost v tednih, neg — negativno, np — ni pregledano
4.2.4 Biovarnostni ukrepi na farmi 2
4.2.4.1 lzvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 2

Farma 2 je v naselju Boreci (slika 10). V naselju je bilo 707 prasi¢ev v 6 gospodarstvih. V radiju
1 kilometer je e 17 farm, za katere nismo poznali statusa glede PRRS. Ob ugotovitvi pozitivnih
praSiev na protitelesa se je rejec obvezal, da bo takoj zacel izvajati predpisane biovarnostne
ukrepe (tabela 10). Z uvedbo ukrepov je rejec izvajal dvojno zaporo reje 7 mesecev, po tem
obdobju pa je kupoval prasic¢e, negativne na protitelesa proti virusu PRRS, prav tako je pri
nakupljenih praSicih izvajal Se 60 dnevno karanteno. Pred vnosom v rejo smo prasice pregledali
glede na protitelesa proti virusu PRRS in Sele po tem jih je rejec vkljucil v rejo. Od uvedbe
ukrepov je rejec osemenjeval svinje samo s semenom iz osemenjevalnega sredisca, ki je prosto
PRRS. Farma je imela kategorije prasicev locene po prostorih. Delo so si organizirali tako, da
so najprej oskrbeli plemensko ¢redo in uporabili obleko in obutev, ki jo uporabljajo le v tem
prostoru. Nato se preoblecejo in oskrbijo Se ostale kategorije, nazadnje kategorijo pitancev. Na
farmi 2 niso izvajali sistema reje »all in/all out«. Dezinfekcijske bariere so namestili takoj ob
zacetku izvajanja ukrepov. Po uvedbi ukrepov so bolne prasice namestili v bolnisni¢ni boks, ki

so ga imeli v lo€enem prostoru. Izvajali so dezinsekcijo in deratizacijo.
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Tabela 10: Predpisani in izvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 2.

Table 10: Required and implemented biosecurity measures on Farm 2.

Izvajanje biovarnostnih ukrepov na farmi
Biovarnostni > o 8 > >
¢ . 2 a 8 =8 28 3 2.9 3 2.8
ukrepi na farmi b o = S 8 oS = == ==
> q_,&cts q_)xm q_))sfu m)gcﬁ m)gcﬁ
o wn n = n = m&D. G)&Q. GJNQ.
B X £.3 2 £.3 2 g NP ERD ERND
o S X QS X o X o oX N4
oo — N 35 < N S ~ 9 S - &3 N &S
Farma oddaljena
ve¢ kot 300 m od ne ne ne ne ne ne
najblizje farme
Znan PRRS
status najblizje ne ne ne ne ne ne
farme
Dvojna zapora ne da da da ne ne
Uporaba
reverjeno
prever ne da da da da da
negativnega
semena
Kategorije
prasi¢ev loCene da da da da da da
po prostorih
Preoblacenje in
preobuvanje da da da da da da
delavcev
All in/all out
) . ne ne ne ne ne ne
sistem reje
Razkuzevalne
. ne da da da da da
bariere
Locen prostor za
prost ne da da da da da
bolne prasice
Deratizacija in
. )i da da da da da da
dezinsekcija
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4.2.4.2 Satelitski posnetek lokacije farme 2 v naselju in oddaljenost od drugih farm

Farma 2: Naselje BORECI
- skupno prasicev na gospodarstvu: 80

- 8t. gospodarstev s prasici v naselju: 6

- &t. prasicev v naselju: 707
- povp. t. prasicev/gospodarstvo: 117

¢  Gospodarstva s prasici

'S G Naselja

Slika 10: Prikaz lokacije farme 2 in sosednih gospodarstev s prasici.

Figure 10: Location of Farm 2 and neighbouring pig farms.
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4.3 REZULTATIS FARME 3
4.3.1 Rezultati seroloskih preiskav pri prasi¢ih na farmi 3

Na farmi 3 smo izvajali eliminacijo PRRS z naravno prekuzitvijo. Ob prvem vzorcenju smo
protitelesa proti virusu PRRS dokazali pri vseh 15 plemenskih prasic¢ih (tabela 11). Po prvem
vzoréenju in pred uvedbo ukrepov je rejec dodal v plemensko ¢redo $e 2 plemenski svinji. Tri
mesece po zacetku ukrepanja smo pregledali vseh 17 plemenskih prasicev, od teh sta 2 reagirala
negativno na prisotnost protiteles v ELISA, 3 nizko pozitivno, 5 pozitivno in 7 visoko pozitivno.
Sest mesecev po za¢etku ukrepanja se je znizal stalez plemenske ¢rede za 3 svinje. Ugotovili
smo, da je en plemenski prasi¢ v ELISA reagiral negativno (drugi prasi¢ kot pri prejSnjem
odvzemu), 2 nizko pozitivno, 2 pozitivno in 9 visoko pozitivno. Devet mesecev po ukrepanju
smo ugotovili, da je rejec v plemensko ¢redo dodal 1 plemensko svinjo. Od 15 pregledanih
plemenskih prasicev je ena plemenska svinja reagirala negativno (nova plemenska svinja) v
ELISA, 3 so reagirale nizko pozitivno, 3 pozitivno in 8 visoko pozitivno. Pri pregledu 11
pitancev smo ugotovili 4 negativne, 1 nizko pozitivnega, 1 pozitivnega in 5 visoko pozitivnih

na prisotnost protiteles proti virusu PRRS.
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Tabela 11: Rezultati ELISA za dokaz protiteles proti virusu PRRS na farmi 3.

Table 11: The ELISA results of detection of PRRS virus antibodies on Farm 3.

Skupno Stevilo Stevilo Stevilo nizko Stevilo Stevilo visoko
testiranih negativnih pozitivnih pozitivnih pozitivnih
prasicev prasicev prasicev prasicev prasicev

Vzorcenje

= = = = =

[%2) [72] [72] (%2) [72]

C oo o C oot ot C oo o C oo o C oo o

S 32 2 S 32 ) S 2 B S 2 B S B 2

§%| % |5%| % | &% | % | 8% | 2 | 5% | %

o =" o o (=% o o =" o =" o o (=%

Ugotovitev

PRRS 15 / 0 / 1 / 2 / 12

3 mesece po

zaCetku 17 / 2 / 3 / 5 / 7 /
ukrepanja

6 mesecev po

zadetku 14 / 1 / 2 / 2 / 9 /
ukrepanja

9 mesecev po

zadetku 15 11 1 4 3 1 3 1 8 5
ukrepanja

Legenda: v stolpcu »prasici« so zajete kategorije od tekacev do pitancev.

Negativni (vrednosti S/P pod 0,4), nizko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P med 0,4 in 1), pozitivni prasici

(vrednosti S/P med 1 in 2), visoko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P ve¢ kot 2).
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Graf 5: Prikaz rezultatov ELISA za plemenske pra$i¢e na farmi 3.

Graph 5: The ELISA results of the breeding pigs on Farm 3.
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Ob uvedbi ukrepov so vsi plemenski prasi¢i v ELISA reagirali pozitivno na prisotnost protiteles

proti virusu PRRS (graf 5). Tri mesece po ukrepanju se je odstotek visoko pozitivnih

plemenskih prasi¢ev znizal na 41,2, ugotovili pa smo 11,7 % negativnih prasicev, 17,6 % nizko

pozitivnih in 29,4 % pozitivnih plemenskih prasi¢ev. Sest mesecev po ukrepanju se je odstotek

visoko pozitivnih plemenskih prasic¢ev zvisal na 64,3, znizal pa se je odstotek negativnih, nizko

pozitivnih in pozitivnih plemenskih prasicev. Devet mesecev po ukrepanju smo ugotovili 53,3

% visoko pozitivnih plemenskih prasi¢ev. Odstotek nizko pozitivnih in pozitivnih plemenskih

prasi¢ev je narastel na 20 od predhodnih 14,3 (6 mesecev po zaCetku ukrepanja).
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4.3.2 Rezultati statisti¢ne obdelave podatkov s farme 3

4.3.2.1 Spreminjanje povprecnih vrednosti S/P v plemenski ¢redi v zaporednih odvzemih na

farmi 3

Statisti¢no znacilno razliko smo ugotovili med prvim in drugim odvzemom ter med prvim in
cetrtim odvzemom (tabela 12). Ob ugotovitvi PRRS je povprecna vrednost S/P znasala 2,823,
3 mesece po zaetku ukrepanja se je povpreéna vrednost S/P znizalana 1,747. Sest in 9 mesecev
po zacetku sta povpre¢ni vrednosti S/P ponovno narasli na 1,973 oz. 1,921 (tabela 12).Razlika
med zadnjimi tremi odvzemi je bila majhna, saj so vse S/P vrednosti pri visoko pozitivnih
prasicih gibale okoli 3, vendar so bile nizje kot pri prvem odvzemu (graf 6).

Tabela 12: Povpre¢ne vrednosti S/P s standardnimi napakami ter statisti¢no znacilno razliko med odvzemi
(primerjava glede na vrednosti S/P pred zacetkom ukrepanja) za farmo 3.

Table 12: Least square means for S/P value with standard errors and significance of differences between successive
sampling (comparison with S/P value before taking a measure) for Farm 3.

Odvzem povprecje S/P Standardna napaka P-vrednost
Ugotovitev PRRS 2,823 +0,247
3 mesece po zatetku 1,747 + 0,247 0,0090
ukrepanja
6 mesecev po zacetku

; 1,973 + 0,255 0,0530
ukrepanja
9 mesecev po zaCetku 1,921 +0,265 0,042
ukrepanja
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Graf 6: Prikaz vrednosti S/P med posameznimi odvzemi pri plemenskih prasi¢ih na farmi 3.

Graph 6: S/P changing between each sampling in the breeding pigs on Farm 3.
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Stolpci prikazujejo mediano, minimalno in maksimalno vrednost, spodnjo in zgornjo Cetrtino
rezultatov ter srednjih 50 % vrednosti v posamezni skupini.
4.3.3 Rezultati dokazovanja nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 3
4.3.3.1 Dokaz nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 3

Sest mesecev po uvedbi ukrepov smo z metodo RT-PCR pregledali 14 plemenskih prasi¢ev,
devet mesecev po uvedbi ukrepov pa 15 plemenskih prasSi¢ev in 11 tekacev (tabela 13). Pri
nobenem plemenskem prasi¢u nismo ugotovili nukleinske kisline virusa PRRS. Nukleinsko

kislino virusa smo dokazali pri 8 tednov starih tekacih, ne pa tudi pri tekacih starih 6 tednov.
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Tabela 13: Rezultati RT-PCR na farmi 3.

Table 13: Results of RT-PCR on Farm 3.

= Stevilo vzorcev Rezultati
>
o 2
E >
g =
= 7 a © © S S 3 o © © g S 3
6 mesecev
po zacetku | 14 14 np np np np np neg np np np np np
ukrepanja
9 mesecev
po zacetku | 26 15 4 4 np np 3 neg | neg | poz np np neg
ukrepanja

Legenda: pl. p — plemenski prasi¢i, t — starost v tednih, neg — negativno, poz — pozitivno, np — ni pregledano
4.3.3.2 Rezultati dolocanja nukleotidnega zaporedja

Na farmi 3 smo 9 mesecev po ukrepanju ugotovili prisotnost nukleinske kisline virusa PRRS z
metodo RT-PCR pri 8-tedenskih tekacih. Iz produktov RT-PCR smo izvedli direktno dolo¢anje
nukleotidnega zaporedja. Primerjava 258 nukleotidov regije ORF 7 je pokazala, da ima
ugotovljen sev virusa PRRS 93,4-odstotkov identi¢nih nukleotidov z referen¢nim sevom

Lelystad (slika 20).
4.3.4 Biovarnostni ukrepi na farmi 3
4.3.4.1 lzvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 3

Farma 3 je edina prasi¢ja farma v naselju Bojanci in okolici (slika 11). Ob ugotovitvi PRRS se
je rejec obvezal, da bo izvajal predpisane biovarnostne ukrepe na farmi (tabela 14). Od zacetka
uvedbe ukrepov rejec 3 mesece v rejo ni dodajal novih plemenskih prasicev. Po tem obdobju je
dodal v plemensko ¢redo lastno mladico, eno plemensko svinjo je izlo€il in jo nadomestil s
plemensko svinjo iz reje z nepoznanim statusom glede PRRS. S tem nac¢inom je rejec krsil
predpisano dvojno zaporo reje. Za razplod je rejec ves Cas uporabljal lastnega merjasca.
Posamezne kategorije prasicev niso bile lo¢ene po prostorih. Delo so imeli organizirano tako,
da so najprej oskrbeli plemensko ¢redo in Sele nato ostale kategorije. V reji niso izvajali sistema

»all in/all out«. Dezinfekcijske bariere so namestili takoj ob uvedbi ukrepov. Bolni$ni¢ni boks
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je bil v prostoru skupaj z drugimi prasi¢i (do 3 mesecev po ukrepanju), po naSem opozorilu pa

so bolne prasice premestili v lo¢en prostor. Na farmi so izvajali dezinsekcijo in deratizacijo.

Tabela 14: Predpisani in izvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 3.

Table 14: Required and implemented biosecurity measures on Farm 3.

Izvajanje biovarnostnih ukrepov na farmi
. . . . > =z = © =«
Biovarnostni ukrepi na farmi 2 g £ § =z § =2
> S @ c S e c S .9 c
o w n’g o n’g o n’g o
s L J O L J O o F o
1. |- |-
o EoX EoF5 EoX
on ™ &5 © &35 o &5
Farma oddaljena vec¢ kot 300 m
1 occal da da da da
od najblizje farme
Znan PRRS status najblizje farme ne ne ne ne
Dvojna zapora ne da ne ne
Uporaba preverjeno negativnega
P P ) g g ne ne ne ne
semena
Kategorije prasicev lo¢ene po
gorye p p ne ne ne ne
prostorih
Preoblacenje in preobuvanje
ne ne ne ne
delavcev
All in/all out sistem reje ne ne ne ne
RazkuZevalne bariere ne da da da
Locen prostor za bolne prasice ne ne da da
Deratizacija in dezinsekcija da da da da
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4.3.4.2 Satelitski posnetek lokacije farme 3 v naselju in oddaljenost od drugih farm

Farma 3: Naselje BOJANCI
- skupno prasSicev na gospodarstvu: 95

§t. gospodarstev s prasici v naselju: 0
- &t prasicev v naselju: 0
- povp. §t. prasicev/gospodarstvo: 0

Slika 11: Prikaz lokacije farme 3 in sosednih gospodarstev s prasici.

Figure 11: Location of Farm 3 and neighbouring pig farms.
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44 REZULTATIS FARME 4
4.4.1 Rezultati seroloskih preiskav pri prasi¢ih na farmi 4

Na farmi 4 smo izvajali eliminacijo PRRS s serumizacijo. Za potrditev PRRS na farmi smo
najprej odvzeli vzorce krvi 10 plemenskim prasicem in 10 pitancem (tabela 15). V ELISA sta
2 plemenska prasica reagirala pozitivno na protitelesa proti virusu PRRS in 8 visoko pozitivno.

Vseh 10 pregledanih pitancev je v ELISA reagiralo visoko pozitivno.

Krvne vzorce smo odvzeli vsem 74 plemenskim prasi¢em, da smo dobili izhodis¢no stanje. Isti
dan smo vse plemenske prasi¢e serumizirali. V ELISA je na protitelesa reagiralo visoko
pozitivno 59 prasicev, 10 pozitivno, 4 nizko pozitivno, pri enem plemenskem prasi¢u pa nismo
dokazali protiteles. Dva meseca po serumizaciji smo pri pregledu celotne plemenske ¢rede v
ELISA ugotovili 56 visoko pozitivnih, 17 pozitivnih, 1 plemenski prasic pa je reagiral
negativno na protitelesa (isti plemenski prasi¢ kot pri prej$njem odvzemu). Sest mesecev po
serumizaciji smo v reji ugotovili 3 negativne plemenske prasi¢e (en praSi¢ je isti kot pri
prejs$njih dveh testiranjih), 13 nizko pozitivnih, 24 pozitivnih in 35 visoko pozitivnih. Rejec je
pred odvzemom vzorcev (6 mesecev po serumizaciji) v plemensko ¢redo dodal novega
merjasca, Ki ga je kupil na sejmu in zamenjal 5 starih svinj s 5 mladicami iz lastne reje. Enajst
mesecev po izvedbi serumizacije smo pregledali 10 pitancev, da bi ovrednotili uspeSnost
eliminacije PRRS iz reje. Pri devetih pitancih smo v ELISA dokazali protitelesa (visoko
pozitivni), 1 vzorec pa je bil ovrednoten kot pozitiven. Trinajst mesecev po serumizaciji Smo
pri ve€ini od 24 pregledanih pitancev dokazali protitelesa proti virusu PRRS. V ELISA smo 11
vzorcev ovrednotili kot visoko pozitivno, 8 pozitivno, 2 nizko pozitivno, v 3 vzorcih pa nismo

dokazali protiteles.
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Tabela 15: Rezultati ELISA za dokaz protiteles proti virusu PRRS na farmi 4.

Table 15: The ELISA results of detection of PRRS virus antibodies on Farm 4.

Skupno Stevilo Stevilo Stevilo nizko Stevilo Stevilo visoko
testiranih negativnih pozitivnih pozitivnih pozitivnih
prasicev prasicev prasicev prasicev prasicev

Vzorcenje

= = = = =

[%2) (%) [%2] (%) [%2]

T oomm o C oo oy C oo o C oo o C oo o

S 32 2 S 32 2 < 32 2 S 32 2 < 32 2

S8 % | §%| 2 | 8% | % |s%| % | 5% | %

o o (=3 o o =7 o o =7 o o (=3 o o =7

Ugotovitev

PRRS 10 10 0 0 0 0 2 0 8 10
Pred 74 / 1 / 4 / 10 / 59 /

serumizacijo

2 meseca po 74 / 1 / 0 / 17 / 56 /

serumizaciji

6 mesecev po 75 / 3 / 13 / 24 / 35 /

serumizaciji

L1 mesecev po / 10 / 0 / 0 / 1 / 9

serumizaciji

13 mesecev po / 24 / 3 / 2 / 8 / 11
serumizaciji

Legenda: v stolpcu »prasici« so zajete kategorije od tekacev do pitancev.

Negativni (vrednosti S/P pod 0,4), nizko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P med 0,4 in 1), pozitivni pra$i¢i

(vrednosti S/P med 1 in 2), visoko pozitivni prasici (vrednosti S/P ve¢ kot 2).
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Graf 7: Prikaz rezultatov ELISA za plemenske pra$i¢e na farmi 4.

Graph 7: The ELISA results of the breeding pigs on Farm 4.
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Pred izvedbo serumizacije smo v plemenski ¢redi ugotovili 1,4% negativnih prasicev na
protitelesa. Preostalih 78,4 % prasSicev je v ELISA reagiralo visoko pozitivno, 13,5% pozitivno
in 5,4% nizko pozitivno (graf 7). Dva meseca po serumizaciji se je odstotek visoko pozitivnih
plemenskih prasi¢ev znizal na 75,7, odstotek pozitivnih prasi¢ev se je zvisal na 23,1, pri enem
prasiéu pa nismo dokazali protiteles. Sest mesecev po serumizaciji je odstotek visoko pozitivnih
plemenskih prasi¢ev znaSal 34,4, odstotek pozitivnih plemenskih prasic¢ev se je zviSal na 36,8,
prav tako pa tudi nizko pozitivnih plemenskih prasicev na 18,8. Odstotek negativnih

plemenskih prasicev se je zvisal na 4.
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Graf 8: Prikaz vrednosti S/P pri posameznih plemenskih prasi¢ih, ki so pred serumizacijo reagirali negativno v
ELISA.

Graph 8: S/P values for individual breeding pig that reacted negative in ELISA before serumization.
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Pri primerjavi vrednosti S/P pri enem plemenskem prasic¢u smo ugotovili, da se je vrednost S/P

tako 2 kot 6 mesecev po izvedeni serumizaciji znizala (graf 8).
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Graf 9: Prikaz vrednosti S/P pri posameznih plemenskih prasicih, ki so pred serumizacijo reagirali nizko pozitivno
v ELISA.

Graph 9: S/P valuesfor individual breeding pig that reacted low positive in ELISA before serumization.
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Pri primerjavi vrednosti S/P pri 4 plemenskih prasicih smo ugotovili, da je vrednost S/P pri treh
narasla 2 meseca po izvedeni serumizaciji. Sest mesecev po serumizaciji so se vrednosti S/P pri
vseh vzorcih praSicev zniZale. Pri enem plemenskem prasi¢u smo pri vseh treh vzorcenjih

ugotovili padanje vrednosti S/P (graf 9).
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Graf 10: Prikaz vrednosti S/P pri posameznih plemenskih prasi¢ih, ki so pred serumizacijo reagirali pozitivno v
ELISA.

Graph 10: S/P valuesfor individual breeding pig that reacted positive in ELISA before serumization.
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Pri primerjavi vrednosti S/P pri 9 plemenskih prasi¢ih smo ugotovili, da se je 2 mesece pa
serumizaciji vrednost S/P zvisala pri 4 plemenskih prasicih, pri 5 plemenskih prasi¢ih pa se je
znizala. Sest mesecev po serumizaciji so se vrednosti S/P pri vseh plemenskih pragi¢ih znizale

glede na rezultate prejsnjega odvzema (graf 10).
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Graf 11: Prikaz vrednosti S/P pri posameznih plemenskih prasi¢ih, ki so pred serumizacijo reagirali visoko
pozitivno v ELISA.

Graph 11: S/P values for individual breeding pig that reacted high positive in ELISA before serumization.
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Pri primerjavi vrednosti S/P pri 12 plemenskih prasi¢ih smo ugotovili, da so prasic¢i, pri katerih
so vrednosti S/P presegale 2 razli€no reagirali na serumizacijo, saj smo 2 meseca po
serumizaciji pri nekaterih prasic¢ih ugotavljali zvisanje, pri drugih pa znizanje S/P vrednosti.
Sest mesecev po serumizaciji smo pri veéini pragi¢ev zabelezili znizanje vrednosti S/P, pri dveh

prasi¢ih (pl. prai¢ 16 in 22), pa smo zabelezili zviSanje vrednosti S/P (graf 11).
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4.4.2 Rezultati statisti¢ne obdelave podatkov s farme 4

4.4.2.1 Spreminjanje povprecnih vrednosti S/P v plemenski ¢redi v zaporednih odvzemih na

farmi 4

Statisti¢no znacilna razlika je med prvim in tretjim odvzemom (tabela 16), medtem ko med

prvim in drugim odvzemom nismo ugotovili statisticno znacilne razlike.

Iz grafikona kvantilov je razvidno, da so vrednosti S/P pred serumizacijo in 2 meseca po
serumizaciji podobne, prav tako smo dobili podobne vrednosti pri povpreéju S/P. Sest mesecev
po serumizaciji se je povprecna vrednost S/P znizala na 1,850 (tabela 16). Pri prvem odvzemu
smo ugotovili maksimalno vrednost S/P 4,012 (graf 12).

Tabela 16: Povpre¢ne vrednosti S/P s standardnimi napakami ter statisti¢no znacilno razliko med odvzemi
(primerjava glede na vrednosti S/P pred serumizacijo) za farmo 4.

Table 16: Least square means for S/P value with standard errors and significance of differences between successive
sampling (comparison with S/P value before serumization) for Farm 4.

Odvzem Povprecje S/P Standardna napaka P-vrednost
pred serumizacijo 2,635 +0,101

2 meseca po serumizaciji 2,658 +0,101 0,9811

6 mesecev po serumizaciji 1,850 +0,100 < 0,0001
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Graf 12: Prikaz vrednosti S/P med posameznimi odvzemi pri plemenskih prasi¢ih na farmi 4.

Graph 12: S/P changing between each sampling in breeding pigs on Farm 4.
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Stolpci prikazujejo mediano, minimalno in maksimalno vrednost, spodnjo in zgornjo Cetrtino

rezultatov ter srednjih 50 % vrednosti v posamezni skupini.
4.4.3 Rezultati dokazovanja nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 4
4.4.3.1 Dokaz nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 4

Za potrebe serumizacije smo odvzeli krvne vzorce 15 tekacem v starostni skupini 8, 10 in 12
tednov (5 tekaCev v vsaki starostni skupini) in jih preiskali z metodo RT-PCR. Nukleinsko
kislino virusa PRRS smo dokazali pri 10 tekacih v starosti 8 in 10 tednov. Iz 10 serumskih
vzorcev, v katerih smo dokazali nukleinsko kislino virusa PRRS, smo pripravili inokulum za
izvedbo serumizacije. Sest mesecev po izvedbi serumizacije smo z metodo RT-PCR pregledali
vzorce serumov vseh 75 plemenskih prasicev, pri nobenem nismo dokazali nukleinske kisline

virusa PRRS. Deset mesecev po serumizaciji smo odvzeli krvne vzorce 5 teka¢em in 5 pitancem
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(tabela 17) in niti pri tekacih niti pri pitancih nismo dokazali nukleinske kisline virusa. Trinajst

mesecev po izvedbi serumizacije smo nukleinsko kislino virusa PRRS dokazali pri tekacih

starih 6 in 10 tednov, pri tekacih starih 8, 12 in 14 tednov pa nukleinske kisline virusa PRRS

nismo dokazali.

Tabela 17: Rezultati RT-PCR na farmi 4.

Table 17: Results of RT-PCR on Farm 4.

) Stevilo vzorcev Rezultati
|5
) N7
2, z
< )
% é 2- ot oy ; : ; E- - +— ; ;: :
= 7 o © oo — — — o © o'} — — —
pred
serumizacijo 25 | 10 f np | 5 5 5 | np | neg | np | poz | poz | neg | np
6 mesecev po
serumizaciji 75 | 75 | np | np [ np | np | np |neg | np | np | np | np | np
11 mesecev po
serumizaciji 10 | np [np | 5 | np|mnp | 5 | np | np|neg| np | np | neg
13 mesecev po
serumizaciji 24 |'mp | 5 | 5 | 5 | 5 | 4 | np | poz|mneg | poz | neg | neg

Legenda: pl. p — plemenski prasici, t — starost v tednih, neg — negativno, poz — pozitivno, np — ni pregledano
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4.4.3.2 Rezultati dolocanja nukleotidnega zaporedja na farmi 4

Na farmi 4 smo v letih od 2009 do 2011 dolocali nukleotidno zaporedje iz pozitivnih vzorcev,
v katerih smo z metodo RT-PCR dokazali prisotnost nukleinske kisline virusa PRRS. Vzorec z
oznako 1/2009 predstavlja inokulum, s katerim smo v reji izvedli serumizacijo. V letu 2010
smo dokazali prisotnost nukleinske kisline virusa PRRS pri enem poginjenem tekacu (oznaka
1/2010), v letu 2011 pa pri 6 in 10 tednov starih tekacih (oznaka 1/2011, 2/2011). Nukleotidna
zaporedja smo dolocali iz S$tirih vzorcev, ki so v testu RT-PCR reagirali pozitivno. Pri
primerjavi 258 nukleotidov v odseku gena, ki kodira protein nukleokapside (ORF 7), smo
ugotovili, da odstotek identi¢nosti nukleotidov med 4 vzorci znasa od 98,4 do 100. Pri
primerjavi neukleotidnih zaporedij sevov s farme 4 (1/2009, 1/2010, 1/2011, 2/2011) in
nukleotidnega zaporedja referen¢nega vzorca Lelystad smo ugotovili od 88,4 do 89,9 %

identi¢nosti nukleotidov (slika 20).
4.4.4 Biovarnostni ukrepi na farmi 4
4.4.4.1 lzvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 4

Farma 4 stoji v naselju Dragotinci (slika 12). V radiju 350 metrov od farme je bilo 7 farm, v
najblizjem naselju, ki je oddaljeno priblizno 1,2 kilometra pa $e 7. Za farme v neposredni blizini
nismo poznali statusa glede PRRS. V naselju je bilo 1.634 prasi¢ev v 13 gospodarstvih. Po
ugotovitvi PRRS na farmi se je rejec obvezal, da bo izvajal predpisane biovarnostne ukrepe
(tabela 18). Od zacetka izvajanja ukrepov in do pregleda reje 2 meseca po zacetku rejec ni
dodajal novih plemenskih prasi¢ev v plemensko ¢redo, po tem obdobju pa je dodal novega
merjasca in lastne mladice. Za oploditev je uporabljal lastne merjasce. Farma ni imela lo¢enih
prostorov za posamezne kategorije prasic¢ev. Porodnisnica je bila v loCenem prostoru, medtem
ko so bili v ¢akaliS¢u skupaj s plemenskimi svinjami nastanjeni tudi tekaci, pitance pa je imel
rejec v locenem objektu. Oblek in obutve niso menjali pri prehodih med kategorijami, saj le-te
niso bile lo¢ene med seboj. Na farmi niso izvajali sistema reje »all in/all out«. Ze pred zacetkom
izvajanja ukrepov je imel rejec dezinfekcijske bariere, le opozorili smo jih, naj raztopino
menjajo vsak dan. Bolni$ni¢ni boks so imeli v lo¢enem prostoru. Izvajali so dezinsekcijo in

deratizacijo.
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Tabela 18: Predpisani in izvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 4.

Table 18: Required and implemented biosecurity measures on Farm 4.

Izvajanje biovarnostnih ukrepov na farmi

Biovarnostni 2 o= 8 = = =
; 'S oG S & © & ©
ukrepi na & < & 5 © 8 8
S o £ 9 £ @ £ @ £
ISl L 5 L 5 IS =1 IS =1
o C e C e C o o = o=
a3 ~ 3 © 3 a4 a3 a3
Farma
oddaljena ve¢ ne ne ne ne ne
kot 300 m od
najblizje farme
Znan PRRS
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4.4.4.2 Satelitski posnetek lokacije farme 4 v naselju in oddaljenost od drugih farm

i £ 2
‘el Farma 4: Naselie DRAGOTINCI "
- skupno prasi¢ev na gospodarstvu: 1.089 [,

- &t. gospodarstev s prasici v naselju: 13

Legenda

®  Gospodarstva s prasici

|:| Naselja

Slika 12: Prikaz lokacije farme 4 in sosednih gospodarstev s prasi¢i.

Figure 12: Location of Farm 4 and neighbouring pig farms.
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45 REZULTATIS FARME 5
45.1 Rezultati seroloskih preiskav pri prasi¢ih na farmi 5

Na farmi 5 smo izvajali eliminacijo PRRS s serumizacijo. Za ugotovitev PRRS na farmi smo
naprej odvzeli vzorce 5 plemenskim prasi¢em in 5 pitancem. Protitelesa proti virusu PRRS smo
ugotovili pri 5 plemenskih prasic¢ih, 3 so v ELISA reagirali pozitivno, 2 pa visoko pozitivno.
Vseh 5 pitancev je reagiralo v ELISA visoko pozitivno (tabela 19). Tik pred izvedbo I.
serumizacije smo odvzeli kri vsem 134 plemenskim prasi¢em in ugotovili 54 visoko pozitivnih,
43 pozitivnih in 24 nizko pozitivnih, pri 13 prasic¢ih protiteles nismo dokazali. Isti dan smo
izvedli I. serumizacijo vseh plemenskih prasi¢ev. Tri mesece po 1. serumizaciji smo pri pregledu
134 prasicev plemenske crede ugotovili, da je 6 plemenskih prasi¢ev negativnih, 21 nizko
pozitivnih, 51 pozitivnih in 56 visoko pozitivnih. Ker je 6 plemenskih prasi¢ev $e vedno
reagiralo negativno v ELISA, smo izvedli Il. serumizacijo 4 mesece po . serumizaciji. Tri
mesece po II. serumizaciji smo ponovno pregledali vseh 133 plemenskih prasicev in ugotovili,
da sta v ELISA 2 vzorca reagirala negativno (ista dva prasica kot pri prejsSnjem odvzemu), 18
nizko pozitivno, 30 pozitivno in 83 visoko pozitivno. Lastnik je v naslednjih mesecih znatno
zmanjsal Stevilo plemenskih prasi¢ev s 134 na 88. Sest mesecev po II. serumizaciji smo
ponovno preiskali vseh 88 plemenskih prasicev in ugotovili 35 visoko pozitivnih, 39 pozitivnih
in 12 nizko pozitivnih. V dveh vzorcih nismo dokazali protiteles, vzorca pa nista pripadala
istima dvema prasi¢ema, pri katerih nismo dokazali protiteles pri prejSnjem testiranju. Skupaj
s plemenskimi prasi¢i smo odvzeli vzorce krvi e 10 tekacem in 10 pitancem. V ELISA so 3
vzorci reagirali nizko pozitivno, 7 pozitivno in 6 visoko pozitivno, pri 4 pitancih nismo dokazali
protiteles. Osem mesecev po drugi serumizaciji smo preiskali vzorce 9 plemenskih prasi¢ev in
10 pitancev. Pri plemenskih prasSi¢ih smo protitelesa dokazali pri vseh 9 praSicih (5 pozitivnih
in 4 visoko pozitivne), pri pitancih pa v enem vzorcu nismo dokazali protiteles, 7 jih je reagiralo
pozitivno in 2 visoko pozitivno. Deset mesecev po Il. serumizaciji smo preiskali kri 20
plemenskih prasi¢ev in 30 prasicev. Ugotovili smo 4 nizko pozitivne vzorce, 10 pozitivnih in 6
visoko pozitivnih. Pri pregledu krvi 30 prasicev (20 tekacev in 10 pitancev) smo z ELISA
ugotovili, da sta 2 reagirala negativno, 7 nizko pozitivno, 9 pozitivno in 12 visoko pozitivno.
Priblizno leto dni po II. serumizaciji je lastnik prestavil v plemensko ¢redo 9 lastnih mladic.
Trinajst mesecev po I1. serumizaciji smo preiskali 97 plemenskih prasi¢ev in ugotovili, da so v

ELISA 3 vzorci reagirali negativno, 24 nizko pozitivno, 45 pozitivno in 25 visoko pozitivno.
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Rezultati testiranja 13 pitancev so pokazali, da je 1 vzorec reagiral negativno, 4 nizko pozitivno,
7 pozitivno in 1 visoko pozitivno. Sedemnajst mesecev po Il. serumizaciji smo ugotovili, da sta

2 vzorca v ELISA reagirala negativno, 4 nizko pozitivno, 7 pozitivno in 12 visoko pozitivno.

Tabela 19: Rezultati ELISA za dokaz protiteles proti virusu PRRS na farmi 5.

Table 19: The ELISA results of detection of PRRS virus antibodies on Farm 5.

Skupno Stevilo Stevilo Stevilo nizko Stevilo Stevilo visoko
testiranih negativnih pozitivnih pozitivnih pozitivnih
prasicev prasicev prasicev prasicev prasicev

Vzorcenje

X X =~ X X~

w [%2] [%2] [%2] [%2]

C oo o— C oo o— C oomm om— C oomm o— C oomm om—

S 2 2 S B 2 g% | 2 | 2B B B | B

5% % | 8% % |5%| % |B%E| % | 5% | %

o o =" o o =" o o (=% o o =" o o (=%

Ugotovitev PRRS 5 5 0 0 0 3 2

Pred 1. 134 / 13 / 24 / 43 / 54 /
serumizacijo

3 mesece po |. 134 / 6 / 21 / 51 / 56 /
serumizaciji

3 mesece po Il. 133 / 2 / 18 / 30 / 83 /
serumizaciji

6 mesecev po Il. 88 20 2 4 12 3 39 7 35 6
serumizaciji

8 mesecev po II. 9 10 0 1 0 0 5 7 4 2
serumizaciji

10 mesecev po II. 20 30 0 2 4 7 10 9 6 12
serumizaciji

13 mesecv po II. 97 13 3 1 24 4 45 7 25 1
serumizaciji

17 mesecev po II. / 25 0 2 0 4 0 7 0 12
serumizaciji

Legenda: v stolpcu »prasiCi« so zajete kategorije od tekacev do pitancev.
Negativni (vrednosti S/P pod 0,4), nizko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P med 0,4 in 1), pozitivni prasiéi

(vrednosti S/P med 1 in 2), visoko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P vec kot 2).
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Graf 13: Prikaz rezultatov ELISA za plemenske prasi¢e na farmi 5.

Graph 13: The ELISA results of the breeding pigs on Farm 5.
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Pred izvedbo serumizacije je delez negativnih plemenskih prasi¢ev znasSal 9,2 %, nizko
pozitivnih 17,7 %, pozitivnih 46,8 % ter visoko pozitivnih 26,2 % (graf 13). Tri mesece po I.
serumizaciji smo ugotovili, da se je zvisal odstotek visoko pozitivnih plemenskih prasi¢ev na
41,8 %, tri mesece po II. serumizaciji se je zvi$al odstotek visoko pozitivnih plemenskih

prasi¢ev na 62,4. Pri vseh nadaljnjih odvzemih 6, 10 in 13 mesecev po II. serumizaciji se je

odstotek visoko pozitivnih plemenskih prasi¢ev zniZeval.
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Graf 14: Prikaz vrednosti S/P pri posameznih plemenskih prasicih, ki so pred serumizacijo reagirali negativno v

ELISA.

Graph 14: S/P values for individual breeding pig that reacted negative in ELISA before serumization.
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Odvzemi

Pri primerjavi vrednosti S/P pri 2 plemenskih prasi¢ih smo ugotovili, da je vrednost S/P pri

obeh narasla 3 mesece po I. serumizaciji in 3 mesece po II. serumizaciji. Sest mesecev po II.

serumizaciji smo pri obeh plemenskih prasi¢ih ugotovili znizanje vrednosti S/P glede na

prej$nje odvzeme (graf 14).
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Graf 15: Prikaz vrednosti S/P pri posameznih plemenskih prasi¢ih, ki so pred serumizacijo reagirali nizko
pozitivno v ELISA.

Graph 15: S/P values for individual breeding pig that reacted low positive in ELISA before serumization.
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Pri primerjavi vrednosti S/P pri 2 plemenskih prasi¢ih smo ugotovili, da je vrednost S/P pri
obeh narasla 3 mesece po izvedeni I. serumizaciji. Sest mesecev po II. serumizaciji smo pri
obeh vzorcih ugotovili vrednosti S/P okrog 0,5, nato pa se je vrednost S/P pri plemenskem
prasicu 3 zvisala 10 mesecev po serumizaciji, medtem ko se je pri plemenskem praSi¢u 4

vrednost S/P znizala (graf 15).
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Graf 16: Prikaz vrednosti S/P pri posameznih plemenskih prasi¢ih, ki so pred serumizacijo reagirali pozitivno v
ELISA.

Graph 16: S/P values for individual breeding pig that reacted positive in ELISA before serumization.
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Primerjava vrednosti S/P pri 6 plemenskih prasicih je pokazala, da so se vrednosti S/P 3 mesece
po L. serumizaciji pri vseh plemenskih prasi¢ih zvisale. Sest mesecev po II. serumizaciji smo
pri vseh 6 plemenskih prasic¢ih ugotovili niZje vrednosti S/P glede na prejSnji odvzem. Pri
plemenskem prasicu st. 10 pa smo 10 mesecev po II. serumizaciji zabelezili zviSanje vrednosti

S/P (graf 16).
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Graf 17: Prikaz vrednosti S/P pri posameznih plemenskih prasi¢ih, ki so pred serumizacijo reagirali visoko
pozitivno v ELISA.

Graph 17: S/P values for individual breeding pig that reacted high positive in ELISA before serumization.
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Pri primerjavi vrednosti S/P pri 7 plemenskih prasic¢ih smo ugotovili, da so se vrednosti S/P 3
mesece po I. serumizaciji pri 5 plemenskih prasi¢ih znizale, pri dveh je vrednost narasla (pl.
prasic¢ 11 in 17). Pri vseh 5 vzorcih, pri katerih smo 3 mesece po 1. serumizaciji ugotovili nizje
vrednosti S/P, smo pri vzorcenju 3 mesece po II. serumizaciji ugotovili visje vrednosti S/P kot
pri predhodnem odvzemu. Pri dveh plemenskih prasicih, pri katerih smo 3 mesece po 1.
serumizaciji ugotovili vi§je vrednosti S/P, pa smo 3 mesece po II. serumizaciji ugotovili niZje
vrednosti S/P. Trinajst mesecev po serumizaciji smo pri plemenskem prasicu $t. 15 ugotovili

vi§jo vrednost S/P glede na predhodni odvzem (graf 17).
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4.5.2 Rezultati statisti¢ne obdelave podatkov s farme 5

45.2.1 Spreminjanje povprecnih vrednosti S/P v plemenski ¢redi v zaporednih odvzemih na

farmi 5

Statisticno znacilna razlika je med drugim in tretjim odvzemom ter med drugim in petim

odvzemom (tabela 20). Iz tabele je razvidno, da so povpre¢ne vrednosti S/P naras¢ale do 3.

meseca po |1. serumizaciji, pri nadaljnjih vzoréenjih pa so se znizale (tabela 20). Tri mesece po

drugi serumizaciji je bila najvi§ja S/P vrednost 4,256, kar je bila tudi najvisja S/P vrednost vseh

odvzemov (graf 18).

Tabela 20: Povpre¢ne vrednosti S/P s standardnimi napakami ter statisticno znacilno razliko med odvzemi
(primerjava glede na vrednosti S/P 3 mesece po I. serumizaciji) za farmo 5.

Table 20: Least square means for S/P value with standard errors and significance of differences between successive
sampling (comparison with S/P values 3 moths after I. serumization) for Farm 5.

serumizaciji

Odvzem povpreéje S/P Standardna napaka P-vrednost
pred serumizacijo 1,639 + 0,077 0,293

3 mesece po |. serumizaciji 1,820 + 0,077

3 mesece po Il. serumizaciji 2,307 + 0,077 <0,0001
6 mesecev po Il. serumizaciji 1,801 + 0,092 0,999
13 mesecev po 1. 1,456 10,089 0,0078
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Graf 18: Prikaz vrednosti S/P med posameznimi odvzemi pri plemenskih prasi¢ih na farmi 5.

Graph 18: S/P changing between each sampling in breeding pigs on Farm 5.
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Stolpci prikazujejo mediano, minimalno in maksimalno vrednost, spodnjo in zgornjo Cetrtino

rezultatov ter srednjih 50 % vrednosti v posamezni skupini.
4.5.3 Rezultati dokazovanja nukleinske Kisline virusa PRRS na farmi 5

45.3.1 Dokaz nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 5

Za potrebe serumizacije smo odvzeli krvne vzorce 15 tekacem v starosti 6, 8 in 10 tednov.
Individualne vzorce smo preiskali z metodo RT-PCR in pozitivne vzorce uporabili za pripravo
inokuluma, s katerim smo izvedli serumizacijo. Za drugo serumizacijo (tri mesece po I.
serumizaciji) smo odvzeli krvne vzorce 15 teka¢em starim 8, 10 in 12 tednov. Serumske vzorce
v katerih smo ugotovili nukleinsko kislino virusa PRRS smo zdruzili v inokulum in ga uporabili
za ll. serumizacijo (tabela 21). Tri mesece po 1. serumizaciji smo pregledali celotno plemensko
¢redo in pri plemenskih prasi¢ih nismo dokazali virusne nukleinske kisline virusa PRRS. Pet
mesecev po Il. serumizaciji smo preiskali 7 mladic, pri nobeni nismo dokazali prisotnosti virusa

PRRS. Sest mesecev po II. serumizaciji pri nobenem plemenskem prasi¢u nismo dokazali virusa,
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pri odstavljencih v starosti 6, 8 in 10 tednov pa smo dokazali virusno nukleinsko kislino virusa
PRRS. Deset mesecev po Il. serumizaciji smo preiskali 20 plemenskih prasic¢ev in 20 tekacev ter
10 pitancev. Virusa nismo dokazali pri plemenskih prasSicih ter 6-tedenskih tekacih in 14-tedenski
pitancih, nukleinsko kislino virusa PRRS pa smo dokazali pri 10-tedenskih tekacih. Trinajst
mesecev po Il. serumizaciji nismo ugotovili virusne nukleinske kisline pri plemenskih prasi¢ih,
podobno kot pri prejSnjem odvzemu pa smo nukleinsko kislino virusa PRRS dokazali pri 10-
tedenskih teka&ih. Stirinajst mesecev po II. serumizaciji smo pregledali 7 plemenskih mladic, ki so
bile v skupini pitancev. Pri pregledanih mladicah nismo dokazali virusa. Sedemnajst mesecev po
I1. serumizaciji smo preiskali 10 pitancev in 15 tekacev, pri 6 in 10-tedenskih teka¢ih smo dokazali

nukleinsko kislino virusa PRRS.

Tabela 21: Rezultati RT-PCR na farmi 5.

Table 21: Results of RT-PCR on Farm 5.

o Stevilo vzorcev Rezultati

.E
o 2
g 2
a g.' o - - ) o — — —
- 7 2| ol ol S| 9| 3| 8| o] | S| Y| 3
pred serumizacijo 15 np 5 5 5 np | np np | poz | poz | poz | np np
3 mesece po I.
serumizaciiji 15 | np | np | 5 | 5 | 5 [np|np | np |poz|poz|poz| np
3 mesece po II.
serumizaciji 133 | 133 | np [ np | np | np [ np |neg | np | np | np | np | np

5 mesecev po II.

serumizaciji ! 7 |'np | np {np | nNp | Np|neg | np | np | np | np | np

6 mesecev po Il.

serumizaciji 108 | 88 1 4 5 9 1 | neg | poz | poz | poz | neg | neg

10 mesecev po IlI.
serum. 50 20 | 10 | np | 10 | np | 10 | neg | neg | np | poz | np | neg

13 mesecev po II.

serumizaciji 110 | 97 | 4 | np | 4 | np | S | neg | neg | np | poz | np | neg

14 mesecev po II.

serumizaciji / 7 np | np | np | Nnp | Nnp|neg | np | np | np | np | np

17 mesecev po II.

serumizaciji 25> | np | 5 | np| 5 | 5 | 10| np|poz| np | poz| neg | neg

Legenda: pl. p — plemenski prasici, t — starost v tednih, neg — negativno, poz — pozitivno, np — ni pregledano
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Slika 13: Analiza produktov RT-PCR v ORF7 z elektroforezo v agaroznem gelu.

Figure 13: Analysis of RT-PCR product in ORF7 with electrophoresis in agarose gel.

Specifi¢na velikost produkta pri pozitivnih vzorcih je okrog 300 nukleotidov (slika 13). Zgorn;ji
del slike: 1 do 18; preiskovani vzorci s farme 5, 19 - negativna kontrola, 20 - pozitivna kontrola.
M — lestvica oznacevalca velikosti produktov RT-PCR, velikost naras¢anja lestvice po 100

nukleotidov.

Spodnji del slike: 21 do 33; preiskovani vzorci s farme 6, 34 - negativna kontrola, 35 - pozitivna
kontrola. M — lestvica oznacevalca velikosti produktov RT-PCR, velikost nara$¢anja lestvice

po 100 nukleotidov.
4.5.3.2 Rezultati doloc¢anja nukleotidnega zaporedja na farmi 5

Na farmi 5 smo v letih od 2010 do 2012 dolocali nukleotidno zaporedje pri 15 pozitivnih
vzorcih v katerih smo z metodo RT-PCR dokazali prisotnost nukleinske kisline virusa PRRS.
Pri primerjavi 258 nukleotidov v odseku gena, ki kodira protein nukleokapside (ORF 7), smo
ugotovili, da odstotek identi¢nosti nukleotidov med 15 vzorci znasa od 96,1 do 100. Razvrstitev
posameznih pozitivnih vzorcev s farme 5 je na filogenetskem drevesu pokazala dve loceni

genetski skupini, med katerima smo ugotovili od 96,1 do 98,4 % identi¢nosti nukleotidov. V
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prvo skupino so se uvrstili vzorci z oznakami 1/2010, 2/2010, 1/2011, 2/2011, 9/2011, 10/2011,
1/2012, 1/2012, identi¢nost nukleotidov med njimi pa je znasala od 99,2 do 100 %. V drugo
genetsko skupino so se uvrstili vzorci z oznakami 3/2010, 3/2011, 4/2011, 5/2011, 6/2011,
7/2011, 8/2011, identi¢nost nukleotidov med njimi pa je znasala od 97,7 do 100 %. V reji 5
smo . serumizacijo opravili z inokulumom, ki spada v prvo genetsko skupino (1/2010, 2/2010).
Z dolo¢anjem nukleotidnega zaporedja v vzorcu inokuluma za II. serumizacijo smo ugotovili
prisotnost virusa, Ki je uvrs¢en v drugo genetsko skupino. Identi¢nost 258 nukleotidov med
obema inokuloma je znasala 98,4 %. Sest mesecev po II. serumizaciji smo ugotovili prisotnost
sevov iz obeh genetskih skupin, 10 mesecev po Il. serumizaciji smo ugotovili prisotnost druge
genetske skupine, 13 in 17 mesecev po 1. serumizaciji pa prisotnost prve genetske skupine. Pri
primerjavi nukleotidnih zaporedij sevov s farme 5 (1/2010, 2/2010, 3/2010, 1/2011, 2/2011,
3/2011, 4/2011, 5/2011, 6/2011, 7/2011, 8/2011, 9/2011, 10/2011, 1/2012, 1/2012) in
nukleotidnega zaporedja referencnega vzorca Lelystad smo ugotovili od 88,4 do 89,9 %

identi¢nost nukleotidov (slika 20).
4.5.4 Biovarnostni ukrepi na farmi 5
4.5.4.1 lzvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 5

Farma 5 je v naselju Bakovci (slika 14). Najblizja farma je oddaljena priblizno 300 m, v radiju
naselju je bilo 1.720 prasSi¢ev v 38 gospodarstvih. Po ugotovitvi PRRS na farmi se je rejec
obvezal, da bo izvajal predpisane biovarnostne ukrepe (tabela 22). V trimese¢nem obdobju od
zaCetka izvajanja ukrepov rejec ni dodajal novih plemenskih praSicev v plemensko ¢redo, po
tem obdobju pa je dodajal lastne in kupljene mladice in s tem prekrsil enega od dogovorjenih
biovarnostnih ukrepov. Za oploditev so uporabljali seme lastnih merjascev. Farma je imela
kategorije praSi¢ev v locenih prostorih. PraSice so oskrbovali tako domaci kot tudi zunanji
delavci. Vsak je imel svojo obleko in obutev, dela pa niso imeli razdeljenega tako, da bi vsak
posamezni delavec oskrboval vedno isto kategorijo prasicev. Kljub naSemu nasvetu se niso
odlo¢ili za izvajanje sistema reje »all in/all out«. Ves ¢as Studije so uporabljali dezinfekcijske

bariere. Bolnih prasi¢ev niso imeli v locenem prostoru. Izvajali so dezinsekcijo in deratizacijo.
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Tabela 22: Predpisani in izvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 5.

Table 22: Required and implemented biosecurity measures on Farm 5.

Biovarnostni
ukrepi na
farmi

Izvajanje biovarnostnih ukrepov na farmi

serumizacijo

Pred

3 mesece po Il.
6 mesecev po
Il. serumizaciji
10 mesecev po
Il. serumizaciji

3 mesece po |.
serumizaciji
serumizaciji

13 mesecv po
Il. serumizaciji

Farma
oddaljena vec

kot 300 m od
najblizje farme

Znan PRRS
status najblizje
farme

ne

ne ne ne ne

ne

Dvojna zapora

ne

da ne ne ne

ne

Uporaba
preverjeno
negativnega
semena

ne

ne ne ne ne

ne

Kategorije
prasicev locene
po prostorih

da

da da da da

da

Preoblacenje in
preobuvanje
delavcev

ne

ne ne ne ne

ne

All in/all out
sistem reje

ne

ne ne ne ne

ne

Razkuzevalne
bariere

da

da da da da

da

Locen prostor
za bolne prasice

ne

ne ne ne ne

ne

Deratizacija in
dezinsekcija

da

da da da da

da
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45.4.2 Satelitski posnetek lokacije farme 5 v naselju in oddaljenost od drugih farm

Farma 5: Naselje BAKOVCI
- skupno prasicev na gospodarstvu: 1.037

- §t. gospodarstev s prasici v naselju: 38
- §t. prasicev v naselju: 1.720
- povp. §t. prasicev/gospodarstvo: 45

¢  Gospodarstva s prasici

Slika 14: Prikaz lokacije farme 5 in sosednih gospodarstev s prasici.

Figure 14: Location of Farm 5 and neighbouring pig farms.
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46 REZULTATIS FARME 6
4.6.1 Rezultati seroloskih preiskav pri prasi¢ih na farmi 6

Na farmi 6 smo izvajali eliminacijo PRRS s serumizacijo. S prvim vzoréenjem 5 plemenskih
prasiev in 5 pitancev smo na farmi ugotovili protitelesa, pri 3 plemenskih prasic¢ih, ki so v
ELISA reagirali pozitivno in 2 visoko pozitivno. Vsi testirani pitanci so v ELISA reagirali
pozitivno (tabela 23). Tri mesece pred izvedbo serumizacije smo odvzeli krvne vzorce vsem 50
plemenskim praSi¢em. V ELISA je reagiralo nizko pozitivno 10 plemenskih praSicev, 24
pozitivno in 12 visoko pozitivno, v 4 vzorcih plemenskih prasicev nismo dokazali protiteles
proti virusu PRRS. Skupaj s plemenskimi prasi¢i smo odvzeli vzorce $e pri 6 pitancih. V ELISA
sta 2 vzorca reagirala pozitivno in 4 visoko pozitivno. Pred izvedbo serumizacije so v
plemensko ¢redo dodali Se 12 mladic, ki smo jih serumizirali hkrati s plemensko ¢redo. Tri
mesece po serumizaciji smo preiskali vseh 62 plemenskih prasi¢ev in ugotovili, da so v ELISA
3 vzorci reagirali negativno (vzorci drugih prasicev kot v predhodnem testiranju), 11 nizko
pozitivno, 21 pozitivno in 27 visoko pozitivno. Rejec je v naslednjih mesecih izlocil 10
plemenskih prasicev, tako je ob odvzemu krvi 6 mesecev po serumizaciji celotna plemenska
¢reda Stela 52 plemenskih prasi¢ev. Sest mesecev po serumizaciji smo preiskali vseh 52
plemenskih prasi¢ev in ugotovili 5 negativnih (drugi prasici kot iz predhodnih dveh testiranj),
13 nizko pozitivnih, 16 pozitivnih in 18 visoko pozitivnih. Hkrati smo preiskali se vzorce 30
prasicev (20 tekacev in 10 pitancev) ter ugotovili, da je v ELISA 5 vzorcev reagiralo negativno,
9 nizko pozitivno, 11 pozitivno in 5 visoko pozitivno. V naslednjih mesecih je rejec ponovno
izlo¢il $e 9 plemenskih prasi¢ev. Devet mesecev po serumizaciji smo pregledali vseh 43
plemenskih prasic¢ev in 26 praSicev (20 tekacev in 6 pitancev). Pri 5 plemenskih prasicih nismo
ugotovili protiteles. Vzorci so pripadali istim plemenskim praSi¢em kot pri vzorcenju 6 mesecev
po serumizaciji. Ugotovili smo tudi 4 nizko pozitivne plemenske prasice, 19 pozitivnih in 15
visoko pozitivnih. Pri pregledu krvi 26 prasicev smo z ELISA ugotovili, da jih je 6 reagiralo
nizko pozitivno, 6 pozitivno in 14 visoko pozitivno. Dvanajst mesecev po serumizaciji Smo
preiskali 43 plemenskih prasi¢ev in ugotovili, da je 6 vzorcev reagiralo negativno (5 prasicev
istih kot pri predhodnih testiranjih), 8 nizko pozitivno, 19 pozitivno ter 10 visoko pozitivno.
Rezultati testiranja 31 prasicev (26 tekacev in 5 pitancev) so pokazali, da je 20 vzorcev reagiralo

negativno, 7 nizko pozitivno in 4 pozitivno.
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Tabela 23: Rezultati ELISA za dokaz protiteles proti virusu PRRS na farmi 6.

Table 23: The ELISA results of detection of PRRS virus antibodies on Farm 6.

Skupno Stevilo Stevilo Stevilo nizko Stevilo Stevilo visoko
testiranih negativnih pozitivnih pozitivnih pozitivnih
prasicev prasicev prasicev prasicev prasicev

Vzorcenje — — — — —

X X X X 4

[%2) (%2) [72] (%2) [%2]

C oo o C oot o C oo o C oo o C oo o

g8 | B S 32 = $B8 | B S 32 2 cB | 8

§%| % |§%| % | E%| % |§%| % | 5% | %

o (=% o Q. (=% o Qo =" o Q. (=% o Qo (=%

Ugotovitev

PRRS 5 5 0 0 0 0 3 5 2 0
Pred 50 6 4 0 10 0 24 2 12 4
serumizacijo

3 mesece po 62 / 3 / 11 / 21 / 27 /
serumizaciji

6 mesecev po 52 30 5 5 13 9 16 11 18 5
serumizaciji

9 mesecev po 43 | 26 5 0 4 6 19 6 15 | 14
serumizaciji

12 mesecev po 43 31 6 20 8 7 19 4 10 0
serumizaciji

Legenda: v stolpcu »prasici« so zajete kategorije od tekacev do pitancev.

Negativni (vrednosti S/P pod 0,4), nizko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P med 0,4 in 1), pozitivni prasici

(vrednosi S/P tmed 1 in 2), visoko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P ve¢ kot 2).
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Graf 19: Prikaz rezultatov ELISA za plemenske prasi¢e na farmi 6.

Graph 19: The ELISA results of the breeding pigs on Farm 6.
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Odvzemi

Pred izvedbo serumizacije smo v plemenski ¢redi ugotovili 8 % na protitelesa negativnih
prasicev, preostalih 20 % je v ELISA reagiralo nizko pozitivno, 48 % pozitivno in 24 % visoko
pozitivno (graf 19). Tri mesece po serumizaciji se je odstotek prasicev z visokimi vrednostmi
S/P zviSal na 43,6, odstotek pozitivnih plemenskih praSi¢ev se je znizal na 33,9, nizko
pozitivnih na 17,7 ter odstotek negativnih na 4.8. Sest mesecev po serumizaciji se je znizal
odstotek visoko pozitivnih plemenskih prasi¢ev na 34,6 in pozitivnih na 30,8, povisal pa se je
odstotek nizko pozitivnih plemenskih praSi¢ev na 25 ter negativnih na 9,6. Devet mesecev po
serumizaciji je ostal odstotek visoko pozitivnih na isti ravni, zvisal pa se je odstotek negativnih
na 11,6 in pozitivnih na 44,2. Dvanajst mesecev po serumizaciji se je poviSal odstotek
negativnih plemenskih prasSi¢ev na 12,5 in nizko pozitivnih plemenskih prasicev na 16,7, znizal

pa se je odstotek pozitivnih na 43,8 ter visoko pozitivnih plemenskih prasi¢ev na 27.
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Graf 20: Prikaz vrednosti S/P pri posameznih plemenskih prasicih, ki so pred serumizacijo reagirali negativno v

ELISA.

Graph 20: S/P values for individual breeding pig that reacted negative in ELISA before serumization.
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Odvzemi

Pri primerjavi vrednosti S/P pri 4 plemenskih prasi¢ih smo ugotovili, da je vrednost S/P pri

dveh narasla po izvedeni serumizaciji. Tri mesece po serumizaciji, pa Smo pri obeh plemenskih

prasi¢ih ugotovili znizanje vrednosti S/P. Sest mesecev po serumizaciji smo pri enem

plemenskem prasicu (pl. prasi¢ 2) ugotovili zvisano vrednost S/P glede na prejs$nji odvzem. Pri

dveh plemenskih prasic¢ih smo pri vseh petih vzoréenjih ugotovili vrednosti S/P okrog 0,5 (graf

20).
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Graf 21: Prikaz vrednosti S/P pri posameznih plemenskih prasi¢ih, ki so pred serumizacijo reagirali nizko
pozitivno v ELISA

Graph 21: S/P values for individual breeding pig that reacted low positive in ELISA before serumization.

4,5

4
3,5 //‘\

3 \ viy
25 / \ —#=—Dpl. prasi¢ 5

2 / )\&}%7 == pl. prasi¢ 6
1,5 M% =de=pl. prasi¢ 7

1 pl. prasi¢ 8
05 4&<!Sl§l§ TPl prasics
0 )

' ' ' ' =@=pl. prasi¢ 10

S/P vrednosti

pred 3 mesece po 6 mesecev po 9 mesecev po 12 mesecev
serumizacijo serumizaciji serumizaciji serumizaciji po
serumizaciji
Odvzemi

Pri primerjavi vrednosti S/P pri 6 plemenskih prasi¢ih smo ugotovili, da je vrednost S/P pri treh
narasla 3 mesece po serumizaciji. Pri treh plemenskih prasicih smo pri vseh petih vzorcenjih

ugotovili vrednosti S/P okrog 0,5 (graf 21).
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Graf 22: Prikaz vrednosti S/P pri posameznih plemenskih prasicih, ki so pred serumizacijo reagirali pozitivno v
ELISA

Graph 22: S/P values for individual breeding pig that reacted positive in ELISA before serumization.
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Odvzemi

Pri primerjavi vrednosti S/P pri 15 plemenskih prasi¢ih smo ugotovili, da je vrednost S/P pri 7
narasla 3 mesece po serumizaciji, pri 8 plemenskih praSi¢ih pa se je znizala. Pri dveh
plemenskih prasi¢ih (pl. praSi¢ 13 in 24) smo ob vzorcenju 9 mesecev in 12 mesecev po

serumizaciji ugotovili naraScanje vrednosti S/P (graf 22).
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Graf 23: Prikaz vrednosti S/P pri posameznih plemenskih prasi¢ih, ki so pred serumizacijo reagirali visoko
pozitivno v ELISA

Graph 23: S/P values for individual breeding pig that reacted high positive in ELISA before serumization.
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Odvzemi

Pri primerjavi vrednosti S/P pri 10 plemenskih prasicih smo ugotovili, da so vrednosti S/P 3
mesece po serumizaciji pri 4 plemenskih prasi¢ih ostale podobne, pri dveh je vrednost narasla

(pl. prasi¢ 28 in 35), pri enem pa se je znizala (pl. praSi¢ 27) (graf 23).
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4.6.2 Rezultati statisti¢ne obdelave podatkov s farme 6

4.6.2.1 Spreminjanje povprecnih vrednosti S/P v plemenski ¢redi v zaporednih odvzemih na

farmi 6

Statisticno znacilne razlike med posameznimi odvzemi nismo ugotovili (tabela 24). 1z tabele
24 je razvidno, da so povprecne vrednosti S/P narascale do 9 mesecev po serumizaciji, pri

zadnjem odvzemu pa so se povprecne vrednosti S/P znizale na 1,486 (tabela 24).

Sest mesecev po serumizaciji smo ugotovili maksimalno vrednost S/P glede na vse odvzeme,
ki je znasala 4,038 (graf 24).

Tabela 24: Povpre¢ne vrednosti S/P s standardnimi napakami ter statisticno znacilno razliko med odvzemi
(primerjava glede na vrednosti S/P pred serumizacijo) za farmo 6.

Table 24: Least square means for S/P value with standard errors and significance of differences between successive
sampling (comparison with S/P value before serumization) for Farm 6.

Odvzem povpreéje S/P Standardna napaka P-vrednost
pred serumizacijo 1,499 +0,32

3 mesece po serumizaciji 1,779 +0,118 0,323

6 mesecev po serumizaciji 1,759 +0,128 0,423

9 mesecev po serumizaciji 1,803 +0,142 0,331
12 mesecev po serumizaciji 1,486 +0,135 1,0
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Graf 24: Prikaz vrednosti S/P med posameznimi odvzemi pri plemenskih prasi¢ih na farmi 6.

Graph 24: S/P changing between each sampling in breeding pigs on Farm 6.
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Odvzemi

Stolpci prikazujejo mediano, minimalno in maksimalno vrednost, spodnjo in zgornjo Cetrtino

rezultatov ter srednjih 50 % vrednosti v posamezni skupini.
4.6.3 Rezultati dokazovanja nukleinske Kisline virusa PRRS na farmi 6
4.6.3.1 Dokaz nukleinske Kisline virusa PRRS na farmi 6

Za potrebe serumizacije smo odvzeli krvne vzorce 36 tekatem v starosti 6, 8, 10 in 12 tednov
in jih pregledali z metodo RT-PCR. Nukleinsko kislino virusa PRRS smo dokazali pri vseh
pregledanih tekacih (tabela 25). Iz individualnih serumskih vzorcev, v katerih smo dokazali
nukleinsko kislino virusa PRRS, smo pripravili inokulum za serumizacijo. Tri mesece po
serumizaciji smo z metodo RT-PCR preiskali serumske vzorce 62 plemenski prasi¢ev. Pri
nobenem nismo dokazali nukleinske kisline virusa PRRS. Sest mesecev po serumizaciji Smo
odvzeli krvne vzorce 52 plemenskim prasicem in 30 tekaCem v starosti 6, 8, 12 ter pitancem v

starosti 14 tednov. Nukleinske kisline virusa PRRS nismo dokazali pri plemenskih praSicih. Pri
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tekacih starih 10 tednov pa smo potrdili nukleinsko kislino virusa PRRS. Devet mesecev po
serumizaciji pri plemenskih prasi¢ih nismo dokazali nukleinske kisline virusa PRRS, dokazali
pa smo jo pri tekacih starih 10 in 12 tednov. Dvanajst mesecev po serumizaciji nismo dokazali

nukleinske Kisline virusa PRRS niti pri tekacih in pitancih niti pri plemenskih prasicih.

Tabela 25: Rezultati RT-PCR na farmi 6.

Table 25: Results of RT-PCR on Farm 6.

- Stevilo vzorcev Rezultati

5] b=

2 =

= Q

o %

g | Bl g eS| Y| I G| S| YT
iv)
7}

Pred

36 np 12 7 10 7 np np poz | poz | poz | poz np

serumizacijo

3 mesece po 62 62

serumizaciji np | np | np | Np | Np | neg | np | np | np | np | np

6 mesecev po

serumizaciji 82 52 5 5 5 5 10 | neg | neg | neg | poz | neg | neg

9 mesecev po
serumizaciji | 60 | 43| 5 | 5 | 5 | 5 | 6 |neg | neg | neg | poz | poz | neg

12 mesecev po
serumizaciji 4485 101 11 | np S | neg | neg | neg | neg | np | neg

Legenda: pl. p — plemenski prasici, t — starost v tednih, neg — negativno, poz — pozitivno, np — ni pregledano
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4.6.3.2 Rezultati dolocanja nukleotidnega zaporedja na farmi 6

Na farmi 6 smo v letih 2011 in 2013 doloc¢ali nukleotidna zaporedja v 5 RT-PCR pozitivnih
vzorcih, ugotovljenih pred serumizacijo ter 6 in 9 mesecev po izvedeni serumizaciji. Pri
primerjavi 258 nukleotidov v odseku gena, ki kodira protein nukleokapside (ORF 7), smo
ugotovili, da odstotek identi¢nosti med 5 vzorci znasa od 99,6 do 100. Pri primerjavi
nukleotidnih zaporedij sevov s farme 6 (1/2011, 1/2012, 2/2012, 1/2013, 2/2013) in
nukleotidnega zaporedja referenénega vzorca Lelystad smo ugotovili od 93,0 do 93,4-odstotno
identi¢nost nukleotidov (slika 20).

4.6.4 Biovarnostni ukrepi na farmi 6
4.6.4.1 lzvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 6

Farma 6 je v naselju Spodnja Hajdina (slika 15). Najblizja farma, poznana kot pozitivna na
PRRS, je oddaljena priblizno 300 m, v radiju 1,2 kilometra pa je bilo $e 24 farm, izmed katerih
je Se ena farma poznano pozitivna na PRRS, statusa ostalih farm glede PRRS pa nismo poznali.
V naselju je bilo 1.015 prasi¢ev na 6 gospodarstvih. Po ugotovitvi PRRS na farmi se je rejec
obvezal, da bo izvajal predpisane biovarnostne ukrepe (tabela 26). Ves ¢as naSe Studije rejec ni
dodajal kupljenih prasi¢ev na farmo, niti lastnih mladic v plemensko ¢redo. Za osemenjevanje
je uporabljal seme iz osemenjevalnega srediS¢a prostega PRRS. Farma je imela ob pricetku
kategorije prasicev v lo¢enih prostorih, vendar pa stene med kategorijami niso segale do stropa.
Po naSem priporoc€ilu so namestili okna, ki so povsem locila prostore. Zaprli so tudi vrata med
prostori, ki so ostala zaprta ves ¢as Studije. Dostop v prostore so uredili skozi druga vrata, ki so
vodila od zunaj naravnost v prostor posamezne kategorije. Ob nasem prihodu sta si delo delila
dva druzinska ¢lana, ki pa sta oskrbovala vse kategorije. Po nasih priporo¢ilih sta nato imela
zadolzitve vsak pri svoji kategoriji prasic¢ev, redno sta tudi menjavala obleko in Cistila obutev.
Dostop v ¢akalis¢e, v porodniSnico in v dva prostora, kjer so vhlevljeni tekaci, je ostajal skupen
(pokrit prostor), vendar pa je bila pred posameznimi vhodi namescena dezinfekcijska bariera.
Izvajali so sistem »all in/all out«. Bolni prasi¢i so bil ob naSem prihodu namesceni v
porodni$nici, nato so jih prestavili v drug prostor, ki je bil locen od prostorov drugih kategorij

prasicev. Izvajali so dezinsekcijo in deratizacijo.
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Tabela 26: Predpisani in izvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 6.

Table 26: Required and implemented biosecurity measures on Farm 6.

Izvajanje biovarnostnih ukrepov na farmi

Biovarnostni ° _ o ._ o._ 8 ._
- - r— O 1=m [eRpr O == 1—
ukrepi na farmi S 85 =G > 'S & 'C
© o © o © L © O ®©
N g .N g .N g .N QN
s § g E g E g E £ §
o o e C e C e C ~ =
a3 ™ 3 ©o 3 o 3 - 3
Farma oddaljena
ve¢ kot 300 m od ne ne ne ne ne
najblizje farme
Zn.an.IvD.RRS status da da da da da
najblizje farme
Dvojna zapora ne da da da da
Uporaba
preverjeno da da da da da
negativnega
semena
Kategorije
prasicev locene ne da da da da
po prostorih
Preoblacenje in
preobuvanje ne da da da da
delavcev
A.” m/all_out ne da da da da
sistem reje
Razkuevalne da da da da da
bariere
Locen p“i?tf’r za ne da da da da
bolne prasice
Deratizacija in da da da da da
dezinsekcija
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4.6.4.2 Satelitski posnetek lokacije farme 6 v naselju in oddaljenost od drugih farm

- - iy
Farma 6: Naselje SPODNJA HAJDINA
- PRRS pozitivna
- skupno prasicev na gospodarstvu: 484

- §t. gospodarstev s praSici v naseliu: 6
- §t. praSicev v naselju: 1.015
- povp. §t. prasi¢ev/gospodarstvo: 169

-

e
o
i

&

g PRRS okuzene farme [

R ® Gospodarstvaspra§i<':i
; -%. ENaselja q

25 0,25 .5 075 1K a
| =m  mm e [Nl

Slika 15: Prikaz lokacije farme 6 in sosednih gospodarstev s prasici.

Figure 15: Location of Farm 6 and neighbouring pig farms.
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4.7 REZULTATIS FARME 7

4.7.1 Rezultati seroloskih preiskav pri prasi¢ih na farmi 7

Na farmi 7 smo izvajali eliminacijo PRRS z vakcinacijo celotne plemenske ¢rede. Ob prvem
vzorcenju tik pred I. vakcinacijo smo protitelesa proti virusu PRRS dokazali pri vseh 20
plemenskih praSicih, od katerih sta 2 reagirala pozitivno in 18 visoko pozitivno (tabela 27). Dva
meseca po prvi vakcinaciji smo pregledali vseh 19 plemenskih prasicev. Ugotovili smo, da je 1
plemenski prasic v ELISA reagiral negativno, 1 nizko pozitivno, 4 pozitivno in 13 visoko
pozitivno. Tri mesece po 1. vakcinaciji smo ponovno vakcinirali celotno plemensko ¢redo. V
naslednjem mesecu je rejec izlocil iz plemenske ¢rede 4 svinje. Dva meseca po II. vakcinaciji
smo pregledali vseh 15 plemenskih prasicev, od katerih je 1 v ELISA reagiral negativno, 1
nizko pozitivno, 4 pozitivno in 9 nizko pozitivno. Seroloski profil se ni bistveno spremenil niti
po drugi vakcinaciji. Pet mesecev po II. vakcinaciji smo pri pregledu celotne plemenske ¢rede
v ELISA ugotovili 7 visoko pozitivnih, 6 pozitivnih, 1 nizko pozitivnega, 1 plemenski prasi¢
pa je reagiral negativno. Deset mesecev po Il. vakcinaciji smo pregledali krvne vzorce 5
plemenskih prasicev ter serume 10 prasicev (5 tekacev in 5 pitancev). Pri plemenskih praSicih
smo ugotovili 2 nizko pozitivna vzorca, 2 pozitivna in 1 visoko pozitivnega. V ELISA je 5
prasi¢ev reagiralo negativno, 5 pa visoko pozitivno. V nadaljnjih mesecih je rejec izlo¢il 5
plemenskih pragi¢ev, tako jih je v plemenski ¢redi ostalo $e 10. Stirinajst mesecev po II.
vakcinaciji smo pri pregledu 10 plemenskih prasi¢ev ugotovili, da je 1 vzorec reagiral nizko

pozitivno in 9 visoko pozitivno.
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Tabela 27: Rezultati ELISA za dokaz protiteles proti virusu PRRS na farmi 7.

Table 27: The ELISA results of detection of PRRS virus antibodies on Farm 7.

Skupno stevilo Stevilo Stevilo nizko Stevilo Stevilo visoko
testiranih negativnih pozitivnih pozitivnih pozitivnih
prasicev prasicev prasicev prasicev prasicev

Vzorcenje — — — — —
X X X X X
w [%2] [%2] [%2] w
C oom o— C oot ot C oo ot T oo o C oo om—
S 32 o S 35 2 S 35 2 S 8 2 S 39 5
§%| % | B%| % | 82| % | §%| % | B%| %
o o (=% o o (=% o o =" o o (=% o o =2
Pred I. 20 / 0 / 0 / 2 / 18 /
vakcinacijo
2 meseca po 19 / 1 / 1 / 4 / 13 /
I. vakcinaciji
2 meseca po 15 / 1 / 1 / 4 / 9 /
Il.
vakcinaciji
5 mesecev po 15 / 1 / 1 / 6 / 7 /
Il.
vakcinaciji
10 mesecev 5 10 0 5 2 0 2 0 1 5
po Il
vakcinaciji
14 mesecev 10 / 0 / 1 / 0 / 9 /
po I1.
vakcinaciji

Legenda: v stolpcu »prasici« so zajete kategorije od tekacev do pitancev.

Negativni (vrednosti S/P pod 0,4), nizko pozitivni prasiéi (vrednosti S/P med 0,4 in 1), pozitivni prasici

(vrednosti S/P med 1 in 2), visoko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P ve¢ kot 2).
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Graf 25: Prikaz rezultatov ELISA za plemenske prasi¢e na farmi 7.

Graph 25: The ELISA results of the breeding pigs on Farm 7.
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Pred izvedbo 1. vakcinacije smo v plemenski ¢redi ugotovili 90 % visoko pozitivnih prasicev
in 10 % pozitivnih na prisotnost protiteles (graf 25). Dva meseca po . vakcinaciji se je odstotek
visoko pozitivnih plemenskih prasSic¢ev znizal na 68,4, povisal pa se je odstotek pozitivnih na
21,1 ter nizko pozitivnih in negativnih na 5,3. Dva meseca po II. vakcinaciji se je znizal odstotek
visoko pozitivnih na 60, zviSal pa odstotek pozitivnih na 26,7. Pet mesecev po II. vakcinaciji
se je nadaljeval trend nizanja odstotka visoko pozitivnih plemenskih prasic¢ev (46,7 %), odstotek
pozitivni prasicev pa se je zviSal na 40. Odstotek nizko pozitivnih in negativnih plemenskih
prasi¢ev je ostajal priblizno na isti ravni, tako dva mesca po I. vakcinaciji, kot tudi 2 in 5
mesecev po Il. vakcinaciji. Deset mesecev po Il. vakcinaciji se je odstotek visoko pozitivnih
plemenskih prasiev zniZal na 20, zviSal pa se je odstotek pozitivnih in nizko pozitivnih na 40.
Negativnih praSi¢ev nismo ve¢ ugotovili. Viden je trend niZanja odstotka prasicev z visoko
pozitivnimi vrednosti S/P vse do 10 mesecev po drugi vakcinaciji. Pri vzoréenju 14 mesecev
po II. vakcinaciji smo ugotovili 90 % prasicev, ki so v ELISA reagirali visoko pozitivno, 10 %

pa nizko pozitivno.
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4.7.2 Rezultati statisti¢cne obdelave podatkov s farme 7

4.7.2.1 Spreminjanje povprecnih vrednosti S/P v plemenski ¢redi v zaporednih odvzemih na

farmi 7

Statisticno znacilno razliko smo ugotovili med drugim in prvim odvzemom (tabela 28).
Povprecne vrednosti S/P padajo vse do 5 mesecev po II. vakcinaciji, nato pa zano ponovno
naraScati 10 in 14 mesecev po Il. vakcinaciji (tabela 28) Pred vakcinacijo smo ugotovili
maksimalno S/P vrednost glede na ostale odvzeme in je znasala 4,671 (graf 26).

Tabela 28: Povpre¢ne vrednosti S/P s standardnimi napakami ter statisti¢cno znacilno razliko med odvzemi
(primerjava glede na vrednosti S/P po I. vakcinaciji) za farmo 7.

Table 28: Least square means for S/P value with standard errors and significance of differences between successive
sampling (comparison with S/P value 2 months after I. vaccination) for Farm 7.

Odvzem povprecje S/P Standardna napaka P-vrednost
pred vakcinacijo 3,476 +0,213 0,0022
2 meseca po |.

N 2,361 +0,219
vakcinaciji
2 meseca po II.

L 1,930 +0,246 0,5834
vakcinaciji
5 mesecev po |l 1,783 +0,246 0,2973
vakcinaciji
10 mesecev po |1 2,482 +0,287 0,0978
vakcinaciji
14 mesecev po Il. 2575 +0.301 0,9742

vakcinaciji
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Graf 26: Prikaz vrednosti S/P med posameznimi odvzemi pri plemenskih prasi¢ih na farmi 7.

Graph 26: S/P changing between each sampling in the breeding pigs on Farm 7.
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Stolpci prikazujejo mediano, minimalno in maksimalno vrednost, spodnjo in zgornjo ¢etrtino

rezultatov ter srednjih 50 % vrednosti v posamezni skupini.
4.7.3 Rezultati dokazovanja nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 7
4.7.3.1 Dokaz nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 7

Za dokaz virusa PRRS z metodo RT-PCR smo dva meseca po I. vakcinaciji odvzeli krvne
vzorce vsem plemenskim prasi¢em. Deset mesecev po II. vakcinaciji smo odvzeli vzorce 5
plemenskim prasicem in 10 pitancem. Nukleinske kisline virusa PRRS nismo ugotovili pri

nobeni kategoriji praSicev (tabela 29).
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Tabela 29: Rezultati RT-PCR na farmi 7.

Table 29: Results of RT-PCR on Farm 7.

= Stevilo vzorcev Rezultati

® g

E\ >N

g £

= g- Q - - - Q. - — -

) =< —_ - ot o o < —_ = b o N <

— n o © 0 — — — o © o — — !
2 meseca po |.
vakcinaciji 19 | 19 | np | np | np | np | np | neg | np | np | np | np | np
10 mesecev po 1. 15 5 n n n 5 5 ne n n n ne ne
vakcinaciji P P P g | np p p g g

Legenda: pl. p — plemenski prasici, t — starost v tednih, neg. — negativno, np — ni pregledano
4.7.4 Biovarnostni ukrepi na farmi 7
4.7.4.1 lzvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 7

Farma 7 je v naselju Kljucarovci pri Ljutomeru (slika 16). Najblizja druga farma je bila od nje
oddaljena priblizno 150 m, poleg tega pa je bilo v radiju 1,2 kilometra $e 33 farm. Za farme v
okolici nismo poznali statusa glede PRRS. V naselju je bilo 1.202 prasicev na 22 gospodarstvih.
Po ugotovitvi PRRS na farmi se je rejec obvezal, da bo izvajal predpisane biovarnostne ukrepe
(tabela 30). Po prvi vakcinaciji je rejec izlo€il 3 plemenske svinje in jih nadomestil s 3 lastnimi
mladicami, ki smo jih vakcinirali hkrati z ostalimi plemenskimi prasici. Do konca Studije je
rejec izvajal dvojno zaporo. Dva meseca po 1. vakcinaciji je Se vedno semenil z nepreverjenim
semenom, po nasem opozorilu pa je osemenjeval svinje z negativnim semenom iz
osemenjevalnega srediS¢a prostega PRRS. Farma ni imela loCenih prostorov za posamezne
kategorije prasicev. Oblek in obutve niso menjavali med kategorijami. Na farmi niso izvajali
sistema »all in/all out«. Ze pred vakcinacijo so imeli dezinfekcijske bariere, le opozorili smo
jih, naj raztopino menjajo dnevno. Pet mesecev po II. vakcinaciji so po veckratnih opozorilih
premestili bolne prasic¢e v lo¢en prostor in jih v nadaljevanju imeli loceno od ostalih kategorij.

Izvajali so dezinsekcijo in deratizacijo.
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Tabela 30: Predpisani in izvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 7.

Table 30: Required and implemented biosecurity measures on Farm 7.

Izvajanje biovarnostnih ukrepov na farmi
Blovgrnostnl ukrepi na o ° ;j‘ o5 g3 . —
farmi = 23 Qz > 3 TR TR
Q © c = O .= o o ) o
© O = O O O O D © D [15]
c o O D X O X « c €a c
— 0 X N "© N "© (<%} —_ = <] —_ =
T Q D T o o E=c E=09
L X € > g S X< =<
~ © —_ —_ O O ®© < O ©
o > [QVAE N — LO - — Q> — Q>
Farma oddaljena ve¢ kot ne ne ne ne ne ne
300 m od najblizje farme
Znan PRRS status
oy ne ne ne ne ne ne
najblizje farme
Dvojna zapora ne ne da da da da
Uporaba preverjeno
poraba p ) ne ne da da da da
negativnega semena
Kategorije prasicev
N . ne ne ne ne ne ne
lo¢ene po prostorih
Preoblacenje in
; ne ne ne ne ne ne
preobuvanje delavcev
All in/all out sistem reje ne ne ne ne ne ne
RazkuZevalne bariere da da da da da da
Locen prostor za bolne
enp ne ne ne da da da
prasice
Deratizacija in
. ) da da da da da da
dezinsekcija
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4.7.4.2 Satelitski posnetek lokacije farme 7 v naselju in oddaljenost od drugih farm

S Farma 7. lie OVCl PRI LIUTOMERU
\ s ‘ - skupno prasicev na gospodarstvu: 187 A

\§ - 8t. gospodarstev s prasici v naselju: 22
- 8t. praSicev v naselju: 1.202

@  Gospodarstva s prasici

friz I____] Naselja
o

Slika 16: Prikaz lokacije farme 7 in sosednih gospodarstev s prasici.

Figure 16: Location of Farm 7 and neighbouring pig farms.
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48 REZULTATIS FARME 8
4.8.1 Rezultati seroloskih preiskav pri prasi¢ih na farmi 8

Na farmi 8 smo izvajali eliminacijo PRRS z vakcinacijo. Tik pred vakcinacijo smo na farmi
odvzeli vzorce 15 plemenskim prasicem in 5 pitancem. Protitelesa proti virusu PRRS smo
ugotovili pri vseh plemenskih prasic¢ih, 6 jih je v ELISA reagiralo pozitivno in 9 visoko
pozitivno (tabela 31). Pri pregledu pitancev smo ugotovili, da je en vzorec reagiral negativno,
2 nizko pozitivno in 2 pozitivno. Vakcinacijo smo na farmi 8 izvedli enkrat. En mesec po
vakcinaciji smo odvzeli kri vsem 15 plemenskim prasi¢em in dokazali 5 pozitivnih plemenskih
prasicev in 10 visoko pozitivnih. Dva meseca po vakcinaciji smo pri pregledu 15 prasicev
plemenske ¢rede ugotovili, da sta 2 plemenska prasica v ELISA reagirala nizko pozitivno, 2
pozitivno in 8 visoko pozitivno. Sest mesecev po vakcinaciji smo ponovno preiskali vseh 15
plemenskih praSicev in ugotovili, da sta v ELISA 2 vzorca reagirala negativno, 5 nizko
pozitivno, 7 pozitivno in 1 visoko pozitivno. Deset mesecev po vakcinaciji smo preiskali 5
plemenskih prasic¢ev in 20 pitancev. Ugotovili smo, da je v ELISA en plemenski prasic reagiral
nizko pozitivno, 1 pozitivno in 3 visoko pozitivno. Pri pitancih pa je v ELISA 1 vzorec reagiral
nizko pozitivno, 9 pozitivno in 10 visoko pozitivno. Petnajst mesecev po vakcinaciji smo
preiskali vseh 15 prasicev plemenske C¢rede in ugotovili 5 nizko pozitivnih vzorcev na

protitelesa, 3 pozitivne in 7 visoko pozitivnih.



158 M. Stukelj: Eliminacija prasi¢jega reprodukcijskega in respiratornega sindroma. ..
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija

Tabela 31: Rezultati ELISA za dokaz protiteles proti virusu PRRS na farmi 8.

Table 31: The ELISA results of detection of PRRS virus antibodies on Farm 8.

Skupno Stevilo Stevilo Stevilo nizko Stevilo Stevilo visoko
testiranih negativnih pozitivnih pozitivnih pozitivnih
prasicev prasicev prasicev prasicev prasicev

Vzorcenje — — — — —
X X X X X
(%) (%) (%) [%2] [%2]
C oo o C oo o C oo o C oo o C oom o
g2 | B g B | B g B | B g B | B g B | B
SE| % | 8% % | 8%| 2 | 5E| %2 | g% %
o o =7 o o (=3 o o = o o = o o =7
Pred
vakeinacijo 15 5 0 1 0 2 6 2 9 0
L mesec po 15 / 0 / 0 / 5 / 10 /
vakcinaciji
2 meseca po
vakcinaciji 15 / 0 / 2 / 2 / 8 /
6 mesecev po 15 / 2 / 5 / 7 / 1 /
vakcinaciji
lomesecevpo | g 20 0 0 1 1 1 9 3 10
vakcinaciji
15 mesecevpo | g / 0 / 5 / 3 / 7 /
vakcinaciji

Legenda: v stolpcu »prasici« so zajete kategorije od tekacev do pitancev.

Negativni (vrednosti S/P pod 0,4), nizko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P med 0,4 in 1), pozitivni pragi¢i

(vrednosti S/P med 1 in 2), visoko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P ve¢ kot 2).
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Graf 27: Prikaz rezultatov ELISA za plemenske prasi¢e na farmi 8.

Graph 27: The ELISA results of the breeding pigs on Farm 8.
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Pred izvedbo vakcinacije smo ugotovili 60 % visoko pozitivnih plemenskih prasicev in 40 %
pozitivnih (graf 27). En mesec po vakcinaciji se je odstotek visoko pozitivnih zvisal na 66,7 %,
znizal pa se je odstotek pozitivnih na 33,3. Dva meseca po vakcinaciji se je ponovno znizal
odstotek visoko pozitivnih na 53,4, odstotek pozitivnih je ostal nespremenjen, povisal pa se je
odstotek nizko pozitivnih na 13,3. Sest mesecev po vakcinaciji se je znatno znizal odstotek
visoko pozitivnih na 6,7, zviSal pa odstotek pozitivnih na 46,7 in nizko pozitivnih na 33,3, prvi¢
pa smo ugotovili tudi 13,3 % negativnih plemenskih prasSic¢ev. Vse do deset mesecev po
vakcinaciji je viden trend padanja odstotka visoko pozitivnih prasi¢ev. Deset mesecev po
vakcinaciji smo ugotovili 60 % visoko pozitivnih, 20 % pozitivnih in 20 % nizko pozitivnih
plemenskih prasicev. Petnajst mesecev po vakcinaciji smo ugotovili 46,7 % visoko pozitivnih,

20 % pozitivnih in 33,3 % nizko pozitivnih plemenskih prasicev.
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4.8.2 Rezultati statisticne obdelave podatkov s farme 8

4.8.2.1 Spreminjanje povprecnih vrednosti S/P v plemenski ¢redi v zaporednih odvzemih na

farmi 8

Statisti¢no znacilno razliko smo ugotovili med prvim in ¢etrtim odvzemom ter med prvim in
Sestim odvzemom (tabela 32). Povpre¢ne vrednosti S/P so se znizevale do 6 mesecev po
vakcinaciji. Deset mesecev po vakcinaciji smo ugotovili znatno povisanje povpre¢nih S/P

vrednosti (tabela 32).

Maksimalno S/P vrednost smo ugotovili 10 mesecev po vakcinaciji in je znaSala 3,661 (graf
28).

Tabela 32: Povpre¢ne vrednosti S/P s standardnimi napakami ter statisti¢no znacilno razliko med odvzemi
(primerjava glede na vrednosti S/P pred vakcinacijo) za farmo 8.

Table 32: Least square means for S/P value with standard errors and significance of differences between successive
sampling (comparison with S/P value before vaccination) for Farm 8.

Odvzem povpredje S/P Standardna napaka P-vrednost
Pred vakcinacijo 2,354 +0,179

1 mesec po vakcinaciji 2,121 +0,185 0,9835

2 meseca po vakcinaciji 1,949 +0,185 0,9216

6 mesecev po vakcinaciji 1,099 +0,185 0,001
10 mesecev po vakcinaciji 2,302 +0,293 0,9640
15 mesecev po vakcinaciji 1,280 +0,227 0,0210
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Graf 28: Prikaz vrednosti S/P med posameznimi odvzemi pri plemenskih prasi¢ih na farmi 8.

Graph 28: S/P changing between each sampling in breeding pigs on Farm 8.
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Stolpci prikazujejo mediano, minimalno in maksimalno vrednost, spodnjo in zgornjo Cetrtino

rezultatov ter srednjih 50 % vrednosti v posamezni skupini.
4.8.3 Rezultati dokazovanja nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 8
4.8.3.1 Dokaz nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 8

Deset mesecev po vakcinaciji smo z metodo RT-PCR pregledali 6 in 8-tedenske tekace ter 12
in 14-tedenske pitance. Nukleinsko kislino virusa PRRS smo dokazali v vseh pregledanih

vzorcih (tabela 33).
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Tabela 33: Rezultati RT-PCR na farmi 8.

Table 33: Results of RT-PCR on Farm 8.

° Stevilo vzorcey Rezultati
=
) 3
E >
(=]
o =
Z g o - - - a - - -
(<] - —_ + + o o <t —_— + + o [qV] <
= wn o © [ee) — — - o © [oe) — — —
10 mesecev po 20 n 5 5 n 5 5 n 0z 0z n 0z 0z
vakcinaciji P P PP P PP P

Legenda: pl. p — plemenski prasi¢i, t — starost v tednih, poz — pozitivno, np — ni pregledano
4.8.3.2 Rezultati doloc¢anja nukleotidnega zaporedja na farmi 8

Na farmi 8 smo v letu 2009 ugotovili pozitiven rezultat z metodo RT-PCR pri tekacih in
pitancih. Iz enega produkta RT-PCR smo dolo¢ili nukleotidno zaporedje. Virusni sev s farme
8 z oznako 1/2009 je imel 89,5 % identi¢nih nukleotidov z vakcinalnim sevom (Lelystad) v

primerjani regiji ORF 7 (slika 20).
4.8.4 Biovarnostni ukrepi na farmi 8
4.8.4.1 lzvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 8

Farma 8 je v naselju Izakovci (slika 17). Najblizja farma je oddaljena priblizno 100 m, v radiju
1600 m pa je bilo se 34 farm za katere nismo poznali statusa glede PRRS. V naselju je bilo
skupno 22.185 prasicev v 35 gospodarstvih. Po ugotovitvi PRRS na farmi se je rejec obvezal,
da bo izvajal predpisane biovarnostne ukrepe (tabela 34). Od zacetka izvajanja ukrepov se je
rejec 6 mesecev drzal zapore reje, nato pa smo 10 mesecev po vakcinaciji ugotovili, da je
zamenjal 2 plemenski svinji z novima mladicama, brez predhodnega dogovora. Ves ¢as Studije
je osemenjeval svinje z negativnim semenom iz osemenjevalnega srediSc¢a prostega PRRS. Ob
pricetku Studije na farmi niso imeli kategorij loenih po prostorih, nato pa so kategorije prasicev
redili loceno od 6 mesecev po vakcinaciji naprej. Na farmi niso izvajali sistema »all in/all out«.
Ze pred zadetkom §tudije so imeli dezinfekcijske bariere. Bolne prasi¢e so imeli v lodenem

prostoru. lzvajali so dezinsekcijo in deratizacijo.
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Tabela 34: Predpisani in izvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 8.
Table 34: Required and implemented biosecurity measures on Farm 8.
Izvajanje biovarnostnih ukrepov na farmi
o o
. . . o o o
Biovarnostni ukrepi o — o .— S._ > = > .-
. —_ o= Q= > = D (b R
na farmi 2 58 g8 88 28 28
B &£ &£ &£ 3 £ 3 £
T O L O L O L O E [&] E [&]
23 £ g £ £ g 3 3
o © 0 ©
a > - > N> o > - > - >
Farma oddaljena vec
kot 300 m od najblizje ne ne ne ne ne ne
farme
Znan PRRS status
oy ne ne ne ne ne ne
najblizje farme
Dvojna zapora ne da da da ne da
Uporaba preverjeno da da da da da da
negativnega semena
Kategorije prasicev
N . ne ne ne da da da
lo¢ene po prostorih
Preoblacenje in
; ne ne ne ne ne ne
precbuvanje delavcev
All in/all out sistem
. ne ne ne ne ne ne
reje
Razkuzevalne bariere da da da da da da
Locen prqs‘for 7 da da da da da da
bolne prasice
Deratizacija in da da da da da da

dezinsekcija
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4.8.4.2 Satelitski posnetek lokacije farme 8 v naselju in oddaljenost od drugih farm

Farma 8: Naselje IZAKOVCI .
- skupno prasicev na gospodarstvu: 297 | =

&t. gospodarstev s prasSici v naselju: 35 / 4

§t. prasicev v naselju: 22.185 ;
- povp. §t. prasiev/gospodarstvo: 634
- - - -

®  Gospodarstva s prasici
q

0/ Q[ Inesein '
. T i TR
08 1,2 16
D o > Km - <
NN ]

Slika 17: Prikaz lokacije farme 8 in sosednih gospodarstev s prasici.

Figure 17: Location of Farm 8 and neighbouring pig farms.
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49 REZULTATIS FARME 9
4.9.1 Rezultati seroloskih preiskav pri prasi¢ih na farmi 9

Na farmi 9 smo izvajali eliminacijo PRRS z vakcinacijo. Za ugotovitev PRRS na farmi smo
najprej odvzeli kri 10 plemenskim prasicem in 10 pitancem. V ELISA je 6 plemenskih prasicev
reagiralo negativno, 2 nizko pozitivno in 2 pozitivno (tabela 35). Pri pitancih protiteles nismo
ugotovili pri 4 vzorcih, 4 vzorci so reagirali nizko pozitivno in 2 pozitivno. Na farmi 9 smo
izvedli vakcinacijo enkrat. Dva meseca po vakcinaciji smo krvne vzorce odvzeli vsem 30
plemenskim prasicem. V ELISA je reagiralo 15 vzorcev pozitivno, 13 nizko pozitivno, pri 2
vzorcih pa nismo dokazali protiteles proti virusu PRRS. V naslednjih treh mesecih je rejec
izlo€il 5 plemenskih svinj, tako je plemenska creda Stela Se 25 prasicev. Pet mesecev po
vakcinaciji smo pri pregledu celotne plemenske ¢rede in 15 pitancev ugotovili 11 negativnih
plemenskih prasicev, 15 nizko pozitivnih, 8 pozitivnih in 1 visoko pozitivnega. Pri pitancih pa
smo ugotovili 5 nizko pozitivnih vzorcev in 10 pozitivnih. Osem mesecev po vakcinaciji Smo
pregledali vseh 25 plemenskih prasicev, od katerih sta 2 reagirala negativno, 8 nizko pozitivno,
4 pozitivno in 11 visoko pozitivno. Osem mesecev po vakcinaciji smo pregledali tudi 5 pitancev
in ugotovili, da je vseh 5 vzorcev reagiralo visoko pozitivno v ELISA. Dvanajst mesecev po
vakcinaciji smo pregledali 10 plemenskih prasi¢ev in ugotovili, da sta 2 vzorca v ELISA

reagirala nizko pozitivno, 4 pozitivno in 4 visoko pozitivno.



166 M. Stukelj: Eliminacija prasi¢jega reprodukcijskega in respiratornega sindroma. ..
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija

Tabela 35: Rezultati ELISA za dokaz protiteles proti virusu PRRS na farmi 9.

Table 35: The ELISA results of detection of PRRS virus antibodies on Farm 9.

Skupno Stevilo Stevilo Stevilo nizko Stevilo Stevilo visoko
testiranih negativnih pozitivnih pozitivnih pozitivnih
prasicev prasicev prasicev prasicev prasicev

Vzorcenje — — — — —

X X X X X

[%2] (%2) [72] (%2) [72]

C oom o C oo o C oot o C oo o C oo o

cB | B g8 | B $38 | B g8 | B o8 | 8

§%| %8 | 52| 2 | 8% | % | BE| % | 5% %

o o =" o (=% o o =" o o (=% o o (=%

Pred vakcinacijo 10 10 6 4 2 4 2 2 0 0
2 meseca po 30 / 2 / 13 / 15 / 0 /
vakcinaciji
5 Mesecev po 25 15 11 0 15 5 8 10 1 0
vakcinaciji
8 mesecev po 25 5 2 0 8 0 4 0 11 5
vakcinaciji
12 MESECeVpo | g | 0 / 2 / 4 / 4 /
vakcinaciji

Legenda: v stolpcu »prasici« so zajete kategorije od tekacev do pitancev.

Negativni (vrednosti S/P pod 0,4), nizko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P med 0,4 in 1), pozitivni prasi¢i

(vrednosti S/P med 1 in 2), visoko pozitivni prasi¢i (vrednosti S/P ve¢ kot 2).
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Graf 29: Prikaz rezultatov ELISA za plemenske prasi¢e na farmi 9.

Graph 29: The ELISA results of the breeding pigs on Farm 9.

100
- 90
=]
]
c 80
ki
£ 70
o
& 60
P B Negativni
S 50 - &
2 B Nizko pozitivni
= 40 - P
2 Pozitivni
g 30 -
n . g .
€ 50 - H Visoko pozitivni
o
R 0 |

0 - T T
pred vakcinacijo 2 meseca po 5 mesecev po 8 mesecev po 12 mesecev po
vakcinaciji vakcinaciji vakcinaciji vakcinaciji
Odvzemi

Pred vakcinacijo smo v plemenski ¢redi ugotovili 50 % plemenskih prasicev, ki so v ELISA
reagirali negativno, 30 % nizko pozitivno in 20 % pozitivno (graf 29). Dva meseca po
vakcinaciji se je odstotek negativnih znizal na 6,7, povisal pa se je odstotek nizko pozitivnih na
43,3 in pozitivnih na 50. Pet mesecev po vakcinaciji se je zvisal odstotek negativnih na 44,
znizal pa se je odstotek nizko pozitivnih na 20 in pozitivnih na 32 %, ugotovili smo tudi 4 %
visoko pozitivnih plemenskih prasi¢ev. Osem mesecev po vakcinaciji se je zvisal odstotek
prasic¢ev z visoko pozitivnimi vrednostmi S/P na 44. Pri vzorcenju 12 mesecev po vakcinaciji
smo ugotovili 40 % visoko pozitivnih in 40 % pozitivnih plemenskih praSicev ter 20 % nizko

pozitivnih.
4.9.2 Rezultati statisti¢ne obdelave podatkov s farme 9

4.9.2.1 Spreminjanje povprecnih vrednosti S/P v plemenski ¢redi v zaporednih odvzemih na

farmi 9

Statisticno znacilno razliko smo ugotovili med prvim in Cetrtim odvzemom ter med prvim in
petim odvzemom (tabela 36). Povprecne vrednosti S/P so padale do 5 mesecev po vakcinaciji,

nato pa smo 8 mesecev po vakcinaciji ugotovili povisanje (tabela 36).
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Osem mesecev po vakcinaciji Smo izmed izraCunanih vrednosti S/P vseh vzoréenj ugotovili

najvisjo vrednost S/P, ki je znasala 4,037 (graf 30).

Tabela 36: Povpre¢ne vrednosti S/P s standardnimi napakami ter statisti¢no znadilno razliko med odvzemi

(primerjava glede na vrednosti S/P pred vakcinacijo) za farmo 9.

Table 36: Least square means for S/P value with standard errors and significance of differences between successive
sampling (comparison with S/P value before vaccination) for Farm 9.

Odvzem povpreéje S/P Standardna napaka P-vrednost
Pred vakcinacijo 0,716 + 0,150

2 meseca po vakcinaciji 0,952 + 0,150 0,8320

5 mesecev po vakcinaciji 0,885 +0,150 0,9810

8 mesecev po vakcinaciji 2,047 + 0,150 <0,0001
12 mesecev po vakcinaciji 1,950 + 0,260 0,0037

Graf 30: Prikaz vrednosti S/P med posameznimi odvzemi pri plemenskih prasi¢ih na farmi 9.

Graph 30: S/P changing between each sampling in breeding pigs on Farm 9.
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rezultatov ter srednjih 50 % vrednosti v posamezni skupini.
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4.9.3 Rezultati dokazovanja nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 9
4.9.3.1 Dokaz nukleinske kisline virusa PRRS na farmi 9

Pet mesecev po vakcinaciji smo z metodo RT-PCR pregledali 25 plemenskih prasicev ter 5
tekacev in 10 pitancev (tabela 37). Nukleinsko kislino virusa PRRS smo dokazali pri 15 prasicih
v plemenski ¢redi. Pri istem vzorcenju smo nukleinsko kislino dokazali pri 6-tedenskih tekacih.

Nukleinske kisline nismo dokazali v vzorcih odvzetih pri 12 in 14-tedenskih pitancih.

Tabela 37: Rezultati RT-PCR na farmi 9.

Table 37: Results of RT-PCR on Farm 9.

% Stevilo vzorcev Rezultati
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5 mesecev po
A 40 25 5 n n 5 5 0z 0z | n n ne ne
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Legenda: pl. p — plemenski prasici, t — starost v tednih, neg — negativno, poz — pozitivno, np — ni pregledano
4.9.3.2 Rezultati dolo¢anja nukleotidnega zaporedja na farmi 9

Na farmi 9 smo v letih 2011 in 2012 ugotovili nukleotidno zaporedje iz 2 pozitivnih vzorcev v
katerih smo z metodo RT-PCR dokazali nukleinsko kislino virusa PRRS. Pri primerjavi 258
nukleotidov v odseku gena, ki kodira protein nukleokapside (ORF 7), smo ugotovili, da
odstotek identi¢nih nukleotidov v dveh vzorcih (1/2011, 1/2012) znasa 98,1. Pri primerjavi
neukleotidnih zaporedij sevov s farme 9 (1/2011, 1/2012) in nukleotidnega zaporedja
vakcinalnega seva virusa (sev Lelystad) smo ugotovili od 88 do 89,1 % identi¢nih nukleotidov
(slika 20).

4.9.4 Biovarnostni ukrepi na farmi 9

4.9.4.1 lzvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 9

Farma 9 je v naselju Grabe pri Ljutomeru (slika 18). Najblizja farma je oddaljena priblizno 125

PROREY

poznali. V naselju je bilo 929 prasicev v 11 gospodarstvih. Po ugotovitvi PRRS na farmi se je
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rejec obvezal, da bo izvajal predpisane biovarnostne ukrepe (tabela 38). Rejec se 5 mesecev po
vakcinaciji ni drzal zapore reje in je dodajal nove mladice v plemensko ¢redo ter s tem prekrsil
enega izmed dogovorjenih biovarnostnih ukrepov. Za razplod je uporabljal svoja merjasca.
Farma je imela kategorije prasi¢ev locene po prostorih. Vsak delavec je imel svojo obleko in
obutev. Na farmi niso izvajali sistema »all in/all out«. Ze pred zatetkom $tudije so imeli
namesScene dezinfekcijske bariere. Bolnih prasi¢ev najprej niso loCevali od zdravih, Sele po
nasem ponovnem opozorilu 5 mesecev po vakcinaciji so bolne prasice premestili v bolnisni¢ni
boks, ki je bil v lo¢enem prostoru. Na farmi smo opazili pomanjkljivo izvajanje dezinsekcije,

vendar se je stanje 8 mesecev po vakcinaciji izboljSalo. Ves cas Studije so izvajali deratizacijo.

Tabela 38: Predpisani in izvedeni biovarnostni ukrepi na farmi 9.

Table 38: Required and implemented biosecurity measures on Farm 9.

Izvajanje biovarnostnih ukrepov na farmi
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4.9.4.2 Satelitski posnetek lokacije farme 9 v naselju in oddaljenost od drugih farm

= i : s
Farma 9: Naselje GRABE PRI LIUTOMERU
- skupno prasicev na gospodarstvu: 627

"’ - §t. gospodarstev s prasici v naselju: 11
- &t. prasi¢ev v naselju: 929

- povp. §t. prasSiev/gospodarstvo: 84

; 0,75 1
K
A=

Slika 18: Prikaz lokacije farme 9 in sosednih gospodarstev s prasici.

Figure 18: Location of Farm 9 and neighbouring pig farms.
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4.10 REZULTATI METOD ZA DOKAZ VIRUSA
4.10.1 Molekularne metode
4.10.1.1 Filogenetska razvrstitev virusov PRRS, ugotovljenih na Sestih farmah

Za filogenetsko primerjavo smo uporabili 28 nukleotidnih zaporedij, ki smo jih dolocili iz
produktov RT-PCR na $estih razli¢nih farmah (farma 3, 4, 5, 6, 8, 9). VVse ugotovljene seve smo
uvrstili v genotip 1. Na podlagi primerjave nukleotidnega zaporedja (258 nt, ORF 7, pozicija v
genomu; 14673-14927 glede na referencni sev Lelystad, GenBank acc. no AY588319) lahko
seve razvrstimo v tri genetske skupine (slika 19). Najblizjo genetsko sorodnost z referenénim
sevom Lelystad smo ugotovili pri sevih s farme 3. Seva se ujemata v 93,4 % nukleotidov. Pet
sevov, ki smo jih ugotovili na farmi 6 med leti 2011 in 2013, smo na filogenetskem drevesu
razvrstili v isto genetsko skupino, pri njih pa smo ugotovili od 99,6 do 100 % identi¢nih
nukleotidov. Z referen¢nim sevom Lelystad pa imajo sevi s farme 6 od 93 % do 93,4 %
identi¢nih nukleotidov. Seve s farm 4, 5, 8 in 9 smo uvrstili v tretjo genetsko skupino, pri njih
pa smo ugotovili od 95 do 99,6 % identi¢nih nukleotidov. Z referen¢nim sevom Lelystad imajo
sevi s farm 4, 5, 8 in 9 od 88 % do 89,9 % identi¢nih nukleotidov (slika 20). 1z primerjave
geografske lokacije farm 3, 4, 5, 6, 8 in 9 in razvrstitve sevov v genetske skupine na
filogenetskem drevesu je mogoce razbrati povezavo med ugotovljenim sevom na posamezni
farmi in geografsko lokacijo farme. Farma 3 je na Dolenjskem in je od farme 6 oddaljeno vec
kot 100 kilometrov. Farma 6 je locirana v okolici Ptuja, farme 4, 5, 8 in 9 so blizu druga drugi,
vse znotraj kroga s polmerom 20 kilometrov, v Pomurju (slika 7). Iz razporeditve na
filogenetskem drevesu je razvidno, da se zelo podobni sevi pojavljajo na vseh $tirih farmah, ki
so blizu skupaj (slika 7). Razlikujejo pa se od sevov, ki smo jih ugotovili na farmah 3 in 6, Ki

sta precej oddaljeni.
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Slika 19: Prikaz razvrstitve ugotovljenih sevov PRRS s Sestih farm (farme 3, 4, 5, 6, 8, 9) na filogenetskem drevesu.

Figure 19: The phylogenetic tree obtained with sequences from six farms (farm 3, 4, 5, 6, 8, 9).

Primerjava je narejena na podlagi 258 nukleotidov posameznih sevov skupaj z referen¢nim
sevom genotipa 1 (PRRS sev Lelystad, AY588319), cepivom Porcilis in Progresiss ter
genotipom 2 (PRRS sev VR2332, U87392).



174 M. Stukelj: Eliminacija prasi¢jega reprodukcijskega in respiratornega sindroma. ..
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija

Odstotek identicnosti nukleotidov

34085 08B T 8 9 010 11 112 13 14 15 16 17 (18 19 120 M 1 22
66.3: 1 :Referencnisev Lelystad
2 G643 2 : CepivoPorcilis
3 643 3 | CepivoProgressis
4 66.3: 4 :farma3-1/2013
5 647 5 :farma4-1/2009
6 647 6 :farma4-1/2010
T 632 7 :ifarmad-1/2011
8 G643: 8 :farma5-1/2010
9 632: 9 :farma5-1/2011
10 121 636 10 ifarma5-1/2012
1M1 (118 636 11 i farma5-3/2010
12 121 §32 12 | farma5-3/2011
13 {116 64.0 13 i farma 5-5/2011
14 111 636 14 i farma 5-6/2011
15 (128 632 15 | farma5-7/2011
16 1131 628 16 | farma5-8/2011
17 |75 678 17 | farma 6-1/2011
18 : 70 678 18 | farma6-1/2013
19 (116 643 19 | farma 8 -1/2009
20 1214121 121411608 (16 16 ;08 12 {16 24 {28 32132 40136 :130 643 20 i farma9-1/2011
2M 136136136121 20 28 (28 2024 28 36 4045 :44 5348130 21 i farma9-1/2012
22 ATA4TA 4741443 4811481497 1489 ;49651489 4891497 (4811488 4071515 436 Referencni sev VR2332
1 213 4 i85 6 (78 9 010 1 112 13 14 15 D16 1T

Slika 20: Prikaz odstotka identi¢nih nukleotidov med sevi PRRS, ki smo jih ugotovili na Sestih razli¢nih farmah.

Figure 20: Percentage identity in nucleotide between the samples from six different farms.

4.10.2 lzolacija virusa na PAM iz serumov

Izolacijo virusa PRRS smo izvajali na PAM. Najprej smo s poskuSanjem dolo¢ili ustrezno
gostoto PAM na mikroplos¢i tako, da so PAM celice pokrivale celotno povrsino (slika 21). Iz
ene ampule smo lahko pripravili najve¢ dve mikroplos¢i, na kateri smo po enourni inkubaciji
nanesli preiskovane vzorce in vkljucili pozitivne in negativne kontrole. Vzorce in kontrole smo
dnevno odcitali pod svetlobnim mikroskopom in belezili morebiten pojav citopatskega efekta
(CPE). Z opisano metodo smo uspesno izolirali virus PRRS iz 15 preiskovanih vzorcev s treh
razli¢nih farm. Virus PRRS smo v okviru te Studije prvi¢ izolirali v Sloveniji. V vec€ini primerov
smo pojav CPE ugotovili v 1. pasazi (slika 22). Po izolaciji virusa PRRS smo virus namnozili
in izvedli titracijo dveh izoliranih virusov PRRS. Titer virusa smo dolocali na PAM z 10-

kratnimi razred¢itvami namnoZenega seva. Ugotovljen titer virusa je znasal 10>%% TCIDsy in

10°125 TICDxy.
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Slika 21: Pljuéni alveolarni makrofagi po 48 urah inkubacije (negativna kontrola).

Figure 21: Pulmonary alveolar macrophages after 48 hours of incubation (negative control).

Slika 22: Pljucni alveolarni makrofagi po 48 urah inkubacije. Viden je CPE po inokulaciji s pozitivnim vzorcem
(pozitiven rezultat izolacije virusa PRRS).

Figure 22: Pulmonary alveolar macrophages after 48 hours incubation. After inoculation of positive samples, the
CPE is visible (positive result of isolation of PRRS).
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5 RAZPRAVA

Okuzbe z virusom PRRS pomembno vplivajo na ekonomiko praSiereje po vsem svetu
(Neumann in sod., 2005). V letu 2011 so v ZDA izgube zaradi PRRS presegle 664 milijonov $
(populacija prasicev je 65,900,000) (Morrison, 2012). Ocenjene letne izgube zaradi okuzbe z
virusi PRRS so v Sloveniji v letu 2010 znasale 2.045.107 EUR. Izracun temelji na formuli, ki
jo je izdelal Bob Morrison (Morrison, 201 1a) in v kateri smo upostevali, da je v Sloveniji 30.000
plemenskih svinj, da je prevalenca PRRS 48 % ter da je cena krme 0,25 EUR/kg. Izracunali
smo tudi, da znaSajo letne izgube na okuzeni farmi s 50 plemenskimi prasi¢i 20.363 EUR. Od
tega je 55,30 EUR izgub pri vsaki breji svinji, 4,60 EUR je izgub na odstavljenca ter 7 EUR
izgub na prasi¢a v obdobju predpitanja in pitanja. Pri omenjenih izra¢unih gre zgolj za oceno
Skode, ki pa ne temelji na dejanskih meritvah zabelezenih Skod v okuZenih rejah ali dejanskih

razlikah med rejami, ki so v akutni ali endemiéni fazi bolezni (Stukelj, 2012).

Po okuzbi se rejci srecujejo z izgubami, zato zacnejo iskati pomoc¢ zoper PRRS, saj se bolezen
brez ukrepanja ne ozdravi sama od sebe. Mozna ukrepa v okuZeni reji sta kontrola ali pa
eliminacija bolezni. Burns (2006) je kot ekonomsko najboljso resitev predlagal odstranitev
povzrocitelja iz reje. Metode, po katerih lahko posegamo, so depopulacija/repopulacija,
testiranje in izloCitev pozitivnih Zivali, imunizacija (naravna prekuzitev, vakcinacija,
serumizacija) in kot dopolnilni metodi delna depopulacija in zgodnja odstavitev (Dee in
Molitor, 1998; Torremorell in Christianson, 2002; Torremorell in sod, 2003; Zimmerman in
sod., 2006; Cho in Dee, 2006; Corzo in sod., 2010; Stukelj in Valengak, 2012; Zimmerman in
sod., 2012).

Eliminacijo PRRS laZe doseZzemo na farmah, kjer so posamezne proizvodne faze na razli¢énih
lokacijah (Torremorell in Christianson, 2002). Farme, ki smo jih vkljucili v Studijo, so imele
vse proizvodne faze na isti lokaciji, zaradi ¢esar smo ze na zacetku Studije predvidevali, da
bomo eliminacijo teze dosegli. Po podatkih iz literature je eliminacija PRRS uspela tam, kjer
so preprecili vnos virusa PRRS v rejo, krozenje virusa med posameznimi kategorijami in znotraj
posameznih kategorij. Krozenje virusa v reji prepre¢imo z notranjimi biovarnostnimi ukrepi,
vNos virusa v rejo pa prepre¢imo z zunanjimi biovarnostnimi ukrepi (Torremorell in
Christianson, 2002; Dee in sod., 2003; Pitkin in sod., 2011). Za uspes$no eliminacijo PRRS sta
torej pomembni tako notranja kot zunanja biovarnost. Lastniki rej, ki smo jih vkljucili v $tudijo,

so se obvezali, da bodo izvajali predpisane zunanje in notranje biovarnostne ukrepe (dvojna
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zapora reje, uporaba preverjeno negativnega semena, locene kategorije prasicev po prostorih,
preoblacenje in preobuvanje, sistem reje »all in/all out«, uporaba razkuzevalnih barier, lo¢en
prostor za bolne prasice, deratizacija in dezinsekcija). Dvojna zapora reje je nujen ukrep, ki ga
moramo izvesti na okuzeni farmi, ¢e zelimo doseci eliminacijo PRRS (Torremorell in sod.,
2003). Z uvedbo dvojne zapore na farmi za¢asno prenehamo z vnosom novih prasicev na farmo

in ne dodajamo lastnih mladic v plemensko ¢redo najmanj Sest mesecev.

Z naso raziskavo smo zeleli ugotoviti, katera metoda imunizacije je primerna za eliminacijo
PRRS na nasih farmah. Poudariti je treba, da je bila Slovenija vse do vstopa v EU leta 2004
prosta PRRS, karantene za uvozene zivali SO bile obvezne, poleg tega pa so nasi prasicerejci
trgovali predvsem znotraj meja Slovenije, kjer je bilo zdravstveno stanje prasicev precej ugodno
(Valencak, 2004). Rejci so po vstopu v EU z odobravanjem sprejeli ukinitev obveznih karanten
in priceli kupovati prasice brez predhodnih laboratorijskih preiskav na PRRS (in tudi na ve¢ino
drugih bolezni). Zaradi te spremembe se je PRRS vnesel v drzavo z nakupom prasicev iz tujine
(Stukelj in Valendak, 2008; 2010). Po vnosu nove virusne bolezni v drzavo se vedina rejcev e
ni zavedala, kako pomembni sta zunanja in notranja biovarnost, s katerima bi prepre¢ili Sirjenje
virusa na neokuzene farme. Bolezen se je razsirila v Stevilne reje, v katerih smo ugotavljali
genetsko med seboj zelo sorodne viruse PRRS (Toplak in sod., 2010). V severovzhodnem delu
Slovenije, kjer je najvec prasicev, so se okuzile Stevilne farme in v letih 2009 do 2011 smo

ugotavljali razli¢ne seve virusa PRRS (Toplak in sod., 2010; Toplak in sod., 2012).

Pozitivne reje, ki smo jih vkljucili v naso Studijo, smo izbrali na podlagi pripravljenosti rejcev
za sodelovanje in uvedbo specificnih ukrepov na farmi, ki bi pripeljali do eliminacije PRRS.
Osem izbranih rej je na obmoc¢ju intenzivne prasicereje v severovzhodnem delu Slovenije, ena
reja pa je locirana na Dolenjskem. Velikost reje je bila pomembno merilo pri odlocitvi za

metodo eliminacije PRRS.
5.1 ELIMINACIJA PRRS Z NARAVNO PREKUZITVIJO

Eliminacijo PRRS z naravno prekuzitvijo smo izvajali na treh manj$ih farmah, ki so imele 7,
12 in 15 plemenskih svinj. Najprej smo na vseh treh farmah uvedli dvojno zaporo reje. Dvojna
zapora namre¢ zagotovi ustrezne razmere za naravno prekuzitev celotne plemenske ¢rede s
sevom PRRS, ki je na farmi. Po nekaj mesecih lahko pricakujemo, da bomo pri vecini

plemenskih prasicev dokazali specifi¢na protitelesa proti virusu PRRS, kar preprec¢i nadaljnjo
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krozenje virusa (Torremorell in Christianson, 2002; Dee, 2003). Prva faza naravne prekuzitve
traja 1 do 2 meseca. V tem Casu se vsi prasi¢i okuzijo z virusom PRRS, po 3 do 4 mesecih po
akutni okuzbi pa si prasi¢i opomorejo. Po 4 do 6 mesecih postane plemenska ¢reda stabilna, kar
pomeni, da imajo plemenski prasi¢i v krvi specifi¢na protitelesa, nimajo pa virusa (Torremorell
in Christianson, 2002; Dee, 2009).

Na farmi 1 smo pred ukrepanjem ugotovili 41,3 % na PRRS negativnih plemenskih prasic¢ev in
58,7 % pozitivnih. Iz podobnega izhodis¢nega stanja smo zaceli eliminacijo PRRS tudi na farmi
2, kjer smo pred ukrepanjem dokazali 40 % negativnih in 60 % nizko pozitivnih plemenskih
prasicev. Zaradi visokega odstotka plemenskih prasi¢ev negativnih na PRRS smo v zacetku
Studije domnevali, da virus ne krozi ve¢ v plemenski ¢redi. Na obeh farmah smo odvzeli vzorce
tudi pitancem, pri katerih nismo dokazali protiteles, kar potrjuje, da virus v ¢asu nase Studije ni
ve¢ krozil na farmi 1 in 2. Iz rezultatov zaporednega vzorc¢enja na farmi 1 in 2 lahko sklepamo,
da se je naravna prekuzitev farme zacela ze pred zacetkom Studije, kar je zaustavilo krozenje
virusa. Ze na zaletku $tudije smo ugotovili visok odstotek glede na protitelesa negativnih
prasicev. Na farmi 1 32 mesecev in na farmi 2 22 mesecev po zacetku ukrepanja pri nobenem
od preiskanih prasi¢ev nismo ve¢ ugotovili protiteles. Nekateri avtorji porocajo, da so
protitelesa proti virusu PRRS dokazljiva Se 10 mesecev (Nielsen in Batner, 1997; Drew, 2000;
Zimmerman in sod., 2012, Mateu in Diaz, 2008), v nasem primeru pa smo ugotovili, da so se

protitelesa ohranjala pri posameznih prasicih $e vsaj 17 mesecev.

Na farmi 1 smo pri isti plemenski svinji 4 mesece in 7 mesecev po zacetku ukrepanja v ELISA
dokazali visoko vrednost S/P, Cesar nismo pri¢akovali, ker se je hkrati ve€alo Stevilo negativnih
plemenskih prasi¢ev. Podobno se je zgodilo na farmi 2, ko smo po zacetku ukrepanja ugotovili
eno plemensko svinjo z visoko vrednostjo S/P, pri kasnejSih vzor€enjih pa prasicev z visokimi
vrednostni S/P nismo ve¢ ugotovili. Pojav dveh visoko pozitivnih rezultatov bi lahko bila

posledica specifi¢nosti ELISA, ki ni stoodstotna. Farmi sta dobili status, da sta prosti PRRS.

Izhodis¢no stanje farme 3 je bilo druga¢no kot na farmah 1 in 2, saj smo pri vseh plemenskih
prasicih dokazali prisotnost specificnih protiteles Ze na zacetku Studije. Po uvedbi dvojne
zapore na tej farmi se je 3 mesece po zacetku ukrepanja odstotek visoko pozitivnih razpolovil
(iz 80 % na 41,2 %), dokazali pa smo ze 11,8 % negativnih plemenskih prasicev. Rezultati so
v skladu z ugotovitvami nekaterih avtorjev, ki porocajo, da se po 3 mesecih zacne zmanjSevati

delez visoko pozitivnih plemenskih praSi¢ev (Torremorell in Christianson, 2002; Dee, 2009).
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Rejec je po treh mesecih prenehal z dvojno zaporo reje in je v plemensko ¢redo premestil lastno
mladico in plemensko svinjo iz reje z nepoznanim statusom, kar se je o€itno pokazalo tudi v
povecanem odstotku visoko pozitivnih prasi¢ev 6 mesecev po pricetku ukrepanja. Zaradi
najmanj 6-mesecne zapore reje je treba pred zaporo namestiti v plemensko éredo dovolj veliko
Stevilo mladic, ki so hkrati z ostalo plemensko ¢redo izpostavljene farmskemu tipu virusa in
tako se lahko izognemo dodajanju prasi¢ev v plemensko ¢redo v ¢asu zapore (Torremorell in

sod., 2003; Morrison, 2011b).

Iz rezultatov ELISA na vzorcih plemenske ¢rede 6 mesecev po zacetku ukrepanja Smo
ugotovili, da je v plemenski ¢redi ponovno zakrozil virus PRRS v obdobju med 3. in 6.
mesecem, z metodo RT-PCR pa v odvzetih vzorcih 6 mesecev po ukrepanju nismo dokazali
virusne nukleinske kisline pri nobenem plemenskem prasicu. Viremija pri plemenskih prasi¢ih
traja od 4 do 21 DPO (Christopher-Hennings in sod., 2001; Kittawornrat in sod., 2010) in zato
je seveda razumljivo, da nismo dokazali virusne nukleinske kisline. Vendar pa smo dokazali
virusno nukleinsko kislino pri 8-tedenskih tekacih 9 mesecev po ukrepanju na farmi 3.
Ugotovili smo tudi dve tretjini pitancev pozitivnih na protitelesa proti virusu PRRS, Kkar tudi

potrjuje ugotovljeno prisotnost virusa na farmi.

Za uspesno eliminacijo PRRS so pomembni tako zunanji kot notranji biovarnostni ukrepi
(Otake in sod., 2010; Pitkin in sod., 2011). Kljub temu, da na farmi 1 in 2 pred za¢etkom nase
raziskave niso izvajali vseh biovarnostnih ukrepov, jim je uspelo zaustaviti krozenje virusa na
farmi. V primerjavi s farmo 3 so imeli kategorije prasi¢ev lo¢ene po prostorih, redno so se
preoblacili in preobuvali, imeli pa so tudi lo¢en prostor za bolne prasic¢e (farma 1). Na farmi 1
in 2 so od zacetka Studije izvajali predpisane biovarnostne ukrepe, na farmi 3 pa so po treh
mesecih opustili ve¢ino predpisanih ukrepov. Pred pri¢etkom Studije je lastnik farme 1 vozil
svinje na oploditev k okoliskim merjascem, katerih status glede PRRS ni bil znan. Po nasem
opozorilu, da je to lahko vir okuzbe, lastnik ni ve¢ vozil svojih svinj na oploditev, ampak je
semenil sam, s semenom iz osemenjevalnega srediS¢a, prostega PRRS. V prostoru porodnisnice
je bil ob zacetku $tudije bolnisni¢ni boks, ki ga je po nasih navodilih odstranil, bolne prasice pa
je usmrtil. Rejec je 17 mesecev po zacetku ukrepanja vnesel v rejo preko karantene nadomestno
negativno mladico. Pred pricetkom nase raziskave ni dopolnjeval ¢rede na taksSen nacin, kasneje
pa je omenjeno premes¢anje nadomestnih mladic postalo obi¢ajno. Na farmi 1 smo uspes$no

eliminirali virus PRRS in preprecili ponovni vnos virusa PRRS kljub dejstvu, da je bilo v radiju
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ey

nevarnost okuzbe s sosednjih farm.

Lastnik farme 2 pred nasim prihodom ni izvajal vseh biovarnostnih ukrepov. Dosledno jih je
zacel uvajati Sele ob pricetku Studije. Kategorije pitancev na farmi skoraj ni, saj jih prodajo ze
kot odojke. Tako je manj tekacev in manj prasi¢ev v fazi predpitanja in pitanja. Po mnenju
nekaterih avtorjev je to najobcutljivejsa populacija prasi¢ev in glavni vir virusa na farmi. Po
padcu kolostralne zas¢ite lahko pride v okuZeni reji v tej populaciji do razmnozevanja virusa in
Sirjenja na druge kategorije prasic¢ev (Dee in sod., 1997; Dee in sod., 2003). Od zacetka $tudije
in po ukinitvi dvojne zapore so priceli vnasati na farmo le negativne mladice preko karantene.
Po nasem priporocilu uporabljajo negativno seme iz osemenjevalnega sredisc¢a prostega PRRS.
Iz rezultatov testiranja lahko sklepamo, da smo na farmi 2 z uvedbo biovarnostnih ukrepov
preprecili ponoven vnos virusa PRRS iz najblizje farme, ki je oddaljena le nekaj metrov, prav
tako pa iz farm v neposredni okolici. Po podatkih iz literature naj bi bile farme, primerne za
naravno prekuzitev taksne, ki imajo lo¢ene proizvodne faze in so dovolj oddaljene od drugih

farm. Tudi na taks$nih farmah je uspes$nost te metode 90-odstotna (Zimmerman in sod., 2012).

Na podlagi rezultatov dokazovanja protiteles in nukleinske Kisline virusa PRRS v obdobu 9
mesecev po uvedbi ukrepov ugotavljamo, da na farmi 3 nismo eliminirali virusa PRRS. Pitkin
in sodelavci (2011) navajajo, da je neupoStevanje zunanjih in notranjih biovarnostnih ukrepov
glavni razlog za ohranjaje virusa na farmi oz. ponovnega vnosa virusa PRRS na farmo. Pri oceni
upostevanja biovarnostnih ukrepov na farmi 3 smo ugotovili nekatere bistvene pomanjkljivosti,
zaradi katerih se je virus ohranjal na farmi. Rejec namre¢ ni izvajal dvojne zapore reje, kategorij
prasicev ni imel lo€enih po prostorih, locen prostor za bolne Zivali pa je uredil Sele 6 mesecev
po zaCetku ukrepanja. Ker je reja na samem, aerogeni prenos virusa iz sosednje farme ni
virus PRRS najpogosteje vnese z okuzenimi prasici (Dee, 2003; Zimmerman in sod., 2012), kar
je imelo za posledico na primer okuzbo farme 3. Prav tako je po vsej verjetnosti neupostevanje
dvojne zapore reje in nekaterih drugih biovarnostnih ukrepov povzrocilo, da nam ni uspelo
eliminirati virusa PRRS. Ker rejec ni spostoval dogovora glede ukrepov, smo raziskavo na
farmi 3 prekinili 9 mesecev po zacetku sStudije, saj tako nismo pri¢akovali izboljsanja stanja v

reji. Nase ugotovitve so skladne z ugotovitvami drugih avtorjev, da eliminacija PRRS ni mozna,
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e se ne upostevajo biovarnostne zahteve in zapora reje (Dee, 2003; Otake in sod., 2010; Pitkin
in sod., 2011).

Na podlagi izvajanja eliminacije PRRS z naravno prekuzitvijo iz treh pozitivnih rej lahko
potrdimo, da je naravna prekuzitev uCinkovita metoda za eliminacijo PRRS, Ce rejec izvaja

predpisane biovarnostne ukrepe.
5.2 ELIMINACIJA PRRS S SERUMIZACIJO

Serumizacijo smo izvedli na treh farmah, ki so imele 61, 74 in 132 plemenskih prasicev. S
postopkom serumizacije smo cepili i/m celotno plemensko ¢redo isti dan z inokulumom, ki je
vseboval hlevski sev virusa PRRS. Inokulum smo pripravili tako, da smo najprej odvzeli kri
tekacev, pri katerih smo pricakovali najve¢ virusa. Po laboratorijskem testiranju vzorcev smo
pripravili inokulum iz serumov, v katerih smo dokazali virus PRRS. Na vseh treh farmah smo
serumizacijo izvajali le v plemenski ¢redi. Po izvedeni serumizaciji smo pricakovali tvorbo
specifiénih protiteles proti virusu PRRS in zas¢ito proti homolognemu sevu virusa PRRS
(Lager insod., 1999; Diaz in sod., 2012a; Stukelj in Valencak, 2012). Po priblizno treh mesecih
smo preverjali uspesnost serumizacije z ugotavljanjem protiteles v ELISA (Dee, 2009; Stukelj

in Valencak, 2012).

Na farmi 4 smo pred izvedbo serumizacije dokazali protitelesa pri 98,6 % plemenskih prasicev.
Dva meseca po serumizaciji smo ugotovili podoben odstotek pozitivnih prasicev v ELISA. Po
izkus$njah iz $tudije bi bilo bolj smiselno najprej ugotoviti seroloski profil v plemenski ¢redi in
Sele nato opraviti serumizacijo. Primerjava S/P vrednosti pri posameznih prasi¢ih je pokazala,
da smo s serumizacijo dosegli pricakovani u¢inek predvsem pri prasicih, ki so pred serumizacijo
v ELISA reagirali nizko pozitivno in pozitivno (graf 9, graf 10). Sest mescev po serumizaciji
se je zmanjsal odstotek visoko pozitivnih plemenskih praSic¢ev, kar smo pri¢akovali, ker
koli¢ina protiteles upade, ¢e virus ne krozi ve¢. Sest mesecev po izvedeni serumizaciji v
plemenski ¢redi nismo dokazali na virus PRRS pozitivnih prasicev, kar je v skladu z rezultati
ELISA. Sest mesecev je obdobje, ki je potrebno za vzpostavitev stabilne plemenske ¢rede

(Torremorell in Christianson, 2002; Dee, 2003; Corzo in sod., 2010).

Enajst mesecev po serumizaciji nismo dokazali nukleinske kisline virusa PRRS pri tekacih in

pitancih, to je pri prasicih, starih 8 in 14 tednov, virus pa smo dokazali 13 mesecev po
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serumizaciji pri 6 in 10-tedenskih tekacih. Pri ponovnem pregledu nacina vzorcenja, ki smo ga
izvajali na farmi 4, smo ugotovili, da bi bilo potrebno 6 mesecev po serumizaciji preiskati tudi
kategorijo tekacev in pitancev. Enajst mesecev po serumizaciji pa bi bilo treba odvzeti vzorce
tekaGem in pitancem, starih 6, 8, 10, 12 in 14 tednov. Po vsej verjetnosti se je virus PRRS na

farmi 4 ves Cas ohranjal pri tekacih in pitancih.

S primerjavo nukleotidnega zaporedja stirih virusov PRRS, dokazanih v letih 2009, 2010 in
2011 na farmi 4, smo pri njih ugotovili od 98,4 do 100 odstotkov identi¢nih nukleotidov, kar

potrjuje domnevo, da je v Casu Studije na farmi 4 ves Cas krozil isti sev virusa.

Rejec se je v zacetku Studije obvezal, da bo izvajal predpisane biovarnostne ukrepe na farmi 4,
vendar smo ze 2 meseca po serumizaciji opazili, da ve¢ine dogovorjenih ukrepov ni izvajal.
Zato smo tega rejca ponovno opozorili, da so ukrepi bistveni, &e Zelimo virus eliminirati. Sest
mesecev po serumizaciji ni izvajal dvojne zapore, posameznih kategorij prasi¢ev ni imel v
lo¢enih prostorih, delavci se niso preobladili in preobuvali in na farmi niso izvajali sistema reje
»all in/all out«. Nase ugotovitve so skladne z ugotovitvami drugih avtorjev, da brez
biovarnostnih ukrepov in zapore reje eliminacija ni mozna (Torremorell in Christianson, 2002;
Otake in sod., 2010; Pitkin in sod., 2011). Eliminacija PRRS na farmi 4, kljub serumizaciji ni

uspela, ker rejec ni izvedel potrebnih biovarnostnih ukrepov.

Farma 5 je imela od vseh rej v Studiji najvecje Stevilo plemenskih prasicev. Na farmi smo pred
izvedbo serumizacije ugotovili 92,7 odstotkov pozitivnih prasicev, od tega jih je po nasi
razdelitvi v ELISA reagiralo 26,2 % visoko pozitivno, 46,8 % pozitivno in 17,7 % nizko
pozitivno. Rejec je ob zacetku Studije zacel izvajati dvojno zaporo. Pred serumizacijo smo
ugotovili 6,7 % plemenskih prasicev brez protiteles proti virusu PRRS. S 1. serumizacijo smo
dosegli povisanje odstotka visoko pozitivnih plemenskih prasicev, prav tako pa se je zmanjsal
odstotek negativnih prasi¢ev. Pred izvedbo II. serumizacije smo v reji ugotovili virus genetsko
podoben tistemu, ki smo ga uporabili za I. serumizacijo. Vendar smo obenem domnevali, da je
Slo za vnos novega virusa od zunaj. Zaradi 6 negativnih plemenskih prasi¢ev in ugotovitve
novega virusa smo Vv reji izvedli Il. serumizacijo. Obe serumizaciji sta imeli v reji pozitiven
ucinek, saj smo pri vecini negativnih prasi¢ev, nizko pozitivnih in pozitivnih plemenskih

prasic¢ev ugotovili poviSanje vrednost S/P po izvedeni serumizaciji (graf 14, 15, 16).
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Ker smo po 1. serumizaciji v reji dokazali novo genetsko razliico virusa PRRS, smo rejca
natancneje izprasali o izvajanju biovarnostnih ukrepov na farmi. Ugotovili smo, da je rejec Ze
3 mesece po |. serumizaciji pripeljal v plemensko ¢redo nadomestne mladice, kar se je kasneje
ponovilo Se nekajkrat. Tako je izvajal dvojno zaporo reje samo tri mesece, iz spremljanja
identitete zivali preko identifikacijskih Stevilk prasicev smo rejcu dokazali krSitev dvojne
zapore. Ceprav je imela farma 5 kategorije prasicev loene po prostorih, se delavci, ki so
oskrbovali praSiCe, niso preoblacili in preobuvali prav tako se rejec ni odlocil za izvajanje
sistema »all in/all out«. Na farmi prav tako niso imeli bolnih prasi¢ev v lodenem prostoru. Zal
nam rejca ni uspelo prepricati o pomenu posameznih biovarnostnih ukrepov, in zato v reji nismo

dosegli zastavljenega cilja eliminacije PRRS s farme.

Na osnovi podatkov laboratorijskih preiskav v ¢asu $tudije lahko domnevamo, da smo za¢asno
zaustavili kroZenje virusa v plemenski ¢redi, vendar testiranja, ki smo jih opravili z metodo RT-
PCR na vzorcih tekacev in pitancev, kazejo, da se je virus ves Cas zadrZeval na farmi. Dodatno
potrditev, da nismo zaustavili kroZenja virusa v reji, smo dobili z rezultati ELISA 13 in 17
mesecev po 1. serumizaciji, ko smo ugotovili, da je ve¢ kot polovica pregledanih tekacev bodisi
pozitivna bodisi visoko pozitivna. Po vsej verjetnosti se je virus ob¢asno vnesel v plemensko
¢redo, Ceprav tega s testiranjem vzorcev z metodo RT-PCR nismo dokazali. Naso domnevo
potrjujejo tudi ugotovitve zviSanja vrednosti S/P pri posameznih prasi¢ih 6 in 10 mesecev po
serumizaciji (graf 15, 16, 17). Pri naslednjem odvzemu 3 mesece po serumizaciji smo namre¢
pri¢akovali dvig S/P vrednosti, po 6 mesecih pa upadanje vrednosti S/P (Dee, 2003;

Torremorell in Christianson, 2002; Corzo in sod., 2010).

Primerjava 15 pozitivnih vzorcev, odvzetih med leti 2010 in 2012, katerim smo dolocili
nukleotidno zaporedje, je pokazala prisotnost dveh genetskih skupin virusa na farmi 5. 1z
primerjave odstotkov identi¢nosti nukleotidnih zaporedij v regiji ORF 7 lahko sklepamo, da gre
za zelo podobna seva virusa PRRS, vendar se je na filogenetskem drevesu jasno pokazalo, da
virusa izhajata iz dveh razli¢nih virov. Da bi dobili zanesljive podatke o Stevilu sevov v reji, je
treba na posameznih farmah preiskati vecje stevilo pozitivnih vzorcev. To potrjujejo tudi nasi
rezultati, saj smo z doloCitvijo in primerjavo nukleotidnih zaporedij v 15 pozitivnih vzorcih
dokazali, da sta na farmi populaciji dveh razli¢nih virusov, ¢eprav ob posameznih vzoréenjih
nismo ugotavljali obeh. 1z primerjave nukleotidnih zaporedij smo ugotovili tudi zamenjavo

posameznih nukleotidov, ki v dolo¢enem obdobju nastajajo znotraj iste farme in imajo za
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posledico prenos nove genetske informacije v naslednjo virusno generacijo. To potrjuje tudi
razvrstitev posameznih pozitivnih vzorcev na filogenetskem drevesu, kjer je razvidno, da so
najstarejsi vzorci razporejeni najblize razcepiscu drevesa, najmlajsi pa so od razcepisca najbolj

oddaljeni (slika 19).

Kljub dvakratni serumizaciji nismo eliminirali virusa PRRS, ker na farmi 5 niso izvedli niti

minimalnih biovarnostnih ukrepov, ki naj bi zaustavili krozZenje virusa.

Na farmi 6 smo pred serumizacijo ugotovili 24 % visoko pozitivnih plemenskih prasicev, 48 %
pozitivnih, 20 % nizko pozitivnih ter 8 % negativnih. Pred izvedbo serumizacije je bilo v
plemenski ¢redi 50 prasi¢ev, vendar je rejec potem dodal Se 12 mladic zaradi kasnejSe zapore
reje. TakSen nacin dodajanja z namenom, da bi preprecili ekonomsko izgubo zaradi manjsega
Stevila pujskov, Ki je posledica naravnega remonta plemenskih svinj, omenjajo tudi drugi avtorji
(Morrison, 2012). Z zac¢etkom Studije je rejec takoj uvedel predpisane biovarnostne ukrepe in
v Casu spremljanja reje nismo ugotavljali bistvenih odstopanj od njih. V farmi smo izvedli
serumizacijo pri vseh 62 plemenskih prasi¢ih, vklju¢no z 12 mladicami. Ucinkovitost
serumizacije smo potrdili z vzorenjem tri mesece kasneje, ko smo ugotovili poviSanje odstotka
visoko pozitivnih prasicev (graf 19). Pri primerjavi vrednosti S/P posameznih prasi¢ev smo
ugotovili podoben odziv po serumizaciji, kot smo ga opisali pri farmi 5. Prav tako smo na farmi
5 ugotavljali posamezne zivali, pri katerih se je vrednost S/P nepri¢akovano zvisala 6 in 9
mesecev po serumizaciji (graf 20, 21, 22), kar lahko pomeni, da so se nekateri prasi¢i v
plemenski ¢redi po padcu zailitnega titra protiteles ponovno okuzili. Sest mesecev po
serumizaciji smo v plemenski ¢redi ugotovili upadanje odstotka visoko pozitivnih in pozitivnih
prasicev, kar je v skladu s pri€akovanji, ¢e v reji ne krozi virus. Devet mesecev po izvedbi
serumizacije se je zviSal odstotek pozitivnih z 30,8 na 44,2, C¢esar nismo pri¢akovali. Pri
natan¢nejsi analizi individualnih vzorcev smo ugotovili poviSanje vrednosti S/P pri treh
plemenskih prasi¢ih, kar je posledica okuzbe z virusom PRRS v obdobju med 6. in 9. mesecem
po serumizaciji. Kljub temu ne pri 6. niti pri 9. mesecih po serumizaciji v plemenski ¢redi nismo
dokazali virusa PRRS. V istem obdobju pa smo ga dokazali pri 10 in 12 tednov starih prasicih.
Zaradi ohranjanja virusa PRRS v kategoriji tekacev in pitancev smo rejcu predlagali delno
depopulacijo, za katero pa se ni odlo¢il. Delna depopulacija se je namre¢ pokazala kot uspeSen
dodatni ukrep pri eliminaciji PRRS ob predpostavki, da rejec izvaja biovarnostne ukrepe (Dee

in sod., 1993; Torremorrel in Christinanson, 2002; Zimmerman in sod., 2012). Ceprav je rejec
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izvajal sistem reje »all in/all out« ter redno ¢istil in razkuzeval prostore, smo pri tekacih in

pitancih ugotavljali virus PRRS, razen pri vzoréenju 12 mesecev po serumizaciji.

Primerjava rezultatov ELISA v vzorcih tekacev in pitancev v starosti 6 do 14 tednov, ki smo
jih odvzeli 9 in 12 mesecev po serumizaciji, kaze na to, da virus Vv tej kategoriji ne krozi ve¢
(tabela 23). To potrjujejo tudi rezultati vrednosti S/P 12 mesecev po serumizaciji, saj smo edine
4 pozitivne pitance ugotovili v starostni skupini 14 tednov (najstarejsi vzorceni pitanci), visoko
pozitivnih praSi¢ev pa nismo ugotovili. Za rejo 6 obstaja velika verjetnost, da potrdimo
eliminacijo PRRS ob vzor¢enju 15 mesecev po serumizaciji. Za kontrolo uspesnosti eliminacije
PRRS je potrebno odvzeti vzorce vsem prasi¢em v plemenski ¢redi, tekacem in pitancem v

starosti 6, 8, 10, 12, in 14 tednov pa tudi pitancem pred zakolom.

Natanc¢no izvajanje biovarnostnih ukrepov na farmi 6 se je pokazalo tudi z uspesno eliminacijo
PRRS iz okuzene farme. Rejec je na farmi uvedel nekaj bistvenih sprememb, ki so pomembne
za zaustavitev krozenja virusa na farmi. Z dvojno zaporo je namre¢ preprec¢il nenadzorovano
dodajanje pozitivnih prasi¢ev v plemensko ¢redo, prav tako pa je za obdobje najmanj 12
mesecev prepreéil vnos novega seva virusa PRRS na farmo. Ceprav je najblizja okuZena farma
v neposredni blizini (300 m) in je v naselju Se 24 prasi¢jih farm, novega seva virusa PRRS v
spremljanem obdobju na farmi 6 nismo ugotovili. V tem primeru bo tezko ohraniti farmo
negativno daljSe obdobje, saj obstaja nevarnost vnosa virusa PRRS iz okoliskih farm. V
nekaterih drzavah se v podobnih primerih odlo¢ajo za namestitev filtrov hepa v vse

prezracevalne sisteme, da bi preprecili aerogeni prenos (Otake in sod., 2010; Zimmerman in

sod., 2012).

V Sloveniji smo v pozitivnih rejah ugotavljali viruse PRRS genotipa 1, ki so uvrsceni v 14
razlicnih genetskih skupin virusa PRRS. Vecina ugotovljenih sevov se razlikuje od
referencnega seva Lelystad (Toplak in sod., 2010; Toplak in sod., 2012a). Registrirane vakcine
v Sloveniji vsebujejo sev Lelystad. Glede na veliko genetsko raznolikost sevov, ki smo jih
ugotovili na vseh treh farmah, je odlocitev za serumizacijo obetala dobro moznost, da bi dosegli

homologno zas¢ito (Lager in sod., 1999; Murtaugh in Gezow, 2011; Diaz in sod., 2012a).

Inokulumov, ki smo jih uporabili za serumizacijo, nismo titrirali, saj smo na podlagi podatkov
iz literature sklepali, da bo koli¢ina virusa zadostna za razvoj imunosti, ¢e infektivna doza znaSa

od 7 do 247 zivih virusnih delcev na prasica (Pugh in sod., 2006). Nekateri avtorji navajajo, da
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lahko intramuskularna inokulacija Zivega virusa privede do akutnih izbruhov PRRS in
posledi¢no do abortusov ter Stevilnih poginov sesnih pujskov in tekacev (Bruner, 2007;
Opriessnig in sod., 2007). Na farmah, kjer smo izvedli serumizacijo, takSnih primerov nismo
opazili. Vsekakor pa se je treba zavedati, da skupaj z inokulumom lahko prenasamo tudi druge

patogene mikrobe, ki so na farmi (Opriessnig in sod., 2007; Corzo in sod., 2010).
5.3 ELIMINACIJA PRRS Z VAKCINACIJO

Pri zasnovi naloge smo postavili hipotezo, da je eliminacija PRRS z vakcinacijo mogoca le v
tistih rejah, v katerih krozi sev virusa PRRS, ki je soroden z vakcinalnim virusom. Kot izhodisc¢e
za potrditev te hipoteze smo nameravali v raziskavo vkljuciti tudi pozitivne farme, v katerih
krozi virus, soroden virusu PRRS Lelystad. Pri iskanju primernih farm smo naleteli na tezavo,
da je taksnih farm zelo malo. Po podatkih, ki so jih objavili Toplak in sodelavci (2012b) v Studiji
o dokazovanju razli¢nih genetskih skupin z molekularnimi metodami v letih 2009 - 2011, je v
Sloveniji okrog 5 % pozitivnih rej, v katerih je vakcinalnemu sevu soroden virus. V Sloveniji
smo od leta 2009 do 2013 ugotovili in tipizirali viruse PRRS v skupno 111 pozitivnih rejah, le
v 7 rejah pa so ugotovili virusu Lelystad soroden sev (arhiv Instituta za mikrobiologijo in
parazitologijo, Veterinarske fakultete). Zato ni bilo mogoce naSe hipoteze niti potrditi niti
ovre¢i. Ker pa Stevilni rejci v Sloveniji uporabljajo vakcinacijo, da bi zmanjsali ekonomske
Skode po okuzbi, smo izbrali tri reje, katerih lastniki so se odlocili za vakcinacijo in se tudi
obvezali, da bodo uvedli predpisane biovarnostne ukrepe in nam dovolili vzoréenje v ¢asu
Studije. V treh izbranih rejah, v katerih smo izvedli vakcinacijo, smo Zeleli pridobiti dodatne
podatke o dejanskem dogajanju v reji in pridobiti prakticne izkusnje, ki bi nam pomagale pri
odloc¢itvah ali naj se izvede vakcinacija v pozitivni reji ali ne. Prav tako smo Zeleli oceniti, ali
vakcinacija prispeva k eliminaciji PRRS s pozitivne farme, Ce rejec izvaja potrebne

biovarnostne ukrepe.

Vakcinacijo smo izvedli na treh farmah, ki so imele 15, 20 in 30 plemenskih prasic¢ev. Na vseh
treh farmah smo vakcinirali le prasi¢e v plemenski ¢redi. Z vakcinacinacijo naj bi namreé
spodbudili dobro zas¢ito pred okuzbo z virusom PRRS, ki naj bi se s kolostralnimi protitelesi
prenesla tudi na pujske. Nekateri avtorji sicer navajajo, da zive, oslabljene vakcine proti PRRS
(ne glede na genotip) spodbujajo razmeroma slab humoralni in celi¢ni imunski odziv (Corzo in

sod., 2010). To so potrdili tudi Martelli in sodelavci (2009)v Studiji, v kateri so z Zivo oslabljeno
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vakcino cepili 20 prasicev. Pri vseh cepljenih zivalih so ugotovili protitelesa proti virusu PRRS,

vrednosti S/P pa so 28 dni po vakcinaciji znasale od 0,5 do 1.

Na farmi 7 smo tik pred vakcinacijo odvzeli kri celotni plemenski ¢redi in ugotovili 90 % visoko
pozitivnih plemenskih prasi¢ev in 10 % pozitivnih. Spri¢o omenjenega stanja na farmi seveda
ni bilo pricakovati, da bi lahko nasa vakcinacija sprozila pri zivalih v poskusu upostevanja
vreden dodatni protitelesni imunski odziv. To potrjujejo tudi rezultati ELISA na farmi 7 dva
meseca po |. vakcinaciji in dva meseca po Il. vakcinaciji. Ob rezultatih dokazovanja specifi¢nih
protiteles se pojavlja dvom, ali je vakcinacija v rejah, kjer poprej ne preverimo imunskega
statusa prasicev, ki jih zelimo vakcinirati, sploh smiselna. Pri vzoréenjih 2, 5 in 10 mesecev po
II. vakcinaciji smo ugotavljali postopno znizevanje odstotka visoko pozitivnih prasicev v
plemenski ¢redi, kar je kazalo na to, da v plemenski ¢redi virus PRRS ne krozi vec. Pri
vzorcenju 14 mesecev po drugi vakcinaciji se je odstotek visoko pozitivnih prasicev zviSal na
90, kar je dokaz, da je v obdobju med 10. in 14. mesecem po Il. vakcinaciji virus PRRS ponovno
zakrozil v plemenski ¢redi. Stirinajst mesecev po vakcinaciji smo ugotovili podoben seroloski
profil kot pred 1. vakcinacijo. Pred vakcinacijo v reji 7 nismo vzor¢ili pri kategorijah tekacev
in pitancev v starosti od 6 do 14 tednov, ker po izku$njah z drugih farm virus v pozitivni reji
lahko potrdimo z metodo RT-PCR. Vzoréenja v teh kategorijah nismo opravili tudi pri
naslednjih odvzemih, zato lahko le domnevamo, da se je virus na farmi 7 ves Cas ohranjal in se
po padcu imunosti v plemenski ¢redi ponovno vnesel vanjo. Pomanjkljivost vzorcenja, ki smo
ga opravili 10 mesecev po Il. vakcinaciji, pa je v tem, da smo jemali vzorce samo pri 12- in 14-
tedenskih pitancih, ne pa tudi pri 6-, 8-, in 10-tedenskih tekacih. Prav tako nam manjka podatek
o tipu virusa, ki je krozil v reji 14 mesecev po Il. vakcinaciji, ker nismo odvzeli vzorcev pri
tekacih in pitancih. Kljub temu, da na farmi nismo ugotavljali tipa virusa PRRS, lahko iz
geografske lokacije farme 7 in ostalih farm v $tudiji sklepamo, da je bil v reji virus, soroden
tistim, ki smo jih ugotavljali na farmah 1, 2, 4, 5, 8 9. Iz rezultatov Studije lahko z veliko
gotovostjo domnevamo, da vakcinalni virus ni bil genetsko soroden (homologen) s farmskim
sevom virusa. Vakcinacija se v primeru okuzbe reje s heterolognim sevom Steje le kot »pomoc
pri zmanjSevanju« izrazitosti bolezenskih znamenj (Dee, 2003) in zmanjSevanju skod zaradi
okuZzbe v pozitivni reji. V nasi $tudiji nismo spremljali niti kliniénih znamenj niti proizvodnih

rezultatov, da bi lahko potrdili izboljSanje enega ali drugega parametra.
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Ob pricetku Studije se je rejec obvezal, da bo uvedel biovarnostne ukrepe, da bi lahko eliminirali
virus iz reje. Ze pri naslednjem obisku smo ugotovili, da rejec glede biovarnosti ni ukrenil
ni¢esar. Se 2 meseca po 1l. vakcinaciji ni uvedel dvojne zapore reje in je $e vedno semenil z
nepreverjenim semenom. Po nasem opozorilu je uporabljal izkljuno negativho seme iz
osemenjevalnega sredisca prostega PRRS, vendar ni izvedel nekaterih klju¢nih biovarnostnih
ukrepov. Ni namre¢ lo¢il kategorij po prostorih, ni uvedel preoblacenja in preobuvanja in ni
izvajal sistema all in all out, boks za bolne zivali je uredil Sele 5 mesecev po drugi vakcinaciji.
Pomanijkljivo izvajanje ukrepov je po vsej verjetnosti razlog, da virusa nismo eliminirali in da

je ta ponovno zakrozil v reji 14 mescev po II. vakcinaciji. Poleg tega je bila farma v blizini

eyee

Podobno kot na farmi 7 smo pred vakcinacijo tudi na farmi 8 ugotovili 60 % visoko pozitivnih
plemenskih prasic¢ev ter 40 % pozitivnih. Vakcinacijo smo izvedli le enkrat z zivo oslabljeno
vakcino. Mesec dni po vakcinaciji bi po podatkih iz literature pri¢akovali porast vrednosti S/P
(Martelli in sod., 2009), vendar je bil zaradi visokega odstotka pozitivnih plemenskih prasi¢ev
ze pred vakcinacijo ta porast zanemarljiv, kar je primerljivo z rezultati po vakcinaciji na farmi
7. Z rezultati dokazovanja protiteles pri plemenskih prasicih 2 in 6 mesecev po vakcinaciji lahko
spremljamo trend zniZevanja Stevila visoko pozitivnih prasicev, kar je pozitiven znak, da virus
ne krozi v plemenski ¢redi. Vendar smo 10 mesecev po vakcinaciji ugotovili 60 % visoko
pozitivnih plemenskih prasicev, kar dokazuje, da je virus ponovno v plemenski ¢redi. Prisotnost
virusa pri tekaéih in pitancih smo z metodo RT-PCR dokazali 10 mesecev po vakcinaciji, prav
tako smo pri vecini pitancev ugotovili visoke vrednosti S/P. Po vsej verjetnosti se je virus iz
kategorije pitancev prenesel v plemensko ¢redo podobno, kot na nekaterih drugih farmah iz
nase Studije. Tako kot na farmi 7 je pomanjkljivo vzorcenje imelo za posledico, da nismo mogli
natanéno pojasniti trenutnega poteka bolezni na farmi. Sest mesecev po vakcinaciji smo
dokazali virusno nukleinsko kislino pri 6-, 8-, 12- in 14-tedenskih prasi¢ih. Rezultati dolo¢anja
nukleotidnega zaporedja so pokazali 89,5-odstotno identi¢nost nukleotidov med farmskim
sevom virusa PRRS in vakcinalnim sevom Lelystad. Iz literature povzemamo trditev, da je
zaSc¢ita s homolognim sevom najboljsa (Lager in sod., 1999; Murtaug in Genzow, 2011), do
neke mere pa obstaja tudi navzkriZzna zas¢ita med heterolognimi sevi virusa (Murtaugh in sod.,

2010; Murtaugh in Gezow, 2011; Murtaugh, 2012). Delna navzkrizna zascita po vakcinaciji je
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lahko tudi razlog za kratkotrajno (navadno do 3 mesece trajajoce) izboljSanje, ki ga opisujejo

po vakcinaciji na farmi (Corzo in sod., 2010).

Rejec je vse od zacetka Studije do 6 mesecev po vakcinaciji izvajal dvojno zapore reje, nato pa
je zamenjal 2 plemenski svinji z nadomestnima mladicama iz lastne reje. Ves Cas naSe raziskave
je semenil s preverjeno negativnim semenom iz osemenjevalnega srediS¢a prostega PRRS.
Sprva na farmi niso imeli kategorij lo¢enih med seboj, nato pa so 6 mescev po vakcinaciji uredili
prostore tako, da so kategorije locili s pregradnimi stenami. Kljub temu ugotavljamo, da rejec
ni pravocasno izvedel vseh predpisanih biovarnostnih ukrepov, kar je prispevalo k temu, da

cilja eliminacije PRRS na farmi 8 nismo dosegli.

Na farmi 9 lahko iz rezultatov preiskav pozitivnih prasSi¢ev na protitelesa pred vakcinacijo
razberemo, da smo nase delo zacenjali iz drugacnega izhodisca, kot na farmah 7 in 8. Res pa
je, da smo pred izvedbo vakcinacije vzor¢ili le pri tretjini plemenske érede. Ugotovili smo 20
% pozitivnih, 30 % nizko pozitivnih in 50 % negativnih plemenskih prasi¢ev. Vakcinacijo smo
z zivo oslabelo vakcino izvedli enkrat. Dva meseca po vakcinaciji lahko iz povisanega odstotka
pozitivih pragi¢ev sklepamo 0 uspesnosti vakcinacije. Ceprav rezultati dokazovanja protiteles
v plemenski ¢redi 5 mesecev po vakcinaciji nakazujejo, da se stanje izboljSuje glede na rezultate
2 meseca po vakcinaciji, pa je ugotovitev virusa v plemenski ¢redi dokaz, da je vsaj med
nekaterimi plemenskimi prasici v tem ¢asu krozil virus. Bistveno se je namre¢ dvignilo Stevilo
visoko pozitivnih praSi¢ev 8 mesecev po vakcinaciji. Primer ugotovitve virusa PRRS v
plemenski ¢redi potrjuje nase domneve Vv zvezi z nekaterimi drugimi farmami, da virus na
okuzeni farmi vsake toliko Casa zakrozi v plemenski ¢redi. Negativni rezultat z metodo RT-
PCR nam pove, da virusa PRRS v ¢asu odvzema vzorcev ni bilo v vzorcu oziroma pri
pregledanem plemenskem prasicu. 1z tega lahko sklepamo, da je pregled plemenske crede z
metodo RT-PCR pomemben, vendar je za ugotavljanje prisotnosti virusa tehtnejsi pregled

tekacev in pitancev v starosti od 6 do 14 tednov.

Nekateri avtorji navajajo, da zaporedne vakcinacije plemenske ¢rede vsak mesec znatno zvisajo
odstotek pozitivnih prasi¢ev na protitelesa po vakcinaciji (Dee in Philips, 1998; Cano in sod.,
2007a). 1z rezultatov nase Studije na vecini farm ugotavljamo padanje vrednosti S/P tri mesece
po vakcinaciji ali serumizaciji. Iz rezultatov lahko sklepamo, da se kroZenje virusa ponovi, ¢e
ne izvajamo biovarnostnih ukrepov in se virus zadrzuje v kategorijah tekacev in pitancev. V

tem primeru ima stalna vakcinacija plemenske ¢rede svoj smisel, saj tako prepreujemo
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krozenje virusa v plemenski ¢redi. Seveda pa z vakcinacijo ne dosezemo eliminacije PRRS z
okuzene farme, kar dokazujejo tudi izkusnje Stevilnih farm v Sloveniji, kjer izvajajo vakcinacijo

ze vel let.

Dva seva virusa PRRS, ki smo ju ugotovili na farmi 9 v letu 2011 in 2012, sta skoraj identi¢na,
kar potrjuje, da se je isti sev virusa PRRS ves ¢as Studije ohranjal na tej farmi. Primerjava 258
nukleotidov regije ORF 7 z referen¢nim sevom Lelystad je pokazala ujemanje v samo v 88,0
do 89,1 %. To potrjuje, da farmski sev ni zelo soroden z virusom PRRS, ki je v vakcini, kar $e
dodatno pojasnjuje, zakaj ima vakcinacija omejen pomen pri eliminaciji PRRS iz okuzene reje
(Bassaganya-Rier in sod., 2004; Martelli in sod., 2007; Martelli in sod., 2009; Murtaugh in
Genzow, 2011).

Rejec je vecino predpisanih biovarnostnih ukrepov izvajal v omejenem obsegu in s ¢asovno
zakasnitvijo. Zaporo reje je uvedel Sele, ko smo v plemenski ¢redi dokazali krozenje virusa 5
mesecev po vakcinaciji. V prihodnje rejec nima veliko moznosti, da bi dosegel eliminacijo
PRRS, ¢e ne bo izvedel na farmi nekaterih bistvenih sprememb (uporaba preverjeno

negativnega semena, »all in/all out«, loen prostor za bolne prasice, izvajanje dvojne zapore).

5.4 SPLOSNE UGOTOVITVE

Podatki o eliminaciji in eradikaciji PRRS iz okuzZenih rej so dostopni predvsem z obmocja
Severne Amerike. Iz evropskega prostora pa je znanstvenih objav, ki bi obravnavale to
tematiko, zelo malo. Zaradi tega smo se pri na¢rtovanju nase Studije zgledovali predvsem po
vzorih iz ZDA in Kanade. Celoten koncept eliminacije temelji na uvedbi biovarnostnih ukrepov
in zaustavitvi krozenja virusa v plemenski ¢redi (Dee in sod., 2003; Corzo in sod., 2010;
Zimmerman in sod., 2012). Po tem nacelu smo v zaéetku Studije obravnavali posamezne reje,
v katerih smo Zeleli doseci eliminacijo PRRS. Po prvih rezultatih neuspelih eliminacij PRRS iz
posameznih rej smo natanéneje proucili razlike med nac¢inom vzreje v severni Ameriki in pri
nas. Bistvena razlika je v tem, da so tam razli¢ne proizvodne faze na lo¢enih lokacijah. To
fizi¢no prepre¢uje prenos virusa PRRS med kategorijami prasi¢ev. Ce se na tak$ni farmi doseZe,
da virus v plemenski ¢redi ne krozi ve¢, to omogoci vzrejo negativnih tekacev in pitancev.
Seveda je to mogoce doseci, ¢e na farmi izvajajo sistem vzreje »all in/all out«. Za kontrolo
uspesnosti je najpomembnejSe vzorcenje v plemenski ¢redi. V nasi $tudiji nismo imeli niti ene
farme, ki bi ustrezala kategoriji farme z locenimi proizvodnimi fazami, nikjer niso redili

prasi¢ev razli¢nih kategorij v loCenih prostorih, prav tako jim na vecini farm ni uspelo
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vzpostaviti sistema »all in/all out«. Zaradi teh bistvenih razlik, ugotavljamo v nasi raziskavi, je
treba v naSih razmerah testirati vse kategorije prasSicev, da bi sproti spremljali uspesnost
ukrepov za eliminacijo.

Zaporedna vzorcenja Vv celotni plemenski ¢redi zahtevajo veliko dela in so draga, kljub temu
smo z naSo raziskavo Zzeleli ugotoviti, kaj se je dogajalo v celotni plemenski ¢redi med
posameznimi odvzemi vzorcev. To smo lahko opravili tudi zaradi sorazmerno majhnega Stevila
plemenskih prasic¢ev v rejah, ki smo jih zajeli v $tudijo. Seveda pa bi bilo v prihodnje smiselno
pri zaporednih vzoréenjih uporabiti statisticno dovolj velik vzorec, iz katerega bi z dolo¢eno
verjetnostjo sklepali, kaksno je stanje v reji (Cannon in Roe, 1982). Z zaporednim vzoréenjem
v plemenski ¢redi spremljamo seroloski profil celotne plemenske ¢rede, prav tako lahko s
primerjavo vrednosti S/P pri posameznih prasicih sklepamo, da je v plemenski ¢redi virus, ali
da gani. V smislu eliminacije PRRS S farme, ki ima vse kategorije na isti lokaciji, pa so podatki
seroloskega profila plemenske ¢rede pomanjkljivi, saj spremljamo le dogajanje v delu
populacije s farme. Z vzorcenjem pri tekacih in mlajsih pitancih v starosti od 6 do 14 tednov
dobimo podatke o prisotnosti virusa na farmi. V teh kategorijah se po padcu kolostralnih
protiteles virus PRRS zelo hitro Siri, zaradi nacina reje (kategorije praSi¢ev niso lo¢ene po
prostorih, ni sistema reje »all in/all out«, ni preoblacenja in preobuvanja, ni locenega prostora
za bolne Zzivali) pa se virus ohranja dalj$e obdobje, tudi neomejeno dolgo. V pozitivnih rejah, v
katerih smo jemali vzorce 6-, 8-, 10-, 12- in 14-tedenskim tekacem in pitancem, smo v veéini
primerov dokazali nukleinsko kislino virusa PRRS v eni ali v ve¢ skupinah. V nekaterih
primerih pa smo vzor¢ili zgolj v posameznih skupinah (npr. 5 pitancev starih 12 tednov in 5
pitancev starih 14 tednov) in virusne nukleinske kisline nismo dokazali, medtem ko so rezultati
dokazovanja protiteles pri istih kategorijah kazali na prisotnost virusa PRRS. Iz nase $tudije se
vidi, da je vsakokratno vzoréenje in pregled z metodo RT-PCR in z ELISA v vseh kategorij (6,
8, 10, 12 in 14 tednov starosti) koristno, ¢e Zelimo ugotoviti na farmi prisotnost virusa.
Naslednja pomembna skupina, ki bi jo v prihodnje pri vsakem vzor¢enju na farmi vkljucili
samo v seroloske preiskave, je kategorija pitancev pred klanjem. Pomen te kategorije pri
eliminaciji PRRS je v tem, da so bili prasi¢i na farmi najmanj 6 mescev. Ta kategorija namre¢
odseva stanje okuzbe, ki se je v tem Casu odvijala v kategorijah tekacev in mlajsih pitancev. V
Casu, ko virus PRRS krozi na farmi, lahko v kategoriji pitancev pred klanjem ugotovimo
protitelesa. Ko pa dosezemo eliminacijo PRRS iz reje, tudi protiteles v krvi pitancev pred

klanjem ne dokazemo ve¢. V naSi raziskavi nismo uporabili takoimenovanih "sentinel
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prasicev", s katerimi bi lahko pomembno zmanjsali stroske vzorCenja in testiranja. Z
vkljucitvijo "sentinel prasicev" v plemensko ¢redo ali/in v kategorijo mlajSih pitancev bi namre¢
ugotavljali virus PRRS na farmi. Ce v zaporednih vzoréenjih pri "sentinel pragi¢ih" ne bi
ugotovili specificnih protiteles, bi to dokazovalo, da se je krozenje virusa zaustavilo. V nasi
Studiji smo na vseh farmah odvzeli le vzorce krvi, nismo pa jemali drugih vrst vzorcev. V
zadnjih letih se uveljavljajo novi, neinvazivni naéini vzoréenja. Rezultati preiskav vzorcev,
zbranih na omenjen nacin, S0 primerljivi z rezultati preiskav vzorcev krvi. V prasicereji je vse
bolj pomembno jemanje sline prasi¢ev, ker je ta na¢in vzoréenja manj stresen. Vzorcenje sline
je primerno pri vseh kategorijah prasi¢ev, primerno je predvsem za odvzem skupinskih vzorcev.
Postopek je sorazmerno preprost, hiter in ga lahko brez teZzav izvajamo pogosto na isti farmi.
Vzorci sline so primerni tako za dokaz protiteles z ELISA kakor tudi za metodo RT-PCR
(Prickett in sod., 2008; Kittawornrat in sod., 2010; Ramirez in sod., 2012). Pri preiskavi sline
je potrebna dodatna validacija testov, da zagotovimo rezultate, primerljive z rezultati preiskav
krvnih vzorcev (Pricket in sod., 2010; Kittawornrat in sod., 2010; Chittick on sod., 2011;
Ramriez in sod., 2012).

Za dokazovanje specifi¢nih protiteles v vzorcih smo uporabili komercialni komplet ELISA, s
katerim lahko preko S/P vrednosti sklepamo o visini titra protiteles pri prasi¢u. Uporabljena
ELISA omogoca pregled velikega Stevila vzorcev, je preprost za izvedbo in hiter, je visoko
specificen in obcutljiv. ELISA, ki smo jo uporabili, je v primerjavi z drugimi komercialnimi
testi ELISA najboljsi v validacijah (Diaz in sod., 2012b). Prav tako pa so rezultati tega testa
primerljivi s potrditvenimi testi (npr. IPMA). Test omogoca dokazovanje specifi¢nih protiteles
proti virusom PRRS genotipa 1 in 2. Pri osnovi ocene vrednosti S/P smo prasi¢e v poskusu
razdelili v stiri skupine in sicer negativni prasi¢i (S/P pod 0,4), nizko pozitivni prasi¢i (S/P med
0,4 in 1), pozitivni prasi¢i (S/P med 1 in 2) in visoko pozitivni prasic¢i (S/P ve¢ kot 2). Ta
razdelitev se je pokazala za zelo uporabno pri primerjavi rezultatov ELISA med posameznimi
odvzemi, saj smo pozitivne rezultate v tem testu prikazali v treh skupinah. Tako smo lahko
dolo¢ili manjSe spremembe v reji in natanc¢neje spremljali uspeSnost poteka eliminacije PRRS.
S spremljanjem viSine vrednosti S/P pri posameznih zivalih smo lahko ocenili uspe$nost
serumizacije, prav tako pa smo iz poviSanja vrednosti S/P sklepali na obc¢asno krozenje virusa
v plemenski ¢redi. Uporabljena ELISA se je izkazal za pravilno izbiro, saj smo v Studiji dobili

vse potrebne podatke, ki smo jih potrebovali za oceno stanja na posamezni farmi.
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Z uporabljeno metodo RT-PCR smo dokazovali nukleinsko kislino virusa PRRS v serumskih
vzorcih. Uporabili smo komercialni komplet za izolacijo nukleinskih kislin in pomnoZevanje
izvedli v eni stopnji (angl. One-step RT-PCR). Metoda je dovolj ob¢utljiva, da omogoca
zdruzevanje serumskih vzorcev (pregled poolov). Pri preiskavah plemenskih prasi¢ev smo
zdruzevali 5 vzorcev v en pool in tako zmanjsali stroske. V primeru pozitivnega rezultata smo
vzorce testirali individualno. Uporabljena metoda ima sicer tudi nekatere pomanjkljivosti, na
primer obstaja moznost navzkriznih kontaminacij, potrebni so posebni prostori za izvedbo in
usposobljeni izvajalci, vendar se je v nasi Studiji pokazala kot primerna izbira za t0 Vvrsto
vzorcev. Z dolo¢anjem nukleotidnega zaporedja iz pozitivnih vzorcev z metodo RT-PCR smo
dobili vpogled v genetsko informacijo posameznih virusov, ki smo jih ugotovili na posameznih
farmah. Pri zaporednih ugotovitvah virusa na farmi smo tako lahko dokazali prisotnost novega
virusa in hkratno krozenje dveh zelo sorodnih virusov na farmi 5. Dolocanje nukleotidnega
zaporedja v vseh fazah eliminacije je pomembno orodje, s katerim lahko dokazujemo vnos
novega virusa na farmo ali ohranjanje domace razli¢ice virusa na njej. Seveda je za natan¢nejse
analize razvoja virusa, prenosov znotraj farme in med farmami potrebno uporabiti daljse odseke
virusnega genoma ali ve¢ razli¢nih odsekov, kar pa ni bil namen naSe Studije. Za potrebe
spremljanja genetske variante virusa PRRS na posamezni farmi se je metoda dolo¢anja
nukleotidnega zaporedja izkazala kot zelo uporabna, pomaga pa tudi razumevati dogajanja na
farmi. S to metodo smo na 6 farmah, ki smo jih vkljucili v Studijo, ugotovili razli¢ne seve virusa
PRRS, prav tako pa smo ugotovili neposredno povezavo med lokacijo farm in identi¢nostjo
nukleotidov na razli¢nih farmah. Ugotovljeni sevi se genetsko razlikujejo od vakcinalnega seva,
kar zmanj$uje u¢inkovitost uporabljenih vakcin na podro¢ju Slovenije. Nasi rezultati potrjujejo
predhodne ugotovitve v Studiji genetske heterogenosti virusov PRRS na obmocju Slovenije
(Toplak in sod., 2010).

V vecini rej smo opazali pomanjkljive biovarnostne ukrepe, ponekod pa pred zacetkom nase
raziskave teh sploh ni bilo. Kljub temu, da smo delali na razli¢nih farmah, smo na vseh na
zacetku uveljavili isti nabor biovarnostnih ukrepov in jih obenem dolo¢ili kot minimum, ki naj
bi skupaj z drugimi ukrepi vodil do eliminacije PRRS. V nadaljevanju Studije smo se srecavali
z razli¢nimi izvedbami potrebnih sprememb. Skoraj na vseh farmah smo v casu Studije
ugotavljali, da so pomanjkljivo uvajali in izvajali predpisane ukrepe. Klju¢na zahteva za
eliminacijo PRRS je v prvi vrsti vzpostavitev notranje biovarnosti. Med najpomembnejse

ukrepe v zvezi s tem spada tudi reja posameznih kategorij prasi¢ev v loc¢enih prostorih, kar
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fizi¢no preprecuje hitro Sirjenje virusa med kategorijami in omogoca izvedbo sistema »all in/all
out«. Ko sta izpolnjena ta dva pogoja, je smiselno preoblacenje in preobuvanje delavcev, ko
oskrbujejo razli¢ne kategorije prasi¢ev. Pomemben ukrep, ki prispeva k temu, da se zaustavi
kroZenje virusa, je tudi lo¢ena reja bolnih prasicev, se pravi, da je treba bolne prestaviti v lo¢en
prostor. Pri popravilu hlevov oziroma pri gradnji novih hlevov je treba misliti na te minimalne
zahteve, saj se tako lahko na farmah kmalu po okuzbi izboljsa stanje in uvede $e druge ukrepe.
Vecina farm, na katerih smo opravili raziskavo, ni zadostila tem osnovnim pogojem. Hlevi so
bili stari, popravljeni, tudi nepravilno nacrtovani, kar je seveda otezevalo uvedbo nekaterih prej
omenjenih ukrepov. Sele ko na farmi izpolnjujejo osnovne zahteve, je smiselno uvesti ukrep
dvojne zapore reje. V ve€ini rej, ki smo jih vkljuéili v $tudijo, nismo imeli izpolnjenih osnovnih
pogojev biovarnosti in smo kljub temu takoj zaceli z izvajanjem dvojne zapore reje. To je sicer
v naslednjih mesecih pripeljalo do zaustavitve krozenja virusa na farmah, Ki so izvajale tudi
vecéino predpisanih ukrepov, vendar smo v obdobju od 6 do 12 mesecev po uvedbi ukrepov
skoraj povsod ugotovili ponoven vnos virusa v plemensko ¢redo, kar nas je oddaljilo od cilja
eliminacije PRRS. Med predpisanimi biovarnostnimi ukrepi so prav tako pomembne Se
nekatere druge dejavnosti, kot so npr. ¢is¢enje, razkuzevanje, dezinsekcija, itn. Vendar smo na
vecini farm imeli vecje probleme s tem, da bi rejci na svoji farmi spremenili uteCen vzorec in
vzpostavili osnovne ukrepe, ki bi po naS§em mnenju pomembno prispevali k eliminaciji PRRS.
Ne smemo zanemariti tudi zunanjih biovarnostnih ukrepov, ki so prav tako pomembni, saj
preprecujejo vnos novega virusa PRRS na farmo. S poznavanjem izvajanja zunanjih
biovarnostnih ukrepov lahko ugotovimo, kako se je virus najverjetneje vnesel na farmo. Ta
podatek pa je nujen, ¢e hocemo v prihodnje prepreciti ponoven vnos in okuzbo reje. Z
eliminacijo virusa namre¢ doseZemo zaustavitev kroZenja virusa in zato postane po dolo¢enem

obdobju celotna populacija prasi¢ev povsem dovzetna za okuzbo z virusom PRRS.

Rejce smo ob pricetku Studije seznanili s tem kako nujno je izvajati biovarnostne ukrepe, ce
zelimo dose¢i eliminacijo bolezni iz farme. Prav tako smo rejcem vseh 9 farm razdelili
formularje, v katere naj bi zapisovali proizvodne rezultate. Ob obiskih rej smo nadzorovali
izvajanje biovarnostnih ukrepov in opozarjali na napake. Ugotovili smo, da se kljub opozorilom
vecina rejcev ni drzala predpisanih biovarnostnih zahtev in da na nobeni farmi niso izpolnjevali
formularjev za zapisovanje proizvodnih rezultatov. Biovarnostnih ukrepov so se drzali le na
farmah, kjer so rejci ugotovili, da farma, prosta PRRS, pomeni boljsi ekonomski uc¢inek. Z

vodenjem evidenc proizvodnih rezultatov bi rejce laze prepricali 0 pomembnosti izvajanja
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biovarnostnih ukrepov, saj bi konkretni podatki govorili temu v prid. Prav tako smo ugotovili,
da rejci ne zelijo javno posredovati proizvodnih podatkov kot tudi ne statusa reje. Javne
evidence zdravstvenih statusov bi omogocile rejcem, da kupujejo prasice iz rej prostih PRRS.
Vecino rejcev pred nakupom prasi¢ev tudi ne zanima njihov zdravstveni status in prasice takoj
prestavijo na svojo farmo. V Studiji smo na nekaterih farmah dosegli, da rejci pred nakupom
zahtevajo potrdilo o0 zdravstveni ustreznosti prasicev in kupujejo samo taksne, ki so prosti PRRS
in nekaterih drugih bolezni. Nato nakupljene prasi¢e premestijo v karanteno, ki traja vsaj 6
tednov, ter jih pred vhlevitvijo ponovno testirajo na prisotnost protiteles proti PRRS. Samo
taksen nacin dopolnjevanja ¢rede omogoca ohranjanje farme proste PRRS. V primeru, da je
farma pozitivna na PRRS, s tem nacinom prepre¢imo vnos novega seva virusa na farmo. Javne
evidence so tudi kljune za ohranjanje farme proste PRRS po uspesni eliminaciji PRRS. V
primeru, da smo uspeli eliminirati PRRS na farmi, ne vemo pa kaksen je status okoliskih farm,
lahko ob pomanjkljivem izvajanju biovarnostnih ukrepov vnesemo virus nazaj na farmo (Otake
in sod., 2011Morrison, 2012; Zimmerman in sod., 2012).

V Sloveniji imamo 3.888 gospodarstev z 1 do 20 plemenskih praSiev, temu sledi 231
gospodarstev z 21 do 50 plemenskih prasSic¢ev, nato je 46 gospodarstev z 51 do 100 plemenskih
prasiCev, 8 gospodarstev s 101 do 200 plemenskih prasicev, 2 gospodarstvi s 501 do 1000
plemenskih prasi¢ev in 3 gospodarstva, ki imajo ve¢ kot 1001 plemenskega prasi¢a (baza
VOLOS, Ministrstvo za kmetijstvo in okolje, UVHVVR, podatki iz dne 1.1.2012). Vecina

eyee

PRORY

je veéina manjsih farm v strnjenih naseljih, da so druga od druge oddaljene pogosto le nekaj
metrov in da njihov status glede PRRS in drugih bolezni ni znan. Vse nasteto torej kaze, da je
regionalno usmerjeno zatiranje in preprecevanje PRRS edina ustrezna pot. Nase ugotovitve
potrjujejo tudi podatki iz literature (Morrison, 2011b), ki govore tudi o tem, da je sanacija zgolj
posameznih farm zelo teZavna, saj se zdrave zivali v takSnem okolju lahko zelo hitro ponovno
okuzijo (Morrison, 2011b; Morrison, 2012; Zimmerman in sod., 2012). Morrison (2012)
navaja, da eliminacija ni smiselna, ¢e so na ozjem obmocju $e druge farme, ki se ne pridruzijo
programu, saj bi se farme, ki izvajajo programe eliminacije okuzile. V taksnih primerih je
pametno bolezen samo kontrolirati, saj v endemicni fazi ne povzroca vecje Skode in Se z

boleznijo da Ziveti (Kristensen, 2012).
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Morrison (2011) je izdelal okvir za regionalni pristop k eliminaciji bolezni, ki naj bi temeljil na
motiviranosti lastnikov farm za vecji dobicek pri reji prasicev. Osnova regionalnega pristopa
so javno dostopni podatki glede statusa posamezne reje ter izobrazevanje rejcev in veterinarjev.
V daljSem obdobju to pomaga izboljsati infrastrukturo, s tem pa tudi eliminacijo PRRS in
drugih infekcijskih bolezni. To seveda koristi zivalim in vec¢a dobi¢ek. Programe so pripravili
veéinoma na prostovoljni podlagi, zato se jih nikoli ne udelezijo vsi rejci. Vendar stoodstotni

uspeh ni odvisen od stoodstotne udelezbe (Duinhof in Dam, 2012).

V ZDA se je ob¢utno povecalo Stevilo regionalnih programov in sicer od enega na dvajset regij
v dveh letih. UspeSnost programa se je zvecala z namestitvijo filtrov na prezracevalne naprave
v zelo gosto naseljenih regijah. Dobri rezultati, kot nasledek uc¢inkovitih ukrepov za eliminacijo
PRRS, bi lahko vodili k novim regionalno vodenim programom za eliminacijo tudi drugih
patogenih mikrobov (Morrison, 2011b; Duinhof in Dam, 2012; Elvstroem, 2012).

Na podlagi podatkov iz raziskave o pojavnosti PRRS v Sloveniji (Toplak in sod., 2010) smo v letu
2011 pripravili regionalni program za izkoreninjenje PRRS, ki pa ni bil sprejet. Prva faza programa
naj bi bila podelitev statusa PRRS posameznim rejam, ki bi bila javna. V program bi zajeli le farme,
ki imajo plemenske praSice. Za podelitev statusa (negativna reja: status A, pozitivna reja: status B)
bi zadostovala seroloska preiskava vzorcev krvi 5 plemenskih svinj ter 5 pitancev. Ce protiteles
proti virusu PRRS ne bi dokazali, bi bilo treba za dokonéno potrditev negativnega statusa serolosko
preiskati vse plemenske prasice (ali 5-odstotna prevalenca bolezni ob 95-odstotni verjetnosti).
Odvzem za dokon¢no potrditev statusa bi opravili takoj po monitoringu, rejcem pa bi predpisali,
naj dosledno upostevajo biovarnostne ukrepe. Po tem pregledu bi dobila reja status A (reja prosta
PRRS) za obdobje 6 mesecev. Farme s statusom A bi morale ta status vzdrZzevati, in sicer s
seroloskim pregledom 5 plemenskih svinj in 5 pitancev ter vseh merjascev vsakih 6 mesecev. Poleg
tega pa bi morale farme z negativnim statusom kupovati prasi¢e samo iz rej z enakim statusom in
to preko karantene, ki naj bi trajala vsaj 6 tednov. Novi prasi¢i pa bi morali biti brez protiteles proti

PRRS.

Zadnje spremljanje pojavnosti PRRS v Sloveniji je bilo v letu 2010, ko smo v okviru letne Odredbe
pregledali vse merjasce na prisotnost protiteles proti virusu PRRS. Rezultati so bili primerljivi s
podatki iz omenjene Studije o pojavnosti PRRS v Sloveniji. Ugotovljena prevalenca protiteles v
obeh Studijah je znaSala priblizno 48 %. Trenutnega stanja glede PRRS v Sloveniji ne poznamo, saj

nad boleznijo ni nikakr$nega nadzora. 1z krvnih vzorcev ali kadavrov poginjenih prasicev, ki jih
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obc¢asno dobimo v preiskavo, smo ugotovili, da se pojavljajo vedno novi sevi virusa PRRS, kar
pri¢a o stalnem Sirjenju virusa v Sloveniji. Iz rezultatov naSe raziskave lahko sklenemo, da bi bil v
Sloveniji program za eliminacijo in eradikacijo bolezni nujno regionalno usmerjen, kar vkljucuje
dolocene dejavnosti, Ki jih navajajo tudi nekateri avtorji (Morrison, 2011b;Elvstroem, 2012; Mieli,
2012; Duinhof in Dam, 2012) in sicer: izobrazevanje rejcev in veterinarjev o poteku bolezni, 0
nacinih prenosa in 0 zunanjih in notranjih biovarnostnih ukrepih, pa tudi javno dostopne evidence

0 zdravstvenem stanju na farmah.

V okviru regionalnega programa pa je seveda treba vsako farmo obdelati posebej. Eliminacija
bolezni se mora zaceti z ugotovitvijo prevalence protiteles v plemenski ¢redi ter pri pitancih pred
klanjem. Prav tako je koristno individualno oznacevanje plemenskih prasicev, kar nam pomaga
spremljati u¢inkovitost metode eliminacije in nadzorovati izvajanje dvojne zapore reje. Na podlagi
rezultatov se je treba odlo¢iti za najprimernejSo metodo. Iz ugotovitev nase Studije, bi bila za vecino
nasih farm najprimernej$a metoda eliminacije z naravno prekuzitvijo z upostevanjem dvojne zapore
reje in vseh zunanjih in notranjih biovarnostnih ukrepov, saj ima vecina nasih farm majhno Stevilo
plemenskih svinj. Za nekatere farme, ki imajo ve¢ kot 100 plemenskih prasicev, bi priporo¢ili
serumizacijo, saj na ta nacin hitreje doseZzemo prekuzitev celotne plemenske ¢rede kot pa z naravno
prekuzitvijo. Ker se sevi virusa PRRS, ki krozijo v Sloveniji, v nekaterih nukleotidih razlikujejo od
vakcinalnega seva Lelystad v 3,9 % do 10,1 % (Toplak in sod., 2012) oziroma iz rezultatov nase
Studije v 6,6 % do 12,0 %, vakcinacija v smislu eliminacije bolezni na nasih farmah ne bi dala
zelenega ucinka. Po dolo¢itvi metode eliminacije PRRS je nujen veckraten zaporeden odvzem

vzorcev Krvi vseh kategorij in vodenje evidenc proizvodnih rezultatov.

V okviru $tudije nam je uspela prva izolacija virusa PRRS v Sloveniji na plju¢nih alveolarnih
makrofagih. Izolacija virusa je neposreden dokaz infektivnega virusa v vzorcu. Za izolacijo virusa
lahko uporabimo bodisi vzorce tkiv, kjer se virus dalj ¢asa ohranja, bodisi krvni serum (Wills in
sod., 2003). Sevi virusa PRRS, ki spadajo v genotip 1, se razmnozujejo na PAM (Benfield in sod.,
1992). Vsi sevi virusa, dokazani v nasi Studiji, so spadali v genotip 1. Tako sSmo za razmnozevanje
potrebovali PAM, odvzete prasicem, prostih specifiénih bolezni. Ker v Sloveniji ne vzrejamo
taksSnih prasi¢ev, smo makrofage dobili z Danske. Izolirali smo 15 virusov iz vzorcev seruma iz 3
rej. 1zolirane viruse smo razmnozili v stekleni¢kah za celi¢no kulturo. Titrirali smo tudi dva izolata
in dolo¢ili titra, ki sta bila 10>%%° TCIDsp in 10>!% TCIDso. Izolacija nam bo v bodo¢e omogogila

gojenje virusa PRRS, kar nam odpira stevilne dodatne moznosti v diagnostiki PRRS.
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6

SKLEPI

Izvajanje biovarnostnih ukrepov, opisanih v tej nalogi, je prvi pogoj za uspeh
eliminacije PRRS na okuzeni farmi.

Pred izvajanjem ukrepov je treba ugotoviti izhodiscno stanje ¢rede (seroloski profil
¢rede, dokaz virusa in dolocitev genotipa virusa PRRS) in se na podlagi rezultatov,
velikosti in tehnologije reje odlociti za najprimernejsi nac¢in eliminacije PRRS.

Za vrednotenje uspeSnosti eliminacije PRRS je treba na farmi odvzeti vzorce krvi
(serum) vsake 3 mesece. Vzorfenje mora zajemati plemenske prasice, kategorijo
tekaGev v starosti 6, 8, 10 tednov ter kategorijo pitancev v starosti 12 in 14 tednov in
pitance v starosti 6 mesecev (tik pred zakolom).

V §tudiji ugotavljamo pomanjkljivo ali nezadostno izvajanje biovarnostnih ukrepov
(dvojna zapora reje za vsaj 200 dni oziroma do preklica, uporaba preverjeno
negativnega semena, loCene kategorije po prostorih, preobladenje in preobuvanje
delavcev, sistem reje »all in/all out«, razkuzevalne bariere, locen prostor za bolne
prasice, deratizacija in dezinsekcija) na Sestih farmah, kjer eliminacije PRRS ni uspela.
Eliminacijo PRRS z naravno prekuzitvijo smo dosegli na farmi 1 in 2, kjer sta rejca
izvajala dogovorjene biovarnostne ukrepe. Na farmi 3 eliminacije nismo dosegli, ker
rejec taksnih ukrepov ni izvajal.

Eliminacije PRRS s serumizacijo na farmi 4 in 5 nismo dosegli, saj rejca nista izvajala
dogovorjenih biovarnostnin ukrepov. Na farmi 6 so izvajali vse dogovorjene
biovarnostne ukrepe in pri zadnjem vzorcenju nismo ve¢ dokazali virusne nukleinske
kisline, ne pri plemenskih pras$ic¢ih, ne pri tekacih in ne pri pitancih. Pri starejsih pitancih
pa smo Se vedno dokazovali protitelesa proti virusu PRRS v nizkih titrih. Pri¢akujemo
lahko, da jih pri starejSih pitancih pri naslednjem odvzemu ne bomo vec¢ ugotovili, kar
bo dokaz, da smo uspeli PRRS eliminirati.

Sekvencirani sevi virusa PRRS na farmi 8 in 9 imajo v regiji ORF 7 (primerjava
zaporedja 258 nukleotidov) samo od 88,0 do 89,5-odstotno genetsko sorodnost z
vakcinalnim sevom virusa. Na farmah niso izvajali vseh predpisanih biovarnostnih
ukrepov. Z vakcinacijo v treh rejah nismo dosegli eliminacije PRRS.

Z izvajanjem biovarnostnih ukrepov in natan¢nim spremljanjem okuZbe v reji bi lahko

7e z naravno prekuzitvijo dosegli eliminacijo PRRS.
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Postopkov eliminacije PRRS, ki so opisani pretezno v ameriski literaturi, zaradi razlik
v tehnologijah reje prasiCev in osveS¢enosti rejcev ni mogoce v celoti prenesti v
slovensko okolje.

Na farmo je treba vnasati le negativne praSice tako na protitelesa kot na virus PRRS,
zato je nujno pred nakupom zahtevati potrdilo, da je reja, ki prodaja prasice, brez PRRS.
Premestitev v rejo mora potekati vedno po izvedeni 6-tedenski karanteni.

Rejce bi bilo treba izobrazevati o osnovnih znacilnostih bolezni, o na¢inu prenosa
povzroditelja in ukrepanju zoper PRRS ter o nujnosti izvajanja zunanjih in notranjih
biovarnostnih ukrepov.

V delu so opisani rezultati prve eliminacije PRRS v Sloveniji.
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7 POVZETEK

PRVRRY

endemicCna bolezen v veCini drzav sveta, kjer se ukvarjajo z rejo prasicev. V Sloveniji smo v
letu 2010 ugotovili 44,8-odstotno prevalenco protiteles proti virusu PRRS in pojavljanje
velikega Stevila razli¢nih podtipov virusa PRRS. Zaradi velikih $kod, ki jih povzroca PRRS, je
treba izvajati razlicne ukrepe. Eliminacijo PRRS lahko dosezemo z naravno prekuzitvijo, s

serumizacijo ali z vakcinacijo skupaj z uvedbo biovarnostnih ukrepov na farmi.

Namen nase raziskave je bil oceniti uc¢inkovitost treh poglavitnih metod za eliminacijo PRRS

v

V Studijo smo vkljucili devet pozitivnih farm (oznake farm od 1 do 9) in skupno pregledali
1864 vzorcev z ELISA in 1106 z metodo reverzne transkripcije in verizne reakcije s polimerazo
(RT-PCR). Na farmah 1, 2 in 3 smo izvedli naravno prekuzitev, na farmah 4, 5 in 6 smo izvedli
serumizacijo, na farmah 7, 8 in 9 pa vakcinacijo. Za vse farme smo predpisali biovarnostne
ukrepe (dvojna zapora reje vsaj za 200 dni oziroma do preklica, po prostorih lo¢ene kategorije,
sistem reje »all in/all out«, preobladenje in preobuvanje delavcev, uporaba preverjeno
negativnega semena, razkuzevalne bariere, loCen prostor za bolne praSice, deratizacija in
dezinsekcija). Priblizno vsake 3 mesece smo farme obiskali in jih spremljali od 9 do 32
mesecev. Preiskali smo vzorce krvi praSi¢ev plemenske ¢rede, tekacev in pitancev z ELISA za
dokaz specifi¢nih protiteles proti virusu PRRS. Z RT-PCR pa smo dokazovali nukleinsko
kislino virusa PRRS. Pozitivnim vzorcem smo dolocili nukleotidna zaporedja in ugotavljali
sorodnost med posameznimi virusi PRRS iste farme, med virusi PRRS s posamezne farme in
referenénim sevom Lelystad ter sorodnost sevov PRRS med razlicnimi farmami. V

spremljanem obdobju smo belezili izvajanje predpisanih biovarnostnih ukrepov.

Na farmi 1 in 2 smo dosegli eliminacijo PRRS, saj sta rejca izvajala vse predpisane biovarnostne
ukrepe. Na farmi 3 so po treh mesecih opustili ve¢ino predpisanih ukrepov in PRRS nismo

eliminirali.

Za serumizacijo smo uporabili inokulum, pripravljen iz serumov tekacev, pozitivnih na virus
PRRS iste farme, kjer smo kasneje izvedli serumizacijo celotne plemenske ¢rede isti dan. Na

farmi 4 in 5 nismo dosegli eliminacije PRRS, na farmi 6 pa smo dokazali odsotnost virusne
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nukleinske kisline pri vseh kategorijah prasi¢ev dvanajst mesecev po serumizaciji. Na farmi 6
so izvajali vse predpisane biovarnostne ukrepe. Dvojne zapore reje niso izvajali niti na farmi 4
niti na farmi 5 in na obeh farmah niso izvajali sistema reje »all in/all out«. Na farmi 4 kategorije

prasicev niso bile loCene po prostorih.

Na farmi 7 in 8 smo izvedli vakcinacijo pri 100-odstotni prevalenci protiteles, medtem ko je
bila na farmi 9 prevalenca 50-odstotna. Eliminacije z vakcinacijo nismo dosegli na nobeni
farmi. Rezultati dolo¢anja nukleotidnega zaporedja so pokazali le 88,0 do 89,5-odstotno
identi¢nost nukleotidov med farmskimi sevi virusa PRRS in vakcinalnim sevom. Na farmah 7,

8 in 9 niso izvajali vseh predpisanih biovarnostnih ukrepov.

Glavne pomanjkljivosti nasih devetih farm so, da posamezne kategorije prasicev niso locene po
prostorih, zaradi Cesar je onemogoceno izvajanje sistema reje »all in/all out« in bolni prasici
niso v loenem prostoru in Se zato virus brez tezav prenasa med razlinimi kategorijami
prasicev na isti farmi. Nedosledno je tudi preoblacenje in preobuvanje delavcev. Na vecini farm
niso izvajali dvojne zapore, kar je nujen biovarnostni ukrep pri eliminaciji PRRS s pozitivne

farme.

Iz rezultatov naSe Studije lahko sklepamo, da je ob upoStevanju predpisanih biovarnostnih
ukrepov naravna prekuzitev u¢inkovita metoda za eliminacijo PRRS. Rezultati serumizacije pa
kaZejo po rezultatih serologije in RT-PCR ucinkovitost metode, kadar se upoStevajo predpisani

biovarnostni ukrepi. Vakcinacija se ni izkazala za uc¢inkovito metodo eliminacije PRRS.

Eliminacija PRRS je ob upoStevanju biovarnostnih ukrepov mozna kljub bliZini drugih
pozitivnih farm praSicev in kljub tehnologiji, kjer so vse proizvodne faze na isti lokaciji. Kljub
temu pa bi za Slovenijo priporocili regionalen program za eliminacijo PRRS zaradi goste

naseljenosti prasi¢ev na dolocenih obmoc;jih.

Za vsako farmo je nujen posamezen pristop k eliminaciji PRRS. Eliminacija se mora zaceti z
ugotovitvijo prevalence protiteles v plemenski ¢redi ter pitancev pred klanjem. 1z ugotovitev
naSe raziskave sledi, da bi bila za vecino slovenskih farm najprimernej$a metoda eliminacije z
naravno prekuzitvijo z upoStevanjem zunanjih in notranjih biovarnostnih ukrepov, saj ima
vecina nasih farm majhno Stevilo plemenskih svinj. Za spremljanje ucinkovitosti eliminacije

PRRS je potreben seroloski pregled (na tri mesece) plemenske crede, tekacev in pitancev. Z
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metodo RT-PCR na pozitivni farmi v kategoriji tekacev in pitancev v starosti 6, 8, 10, 12 in 14
tednov ugotovimo v vecini primerov prisotnost virusa PRRS. Dolo¢anje nukleotidnega
zaporedja je pomembno za ugotavljanje sorodnosti med farmskim sevom virusa ter vakcinalnim
sevom, prav tako pa je doloCanje nukleotidnega zaporedja pomembno v vseh fazah eliminacije,

saj tako lahko dokazujemo vnos novega virusa na farmo.

V okviru Studije smo uspesno izvedli prvo izolacijo virusa PRRS na primarni celi¢ni kulturi

pljucnih alveolarnih makrofagov v Sloveniji.



204 M. Stukelj: Eliminacija prasi¢jega reprodukcijskega in respiratornega sindroma. ..
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija




M. Stukelj: Eliminacija prasi¢jega reprodukcijskega in respiratornega sindroma. .. 205
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija

8 SUMMARY

Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is an endemic disease present in pig-
rearing countries worldwide; PRRS is also economically significant disease. The serological
prevalence of PRRS in Slovenia was 44.8% in 2010, and several subtypes of PRRS virus were
detected. The implementation of different measures is necessary after PRRS introduction to
farms because economic losses are high. Elimination of PRRS can be achieved in three ways:
natural exposure, serumization and vaccination in combination with implementation of

biosecurity measures on the farm.

In this study, we tried to evaluate three specific ways of eliminating PRRS with regard to

biosecurity measures on nine farms

Nine PRRS positive farms were included (Farm 1 to Farm 9). Altogether, 1864 sera were tested
with ELISA and 1106 by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). On Farms
1, 2 and 3, natural exposure was used; on Farms 4, 5 and 6, serumization was used; on Farms
7, 8 and 9, vaccinations were used. On all farms, biosecurity measures (double-herd closure for
at least 200 days or more if necessary, pig categories in separate rooms, all in/all out system,
changing of clothes and shoes before entering for all workers, disinfection barriers, separate
rooms for sick pigs, deratization and disinfection) were required. Farms were visited and
monitored to determine whether biosecurity measures were implemented every three months,
in periods of 9 to 32 months. Blood samples from breeding herds, weaners and fatteners were
tested with ELISA for specific antibodies against the PRRS virus and by RT-PCR for the
detection of the PRRS virus nucleic acid. Positive samples with RT-PCR were directly
sequenced and determined the genetic similarity between PRRS viruses from the same farm,
between different farms and their relation to reference Lelystad strain.

The elimination of PRRS was successful on Farms 1 and 2, following the implementation of all
required biosecurity measures. On Farm 3, after three months, biosecurity measures were

ignored and the elimination of PRRS failed.

For serumization, the sera of RT-PCR positive weaners from the same farm was used, and
inoculum was applied to all breeding pigs on the same day. In Farms 4 and 5, elimination of

PRRS was not achieved. On Farm 6, the absence of PRRS virus nucleic acid in all pig categories



206 M. Stukelj: Eliminacija prasi¢jega reprodukcijskega in respiratornega sindroma. ..
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija

was proved twelve months after serumization; all required biosecurity measures had been
implemented on this farm. In contrast, on Farms 4 and 5, double-herd closure and an all in/all

out system was not implemented. On Farm 4, pig categories were not in separate rooms.

On Farms 7 and 8, seroprevalence was 100%, and on Farm 9 seroprevalence was 50% before
vaccination. Elimination of PRRS with vaccination did not succeed on all three farms. The
detected PRRS viruses shared an 88.0% to 89.5% nucleotide identity with the Lelystad virus

(vaccinal strain). On Farms 7, 8 and 9, biosecurity measures were not implemented.

The main disadvantage of the nine studied farms is that pig categories are not in separate rooms,
which leads to ignoring of the all in/all out system. Sick pigs usually were not in separate rooms.
Double-herd closure was not used on these farms before the study, but it is a necessary measure

in the elimination procedure of PRRS.

The conclusions of our study are that natural exposure and serumization with the required
biosecurity measures protocol are effective in the elimination of PRRS in Slovenian conditions
of pig breeding. Vaccination was not successful for the elimination of PRRS.

Elimination of PRRS is possible even in situations in which neighbouring farms are PRRS-
positive and on one-site farms. Pig production in Slovenia is concentrated in few regions, so a
regional program for elimination of PRRS is advisable. Elimination programs of PRRS should
be individual. Start with a definition of the prevalence of PRRS in the breeding herd and
fatteners before slaughter. From our study, for most our farms (farms with less than 100
breeding pigs) natural exposure with required biosecurity measures is the best choice for
elimination of PRRS. For farms with more than 100 breeding pigs, serumization is the
appropriate way of eliminating PRRS. The success of elimination should be monitored by
serological testing (every three months) of breeding herds, weaners and fatteners. With RT-
PCR, virus nucleic acid can be detected in weaners and fatteners at the ages of 6, 8, 10, 12 and
14 weeks. Sequencing can be used to show nucleotide identity between vaccinal and farm

strains, and the introduction of new strains to the farms.

In this study, we also isolated the PRRS virus on the primary cell culture of pulmonary alveolar

macrophages first time in Slovenia.
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