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Raziskavo dokazovanja pra$i¢jih bokavirusov (PBoV) smo izvedli na vzorcih blata,
odvzetih od 50 zivih in 86 poginjenih praSicev iz 54 razlicnih slovenskih rej. Uvedli in
optimizirali smo metodo PCR v realnem ¢asu, s katero smo dokazovali nukleinsko kislino
PBoV v regiji NP1 virusnega genoma. Prisotnost PBoV smo dokazali pri 38 % zivih in 34,9
% vzorcev poginjenih praSicev. Za potrebe tipizacije PBoV smo uvedli klasi¢no metodo PCR
za pomnozevanje odseka regije NS1 genoma PBoV v dolzini 680 nukleotidov. 11 pozitivnim
vzorcem PBoV iz 5 razli¢nih rej smo uspesno doloé¢ili nukleotidno zaporedje v dolzini 636
nukleotidov. Primerjava nukleotidnega zaporedja je pokazala 78,5-100 % identi¢nost in
76,4-100 % identi¢nost aminokislinskega zaporedja med tipiziranimi sevi v Sloveniji.
Ugotovljeni PBoV iz Slovenije so se uvrstili v dve razli¢ni genetski skupini znotraj vrste
PBoV3; v skupino I PBoV3 smo uvrstili 10 vzorcev, v skupino IV PBoV3 pa en tipiziran vzorec.
Novo ugotovljeni sev iz skupine IV PBoV3 ima le 78,5-80,7 % identi¢nosti nukleotidov s
preostalimi sevi iz Slovenije. Genetsko najblizji mu je sev iz Kitajske, s katerim ima le
84 % identi¢nosti nukleotidnega zaporedja v primerjani regiji. Primerjava nukleotidnega
zaporedja PBoV, tipiziranih znotraj istih rej, je pokazala, da sta v dveh rejah istocasno
krozila dva genetsko razlicna seva PBoV, kar je dokaz okuzbe reje iz dveh razli¢nih virov.

Slovenija

Uvod

Z uvozom prasicev iz drugih drzav, se v nase reje vnasajo nekateri ze znani povzrocitelji
bolezni, ob¢asno pa zaznavamo tudi nove patogene, s katerimi se prasicje reje v Sloveniji
prvi¢ srecujejo. Nekatere od novih povzrociteljev hitro zaznamo, drugi pa predstavljajo
precejSen izziv pri kliniénem prepoznavanju bolezni, vzoréenju in diagnostiki. Med novejSe
viruse, ki so jih na Svedskem prvi¢ ugotovili leta 2009, spada tudi prasicji bokavirus (PBoV),
ki pri prasi¢ih povzroca drisko (1). Genom bokavirusov predstavlja linearna enojnovijacna
molekula DNA, ki obsega okrog 5.000 nukleotidov (nt). Ima tri odprte bralne okvirje (ORF),
ORF 1, ORF 2 in ORF 3, ki kodirajo §tiri proteine. Omenjeni virus so ugotovili tudi pri
drugih zivalskih vrstah, tudi pri ¢loveku in ima tudi potencialno morebitni zoonotski
znacaj. Podatkov o razsirjenosti okuzb s PBoV je v Evropi malo, v Sloveniji pa Se ni bila
izvedena nobena Studija.
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Material in metode

V okviru izvedene raziskave smo opravili vzoréenje blata pri 86 poginjenih prasi¢ih in pri
50 prasi¢ih na klavni liniji. Iz 136 vzorcev blata smo izolacijo nukleinskih kislin izvedli z
QIAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen, Nemc¢ija). Z metodo PCR v realnem ¢asu smo dokazovali
kratek odsek virusnega genoma v v regiji virusnega genoma PBoV, ki kodira nestrukturni
protein (NP1). S klasiéno metodo smo pomnozili odsek virusnega genoma PBoV v dolzini
680 nukleotidov v regiji, ki kodira nestrukturni protein (NS1). Produkte PCR specificne
velikosti 14 vzorcev smo ocistili in jim z metodo po Sangerju dolo¢ili nukleotidno zaporedje
in s pomo¢jo racunalni§kega program DNASTAR uredili posamezno zaporedje.

Rezultati

V vzorcih blata, ki smo jih odvzeli pri poginjenih prasi¢ih, smo PBoV ugotovili pri 30
(34,9 %) od 86 pregledanih vzorcev. Od 50 vzorcev blata prasicev, odvzetih na klavnici pri
klini¢no zdravih pitancih, smo PBoV dokazali pri 19 (38 %) prasic¢ih. 11 pozitivnim vzorcem
smo uspesno doloé¢ili nukleotidno zaporedje v dolzini 636 nt. Glede na razdelitev PBoV,
ki jo je postavil Huang s sodelavci (2), so se naSi pozitivni vzorci razvrstili v dve razli¢ni
skupini vrste PBoV3. 10 pozitivnih vzorcev se je uvrstilo v skupino 1 PBoV3, en pozitivni
vzorec pa je bil uvrS¢en v skupino IV PBoV3. V skupini I PBoV3 so poleg nasih 10 vzorcev
uvrsceni tudi sevi iz ZDA, Hrvaske, Madzarske, Irske in Kitajske. V skupini IV PBoV3 so
poleg naSega seva uvrsceni tudi sevi iz Irske, Kitajske in ZDA.

Razprava

Prvi¢ smo dokazali prisotnost PBoV pri prasic¢ih v Sloveniji in v laboratorijsko diagnostiko
vpeljali molekularne metode za dokazovanje in tipizacijo PBoV. S testiranjem novo uvedene
metode PCR v realnem c¢asu smo ugotovili, da je metoda zelo ucinkovita, ponovljiva,
obnovljiva in specificna za dokaz PBoV. Z metodo PCR v realnem ¢asu smo dokazali
nukleinsko kislino gena NP1 PBoV pri ve¢ kot eni tretjini od pregledanih zivih in poginjenih
praSicev. Zaradi majhnega Stevila testiranih vzorcev nam ta rezultat ne odraza dejanske
prevalence PBoV v Sloveniji, potrjuje pa prisotnost PBoV v ve¢jem Stevilu rej. Za ugotovitev
dejanske prevalence bi morali v raziskavo zajeti vecje Stevilo prasSicev s statisticno dovolj
velikim vzorcem praSicev iz razlicnih rej. S primerjavo 11 nukleotidnih zaporedij PBoV
v dolzini 636 nt iz petih razlicnih slovenskih rej smo ugotovili prisotnost genetsko zelo
heterogenih PBoV, ki so posledica trgovanja med naSimi rejami in uvoza iz drugih drzav;
na ta nacin se verjetno prenasSajo tudi PBoV. Primerjava nukleotidnega zaporedja gena
NS1 med bokavirusi je pokazala, da smo pri prasi¢ih ugotovili razlicne seve, kot so jih leta
2011 v Sloveniji ugotovili pri ¢loveku (3). Prvi dokaz PBoV v Sloveniji, izvedena genetska
tipizacija 11 PBoV ter dve novi uvedeni molekularni metodi za dokaz PBoV so dobra
izhodiS¢a, na podlagi katerih bodo lahko na tem virusu pri prasi¢ih v prihodnje izvedene
nadaljnje Studije. Sekvence v dolzini 636 nukleotidov za 11 pozitivnih vzorcev PBoV so na
voljo v genski banki pod zaporednimi Stevilkami od KR706506 do KR706516.
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First detection and genetic characterization of porcine
bocavirus in Slovenia

In this study the detection of porcine bocavirus (PBoV) was performed on feces samples
of 50 live and 86 dead pigs from 54 different Slovenian pig herds. For the detection of
nucleic acid of PBoV in NP1 region of viral genome a real-time PCR method was developed
and optimised. The nucleic acids of PBoV were detected in 38 % samples of live pigs and
in 34,9 % samples of dead pigs. PCR method for amplification of NS1 part of viral genome
in a length of 680 nucleotides was implemented for genotyping of PBoV. For eleven positive
samples PBoV, collected from 5 different herds, the nucleotide sequence in a length of 636
nucleotides was determined. The comparison of eleven determined sequences from Slovenia
showed 78,5-100 % nucleotide identity and 76.4-100 % amino acid identity to each other.
Identified PBoV from Slovenia were clustered into two different genetic groups within the
species PBoV3. Ten samples were classified into group I PBoV3 and one sample into group
IV PBoV3. New strain from group IV PBoV3 was discovered, with 78,5-80,7 % nucleotide
identity to other strains from Slovenia. Genetically most closely related strain was from
China, with only 84 % nucleotide identity. The comparison of nucleotide sequences PBoV
identified within the same herd showed that in two herds genetically two different strain
of PBoV were circulated simultaneously, which is the evidence of the introduction of PBoV
from two different sources.
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