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Spremljanje genetske raznolikosti virusov PRRS v
Sloveniji: moznosti in pomen za rejce prasiev

Ivan Toplak!-?, Marina Stukelf

IzvleGek

V letih od 2009 do 2012 smo genetsko tipizirali skupno 178sdv PRRS, ki smo jih ugoto-
vili v pozitivnih vzorcih z metodo RT-PCR. S primerjavo véov iz 91 okuZenih rej praiév
smo v Stevilnih rejah ugotovili genetsko zelo sorodne \grug Cesar lahko sklepamo, da
gre za aktivni prenos virusov med temi okuZenimi rejami eajdslovenije. 171 tipiziranih
virusov PRRS iz 87 rej smo uvrstili v eno od ugotovljenih 1hegeskih podskupin genotipa
1 z 83,3-100 % medsebojno idetriostjo nukleotidov. Velika genetska raznolikost potjuj
vnos virusov PRRS v slovenske reje iztjega Stevila raziinih virov (okuZenih rej), zelo
verjetno iz vé&jega Stevila drzav. V oktobru leta 2012 smo v treh rejahdugotovili divje
seve virusa PRRS, ki spadajo v genotip 2 in imajo s cepnimmnsevmervac le 94,4-98,5 %
identicnost nukleotidov, s sevi genotipa 1 pa le 60,9-65,0 % idaosti, kar kaze, da gre za
vnos genetsko novih virusov PRRS, ki bodo v prihodnjih lgtilvzratali Se dodatne tezave.
Klju€ne besede: pra8j virus PRRS, tipizacija, epidemiologija

Abstract

Title of the paperMonitoring of genetic diversity of PRRS viruses in Slovenia possibili-
ties and importance for pig farmers. In the years from 2009 to 2012, altogether 178 PRRS
viruses were genetically typed after they have been idedtds positive in samples by the
RT-PCR method. The comparison of PRRS viruses from 91 iaflgig herds showed gene-
tically very similar viruses in many farms. We can concludatthere is active transmission
of viruses between infected herds in Slovenia. The 171 PRRSas from 87 individual
pig herds were assigned to one of 15 identified genetic suipgrof genotype 1 with 83.3
to 100% nucleotide identity between them. High geneticrditye of PRRS viruses confirms
the introduction of viruses in Slovenian pig herds from nuwos sources (infected herds),
probably from many countries. In October 2012, wild straih®RRS virus, which belong
to genotype 2, were newely detected in 3 pig herds. They halye9d.4 to 98.5% nucle-
otide identity with the vaccine strain Amervac and only 6@.%95.0% identity with strains
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of genotype 1. This new introduction of genetically difiet®RRS viruses is expected, to
cause further problems in the following years.
Key words: pigs, PRRS virus, typing, epidemiology

1.1 Uvod

Pras€ji reprodukcijski in respiratorni sindrom (PRRS) je vinasbolezen pra8ev, ki pov-
zroca velike ekonomske Skode v okuZenih ptgaBirejah. PRRS je bolezen, ki je po svetu
razSirjena v skoraj vseh drzavah, kjer redijo ptaSiPrvt so jo diagnosticirali v Zdruze-
nih drzavah Amerike leta 1987, leta 1988 v Kanadi, v Evropspge nhajprej pojavila v
Nenciji leta 1990, leta 1991 pa so jo ugotovili na Nizozemskeparji, Belgiji in Angliji
(Wensvoort in sod., 1991), kasneje pa we evropskih drzav. Najpogostejsi€ia vhosa
virusa PRRS v neokuZeno rejo je z nakupom Zivih okuzZenih @eaSOkuZeni prasi lahko
Sirijo virus s slino, z nosnim izcedkom, z urinom, s semenorm blatom. Breje svinje, ki
se okuzijo v pozni brejosti izajo virus preko mleka. Znan pa je tudi prenos virusa, tran-
splacentarno (zlasti v zadniji tretjini brejosti) iz okugdireje svinje na zarodke. Posléadd
okuZba privede do smrti zarodkov, abortusov ali prasitayZekih in slabotnih pujskov.

Virusi PRRS so raziino virulentni, kar se odraZza v raifii intenzivnosti klin€nih znakov

po vnosu virusa v rejo. Pri svinjah se Ze v 24. - 36. urah po bkpajavi neje§nost,

ki lahko traja do 4 dni pri posamezni Zivali oziroma 7-10 driredi. Svinje so apadthe,
tezko dihajo, pojavi se poviSana telesna temperatura,dkiargreseze 40°C ter navadno
traja le en dan, opazimo StetilejSe pregonitve. Abortusi se lahko pojavijo ze 22. dan
brejosti, vé&€ina abortusov pa je zabelezenih v drugem obdobju brej&stjci, po okuzbi
reje, prve probleme opazijo pri prasitvah, saj se zelo pav&evilo mrtvorojenih pujskov
zaradi prezgodnjih prasitev in pate se Stevilo poginov pujskov v prvem tednu starosti,
nekateri pujski so slabotni, vendar pa lahko v gnezdu najdeigi povsem normalno razvite
pujske. V okuzenih gnezdih se p@aincidenca razktenih pujskov.

Pri odstavljencih in pitancih se po¥& Stevilo respiratornih obolenjin sprememb na koZi, ki
so vidne peti do sedmi dan po okuzbi (Taylor, 2006). S stargstjskov se klintni znaki
bolezni omilijo in pri pitancih virus v véini primerov ne povzréa vejih teZzav. Pri merjascih
opazimo padec v kvaliteti semena in lahko opazimo pojav thagiljev. V okuZeni reji se
poslab3a sploSno zdravstveno stanje zivali, pojavi padiklimi €na slika obolenj prisotnih
drugih endentnih bolezni, ki pa so bile pred okuzbo z virusom PRRS nezamnaV prvih
osmih tednih po okuzbi (prvo obdobje) se lahko pojavi pavéSaredodstavitvena mortaliteta
(okoli 33 %), dvigne se Stevilo mrtvorojenih (za okoli 18 %).

V drugem obdobju, ki traja priblizno 6 tednov, se Se vednotagfa enako Stevilo mumi-
ficiranih pujskov, teZa Zivorojenih pujskov pa se zniZza. filigno 18 % se povisa Stevilo
pregonitev. V tretiem obdobju se zmanjSa Stevilo prasitepdviSa Stevilo pregonitev. Po
26. tednih lahko zaradi pridobljene imunosti v plemertskidi pricakujemo izboljSanje sta-
nja v reji, vendar v véini primerov ne pride do samoozdravitve okuZenih rej, ireedenih
dodatnih ukrepov, saj se virus pri posameznih Zivalih ofardolgo obdobje in vedno znova
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prenaSa na novorojene Zivali in starejSe Zivali, ki se verimava okuZujejo. Tako bolezen
postopoma preide v kroémo obliko in se klintni znaki pojavljajo pri zivalih, ki so otutljive
na okuzbo (Se ne okuzene Zivali in Zivali, ki so prebolelezda) vendar nimajo z&#&nih
protiteles), na ta rian belezimo izboljSanje in slabSanje stanja v reji (Tay206). Seveda
pa se lahko stanje akutne okuzbe znova port/ie reja okuZzi z drugim sevom (raxlim
od prvotnega) virusa.

Ugotovljena velika genetska raznolikost virusov PRRS paisin v Evropi je ena od KIjér
nih zn&ilnosti te bolezni, ki zelo otezuje nadzor in zdravljen@édzni. Poznana sta dva
genotipa virusov PRRS in sicer genotip 1 (pretezno so vgesbtipa 1 razsirjeni v Evropi)
in genotip 2 (pretezno razSirjeni v Ameriki in Aziji). V Evpdugotavljamo 72,2 - 90 %
sorodnost med virusi PRRS genotipa 1, ki so jih tipiziraliDenskem, Italiji,Ceski, Polj-
ski, Spaniji, Nengiji, na Nizozemskem, MadZarskem, Belorusiji in Slove(@ieksiewicz
in sod., 2000; Stadejek in sod., 2002; Mateu in sod., 200&;lP® sod., 2005; Indik in sod.,
2005; Stadejek in sod., 2006; Balka in sod., 2008; Toplalkth,22012).

V Sloveniji smo protitelesa proti PRRS péuigotovili pri pra&tih v karantenskem hlevu leta
1994 (Valegak, 2004). Zaradi kontrole gibanja préév in sorazmerno strogi zakonodaji
(obvezne karantene) se bolezen pred vstopom v Evropsko wniaSih rejah ni pojavljala.
Predvidevamo pa, da so se prvi vnosi virusa PRR®Iztakoj po letu 2004 z vstopom v EU.

S tem smo stopili na evropski trg, kjer je prisotno prost@uanje s pradi znotraj EU in
znotraj Slovenije. Uvoz pra&gv ali semena iz drugih drzav, brez laboratorijskih prégle
na PRRS, je imelo za posledico nekontrolirano Sirjenjesarw do tedaj Se neokuZene reje.
Virus PRRS smo v Sloveniji préiuradno dokazali v letu 2009, seroloSko pozitivne Zivali pa
Ze nekaj let prej (Toplak in sod., 2010).

Rejci in veterinarji so ob vnosu virusa PRRS v Stevilne refdaveniji opazali spremembe
v zdravstvenem stanju pri prégh razlicnih kategorij, vendar je pomanjkanje izkuSen;j z
ukrepanjem proti bolezni in zaradi kompleksnosti bolezrne, prihajalo le do posame-
znih poskusov zdravljenja okuZenih rej. Poskusi ukrepaajger okuzbe z virusom PRRS
v posameznih rejah in pogajanja o nacionalnem programudderit izkoreninjenja PRRS,
bistvenega napredka v preteklih letih niso prinesli zarsiainteresiranosti in zaradi indi-
vidualnih pristopov k ukrepanju. Glede na sorazmerno gonageljenost rej pra&eyv, zlasti

v vzhodni Sloveniji, bi bil nujen regijski pristop k ukrepgarzoper PRRS.

Molekularno-epidemioloske Studije nam omdgg vpogled v genetsko raznolikost virusov
PRRS ugotovljenih v okuzenih rejah prégv. Opravljene Studije so pokazale veliko ge-
netsko razftnost med sevi virusov PRRS ugotovljenimi po Stevilnih mejaSloveniji, kar
potrjuje vnos virusa iz velikega Stevila raaiih virov (Toplak in sod., 2010).

1.2 Material in metode

Izhodi¥a za spremljanje genetske raznolikosti virusov PRRS smatapiti na vé& posame-
znih sklopov, da bi zbrali potrebne podatke za ocenitevridjega Stevila radnih virusov
PRRS, ki kroZzijo v slovenskih rejah od leta 2009 naprej. #itdv PRRS virusa (ali virusne
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nukleinske kisline) v preiskanem vzorcu, nam dokazuje ssmno prisotnost povzedelja
v reji iz katere je bil vzorec pri posamezni ali&éivalih odvzet. Vzotenje smo izvajali v
rejah s klintno sliko bolezni, v rejah v katerih se pojavljajo abortysasitev Sibkih puj-
skov, pogin pujskov, motnje v reprodukciji, pogin plemeihskvinj, teZave z dihanjem in
pogostejSe ugotovitve plfuic ter slabsi proizvodni rezultati. Prav tako pa smo v §tud
vklju€ili pozitivne vzorce na virus PRRS, ki smo jih ugotovili groginjenih pradiih in za
katere nimamo podatkov o kliéni sliki bolezni v reji.

Vse ugotovljene pozitivhe vzorce z virusom PRRS smo gepdipleirati tako, da smo jim
dolctili nukleotidno zaporedje na kratkem odseku virusnegagenPRRS pri posameznem
pozitivnem vzorcu z metodo RT-PCR po postopku, ki so ga dipisalak in sod. (2012). S
tem pristopom smo ugotovili razSirjenost r&xlih tipov virusa PRRS v posameznih rejah.

1.3 Rezultati in razprava

V letih od 2009 do 2012 smo genetsko tipizirali skupno 178s@v PRRS (tabela 1), ki
smo jih ugotovili v pozitivnih vzorcih z metodo reverzneriskripcije in verizne reakcije
s polimerazo (RT-PCR). Pozitivni vzorci, ki smo jih tipiali, izvirajo iz 91 razlEnih rej.
Z metodo dol@anja nukleotidnega zaporedja in s primerjavo 258 nuldeetna kratkem
odseku regije ORF7 virusnega genoma, smo izvedli molekalapidemiolosko Studijo na
178 virusih PRRS.

Z genetsko primerjavo virusov iz rej préév, ki so bile okuzene z virusom PRRS, smo
ugotovili genetsko zelo sorodne v Stevilnih rejahgésar lahko zaklitimo, da gre za ak-
tiven prenos virusov med okuZenimi rejami znotraj SlowvenRozitivne reje so geografsko
razporejene na celotnem podjo Slovenije, najvéje Stevilo pozitivnih rej pa se nahaja v
severo-vzhodnem delu Slovenije (Stajerska in Pomurjey,jkjtudi najvéja gostota prasi-
Cev. 171 tipiziranih virusov PRRS iz 87 posameznih rej smtilivv eno od ugotovljenih
petnajstih genetskih podskupin genotipa 1 (a=6, b=19, d=2, e=96, f=11, g=2, h=11,
i=3, j=7, k=1, m=6, n=3, 0=2, p=1) z 83,3-100 % medsebojnaiidaostjo nukleotidov.

Ugotovljena velika genetska raznolikost virusov PRRS jpgrvnos virusov PRRS v slo-
venske reje iz v§ega Stevila razlinih okuzenih virov (rej), po vsej verjetnosti iz &jega
Stevila razlEnih drzav. Izvedena tipizacija potrjuje sume, da se z urozivih plemenskih
prasStev ali pitancev, pa tudi s semenom, ki ni pregledano na BRRS, virus PRRS pogo-
sto vnaSa v nase reje. 1z opravljene tipizacije opazamogdérssi iz genetske skupine le
dale najpogosteje ugotovljeni (96 pozitivnih vzorcev ugojemlh v 46 razlEnih rejah), kar
predstavlja 50,5% okuzenih rej.

Pri primerjavi dobljenih podatkov za viruse iz podskupiree & podatki, ki so dostopni v
genski banki podatkov (GenBank) za tipizirane viruse PRB&avljamo, da gre za virusni
sev, ki je le 92% soroden najblizjemu sevu v genski bankii sgetovljeni v Sloveniji pa

se med seboj razlikujejo le do 4 %. 1z tega lahko sklepamogeda sev virusa pred letom
2009 vnesel v Slovenijo iz neznanega vira, vse od leta 20pgehpa se zelo uspesno Siri
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Tabela 1: Prikaz ugotovljenega Stevila pozitivnih vzoroavvirus PRRS s prikazom pet-
najstih podskupin virusov genotipa 1 in ene skupine gead®ipned leti 2009 in

2012
Leto

Genotip 2009 2010 2011 2012  Skupaj %
la 1 3 1 1 6 3,3
1b 2 4 6 7 19 10,6
lc 0 1 0 0 1 0,5
1d 0 2 0 0 2 1,1
le 12 38 27 19 96 53,9
1f 2 5 3 1 11 6,1
1g 0 2 0 0 2 1,1
1h 1 1 4 5 11 6,1
1i 0 2 0 1 3 1,6
1j 0 0 4 3 7 3,9
1k 0 0 1 0 1 0,5
1m 0 0 5 1 6 3,3
1in 0 0 1 2 3 1,6
lo 0 0 0 2 2 1,1
1p 0 0 0 1 1 0,5
2 0 0 4 3 7 3,9
Skupaj 18 58 56 46 178

po Sloveniji, saj je polovica okuzenih rej v Sloveniji padilea okuzbe z istim sevom virusa
PRRS.

Druga najpogostejSa podskupina 1b (19 vzorcev) je bilaawjena v 15 razEnih rejah,
sledi podskupina 1f (11 vzorcev) ugotovljena v 8 rejah ingiagbina 1h (11 vzorcev) ugo-
tovljena v 5 razlenih rejah. Ostale podskupine (a, ¢, d, g, i, j, k, m, n, o, ptagljamo v
manjSem Stevilu rej ali v posameznih rejabe spremljamo razthih genetskih podskupin
virusov PRRS od leta 2009 naprej ugotavljamo, da Stevildaxdenih sevov raztinih pod-
skupin Se vedno naréd, kar pomeni, da se bo stanje glede okuzb z virusi PRRS @ghmjtn
letih le Se slab3alo (tabela 1). Zgjen Stevilom razl€nih virusov, ki kroZijo v slovenskih
rejah bo namre tudi nadzor bolezni Se tezavnejsi, saj v rejah, ki so bilgatgklih letih
okuzene in rejah, ki so se pred kratkim okuzile z virusom PRR®tavljamo Ze predhodno
ugotovljene virusne seve, pa tudi vedno nove viruse PRRS.

Ker se virus PRRS uspesno prenaSa tudi s semenom pridoblgghbkuZenih merjascev,
ne gre zanemariti dejstva, da je okuzba Stevilnih rej v Sigvposledica vnosa virusa s
semenom. Merjasci naneniso pod redno kontrolo glede okuzbe PRRS in poéheali
osemenitve z okuZenim semenom prispevajo k Sirjenju oku®Brav tako pa je tvegana
osemenitev z nepreverjenim semenom. V Stevilnih rejah sgaowili istoasno okuzbo z
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ve€ kot enim sevom virusa PRRS, epidemioloSka poizvedba vejalh pa je potrdila sume,
da se v rejo pogosto vnaSajo Zivali brez kontrole glede PRRS.

Rejci se pogosto posluzujejo cepljenja Zivali brez predtege ugotavljanja sorodnosti med
hlevskim sevom in cepnim sevom, zar@dsar v véin primerov ceplienje ne daje zadovo-
ljivih rezultatov. Zaradi genetske raztiosti (ugotovljenih 15 podskupin genotipa 1) med
ugotovljenimi virusi je navzkrizna zaéga v veini primerov nezadostna, torej protitelesa
pridobljena po okuZbi proti enem sevu virusa ®Bdi® Zivali pred okuzbo proti drugemu
tipu virusa.

Posebej zaskrbljufte je dejstvo, da smo v letu 2011 v petih rejah ugotovili er&RRS iz
genotipa 2, skupaj s 8asno okuzbo z virusi iz podskupin 1a, 1b in 1e. Ker so ugovl
virusi genotipa 2 genetsko zelo sorodni cepnemu virusu Aeawef99,5% identinost), gre
po vsej verjetnosti za ugotovitev cepnega virusa genotifaRaj smo pri Zivalih ugotovili
cepni sev virusa, ki se uporablja za @i&d proti genotipu 2, ni bilo nikoli pojasnjeno.

V oktobru leta 2012 smo pr&iugotovili divie seve virusa PRRS v treh rejah, ki spadajo v
genotip 2 in imajo s cepnim sevom Amervac le 94,4 - 98,5% id¢aonst nukleotidov, s sevi
genotipa 1 pa imajo le 60,9 - 65% idetnibsti. Te primerjave kazejo, da gre v letu 2012 za
vnos genetsko novih virusov PRRS, ki bodo v prihodnjih Igtdvzraali Se velike teZave,
saj gre za viruse iz genotipa 2, ki so bili v Evropi le redko toytjeni pred letom 2012.

Seveda pa naSe ugotovitve temeljijo le na znanih podatkibmo jih dobili s tipizacijo
ugotovljenih pozitivnih vzorcev. Prav gotovo je Stevildgmtnih sevov, ki kroZijo v nasih
rejah, Se veliko vge, vendar smo zaradi pomanjkanja fidailn sredstev za raziskave bili
prisiljeni omejiti tudi Stevilo preiskav.

Rejci pa se le v redkih primerih odiajo za karanteno nakupljenih préév in za laboratorij-
sko testiranje vzorcev. Zaradi Stevilnih genetskih skmpinsov PRRS, ki kroZijo v Sloveniji

in nesposStovanja osnovnih biovarnostnih ukrepov je vadaija proti PRRS z vakcinami, ki
temeljijo na sevu Lelystad (genotip 1) véiri primerov neginkovita, kar potrjujejo tudi
porcCila iz terena. Stanje se lahko izboljSa smo s sistémati pristopom k ukrepanju proti
PRRS, ki temelji na podeljevanju statusa pozitivnim in niegém rejam. Za neokuzene reje,
ki so uspele ohraniti zdrave Zivali je bistvenega pomenapuxst (potrdila o zdravstvenem
stanju, karantena) pri nabavi novih Zivali in uporabi prgaeo negativnega semena, saj bodo
rejo ohranili negativno le z vnosom negativnih Zivali natggdesa in virus PRRS v svojo
rejo.

1.4 Zakljugki

Spremljanje genetske raznolikosti virusov PRRS ugotailjened leti 2009 in 2012, v oku-
Zenih rejah v Sloveniji, je pokazalo prisotnost velikegavBa genetsko raainih virusov
PRRS, ki jih razvréamo v 15 gentskih podskupin genotipa 1 in eno genetsko s&ugs-
notipa 2. Virusi PRRS so se v tem obdobiju Sirili med okuZen&jami v Sloveniji, poleg
tega pa se z nakupom zdravstveno nepreverjenih Zivihgaa# tujine povéuje vnos ve-
dno novih sevov virusov PRRS. V &@i primerov gre za posledico nakupa Zivih Zivali brez
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laboratorijskih pregledov glede okuzbe na PRRS, rejci pat&ao ne zavedajo, da nevede
kupujejo okuZene Zivali z virusom PRRS, ki kasneje v reji potajo Stevilne probleme
povezane z PRRS. Veliko nevarnost za Se neokuZene rejdgrigasnos virusa PRRS s se-
menom, saj pri nas ni ustrezne zakonodaje, prav tako plédnersjasci v v&ini primerov
niso pod nadzorom glede zdravstvenega statusa okuzbesorirBRRS. Genetska tipiza-
cija virusov PRRS je €inkovito orodje za dokazovanje prenosa virusa PRRS meahigj
prav tako pa lahko metodologijo uporabimo za dokazovangesamovih virusov z uvozom
prastev. Genetska tipizacija je pripdifiva metoda tudi za ugotavljanje sorodnosti med hle-
vskim in cepnim sevom virusa, kadar Zelimo, da bo cepljené pirusu PRRS ginkovito.
Razvita metodologija genetske tipizacije virusov PRRS adnjih letih tako napredovala,
da je postala pomemben del diagnostike PRRS in je cenovriopiaster uporabna tudi za
rejce, ki Zelijo bolezen izkoreniniti iz okuzZene reje.
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