Molekularna charakterystyka zoonotycznych szczepow rotawirusa swin

Streszczenie

Zakazenia rotawirusami (RV) sg istotnym problemem epidemiologicznym zaréwno
u ludzi jak i wielu gatunkéw zwierzat gospodarskich. Wywotuja one ostre infekcje
przewodu pokarmowego, ktéorym towarzyszy spadek taknienia, apatia i biegunka
o réznym stopniu nasilenia. Przebieg infekcji rotawirusowej u ludzi podobnie jak
u zwierzat uzalezniony jest od wieku i kondycji uktadu immunologicznego zakazonych
0s6b. U Swin, zakazenia RV stwierdzane sg gtéwnie u prosiagt i skutkuja zahamowaniem
przyrostu masy ciafa, jak réwniez sg przyczyng upadkéw zwierzat prowadzac do strat
w hodowli. Dotychczas zidentyfikowano szereg szczepdw RV cztowieka i zwierzat, ktore
na podstawie witasciwosci antygenowych biatka VP6 kapsydu zaklasyfikowano
do 8 serogrup (A-H). Za najwazniejszg epidemiologicznie grupe serologiczng uwaza sie
rotawirusy grupy A (RVA). Segmentowa budowa genomu RV sprzyja reasortacji
genetycznej pomiedzy szczepami, ktéra z kolei prowadzi do powstawania odmiennych
antygenowo szczepéw wirusa W tym szczepdw  zoonotycznych  zdolnych
do miedzygatunkowej transmisji. Analiza sekwencji nukleotydowych poszczegélnych
segmentdéw wirusowego RNA i obserwowane w nich zmiany byty podstawg klasyfikacji
RVA na genotypy (G, P, I, R, C, M, A, N, T, E, H). Na szczegdlng uwage zastuguja geny
kodujace gtéwne biatka kapsydu VP7 i VP4, ktére analizuje sie w celu ustalenia genotypow
wirusa. Dotychczas zidentyfikowano 27 genotypdéw G i 35 genotypdw P RVA krazgcych
w populacji ludzi i zwierzat. Celem pracy byta molekularna identyfikacja
i charakterystyka RVA obecnych u $win z uwzglednieniem roli tego gatunku zwierzat jako
rezerwuaru RVA patogennych dla cztowieka. Ocenie poddano réwniez stopien
rozpowszechnienia u ludzi zoonotycznych szczepdw wirusa pochodzacych od swin.

Do badan uzyto 920 prdébek katu sSwin pobranych w latach 2011-2015
od zwierzat zdrowych oraz wykazujgcych objawy biegunki, w wieku od 1. tyg. do dwdéch
lat, ktore utrzymywane byty w 131 S$rednio- lub wielkotowarowych fermach
zlokalizowanych na terenie catego kraju. Zwierzeta, od ktdrych pobierano materiat zostaty
podzielone na cztery grupy wiekowe, tj. 1-4 tyg., 5-8 tyg., 9-16 tyg. i >17 tyg. zycia.
Badaniami objeto rowniez 166 probek katu cztowieka, pobranych od osdb z objawami

infekcji rotawirusowej zamieszkujgcych te regiony kraju, w ktérych utrzymywane byty



Swinie zakazone szczepami G4P[6], G5P[6] i G9P[6] RVA, ktdére uznano za zoonotyczne.
Badania prébek katu swin w kierunku obecnosci antygenu RV przeprowadzono metodg
ELISA oraz przy uzyciu narzedzi molekularnych i filogenetycznych. Do amplifikacji
poszczegdlnych segmentdw genomu szczepdw RVA kodujgcych strukturalne (VP1-VP4,
VP6, VP7) i niestrukturalne (NSP1-NSP5) biatka zastosowano jednostopniowy RT-PCR.
Uzyskane produkty amplifikacji poszczegdlnych fragmentéw gendw poddano analizie
sekwencyjnej celem identyfikacji genotypéw G i P. W przypadku zoonotycznych szczepdw
G4P[6] ustalano ich peten genotyp odpowiadajacy wszystkim 11 segmentom wirusowego
RNA. Wyniki dotyczace prewalencji zakazen RVA u Swin i czestosci wystepowania
genotypdw wirusa u swin i ludzi w Polsce poddano analizie statystycznej z zastosowaniem
metody dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA).

Obecnos¢ antygenu RV stwierdzono w 353 sposrdd 920 badanych prébek katu
swin. Infekcje RV przebiegaty gtéwnie bezobjawowo z prewalencjg zakazen na poziomie
38,3%. U zwierzat w wieku powyzej 9 tyg. zycia odnotowano istotnie nizszg prewalencje
RVA (p<0,0001) niz w grupach zwierzat mtodszych. Nie obserwowano statystycznie
istotnych réznic (p>0,05) w czestosci infekcji u zwierzat w obrebie tych samych grup
wiekowych w fermach zlokalizowanych w réinych wojewddztwach na terenie kraju.
Genotypy G i/lub P okreslono odpowiednio dla 229 i 160 szczepdw RVA swin i cztowieka.
Stwierdzono, ze rotawirusy krazgce w krajowej populacji trzody chlewnej reprezentowane
sg odpowiednio przez 8 i 12 genotypdéw G (G1, G2, G3, G4, G5, G6, G9, G11) i P (P[6], P[7],
P[8], P[11], P[13], P[14], P[22], P[23], P[26], P[27], P[32], P[34]). Natomiast
za zachorowania u ludzi w Polsce odpowiadajg typowe dla cztowieka szczepy RVA
o genotypach G8, P[4] i P[9], jak i identyfikowane u Swin szczepy posiadajgce genotyp G1,
G2, G3, G4, G9, P[6] i P[8]. U trzody chlewnej rozpowszechnienie RVA o genotypach G5,
P[6] i P[13] byto istotnie wyzsze niz wirusdw nalezgcych do pozostatych genotypow G i P
(p<0,0001). Najrzadziej odnotowywano u s$win zakazenia wywotane przez G6 RVA
(p<0,0001). W przypadku RVA cztowieka zaden z wykrytych genotypéw G nie byt
dominujgcym (p>0,05). Natomiast zakazenia ludzi szczepami RVA o genotypie P[8]
stwierdzano istotnie czesciej w pordédwnaniu do wirusdw posiadajacych pozostate
genotypy P (p<0,0001). W badaniach wtasnych, wiekszg réznorodnos¢ (p<0,0001)
genotypdw G i P wsrdd szczepow RVA obserwowano u zwierzat utrzymywanych
w wojewoddztwach potnocno-zachodniej Polski oraz wojewddztwie lubelskim niz w innych

regionach kraju, co korelowato z wielkoscig pogtowia trzody chlewnej obecnej w danym
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wojewodztwie. Szczepy RVA zidentyfikowane w krajowej populacji trzody chlewnej
nalezaty do 33 genotypéw GXP[X], zas u ludzi do 8 genotypdéw. Oprdocz szczepow
posiadajgcych typowe genotypy dla RVA swin, zakazenia zwierzat réwniez wywotywaty
nowe szczepy wirusa jak G5P[34], G9P[34] oraz G1P[8], ktéry dotychczas byt wytgcznie
identyfikowany u cztowieka. Ponadto u swin stwierdzono zoonotyczne szczepy G4P[6],
G5P[6] i GIP[6]. U prosiat do 4. tyg. zycia czesciej wykrywano G4P[6] RVA niz pozostate
zoonotyczne szczepy RVA (p<0,05). Natomiast wykryty u dziecka w wojewddztwie
podkarpackim szczep G4P6/Hu/POL/188 RVA o genotypie G4-P[6]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-
E1-H1 posiadat wyisze pokrewienstwo do szczepéow RVA sSwin (G4P6/Po/POL/868
i G4P6/Po/POL/1046) niz do pozostatych szczepdw G4 RVA cztowieka. Rdwniez segmenty
4. i 9. genomu G4P6/Hu/POL/188 RVA (G4-P[6]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1)
charakteryzowaty sie 100% pokrewienstwem do odpowiednich fragmentédw sekwencji
nukleotydowych w genomach zoonotycznych szczepéw GXP6/Po/POL/653 (G4-P[6]-11-R1-
C1-M1-A8-N1-T1-E1-H1) i G4P6/Po/POL/868 (GX-P[6]-11-R1-C1-M1-A8-N1-T1-E1-H1).
Sekwencje nukleotydowe segmentu 6. (genotyp 11) szczepdw G4P[6] RVA swin wskazujg
na reasortacje genetyczng, ktéra miata miejsce pomiedzy RVA swin i cztowieka.

Wyniki analizy filogenetycznej przeprowadzonej w oparciu o sekwencje
nukleotydowe gendw kodujacych biatka VP7 i VP4 kapsydu RVA réwniez potwierdzity
istnienie u Swin potencjalnie zoonotycznych szczepéw RVA. Nalezaty one do genotypu
P[6] i P[8] oraz do wszystkich genotypdéw G z wyjgtkiem G1, G6 i G11 RVA swini. Ponadto
uznane za potencjalnie zoonotyczne szczepy RVA charakteryzowaty sie wyzszym
wzajemnym pokrewienstwem do krajowych szczepédw RVA cztowieka niz do szczepdéw
RVA swin o tym genotypie. Obecne one byly u zwierzat utrzymywanych w tych samych
regionach kraju, z ktérych pochodzity osoby zakazone szczepami RVA posiadajgcymi ten
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Summary

Rotavirus (RV) infections are a major epidemiological problem in humans and farm
animals. Rotaviruses cause acute gastroenteritis manifested by apathy, decrease
in appetite and diarrhoea of varying degrees of severity. The course of infection
in humans and animals depends on the age of infected individuals and the efficiency
of their immune system. In pigs, RV infections are mainly encountered in piglets, in which
they lead to weight stasis and death. So far, a number of human and animal RV strains
have been identified. Based on the antigenic properties of the VP6 capsid protein they
have been classified into eight serogroups (A—H), the most important of them being group
A (RVA) from the epidemiological perspective. The segmented structure of the virus
genome favours genetic reassortment between RV strains, which results in the formation
of antigenically different virus strains. The structure and sequence analysis of the viral
RNA segments were the basis for RVA classification into genotypes (G, P, |, R, C, M, A, N,
T, E, H). The differences observed within the nucleotide sequences of the genes encoding
the main capsid proteins (VP7 and VP4) allowed the identification of 27 G and 35 P RVA
genotypes circulating in humans and animals. The emergence of new RVA strains,
including zoonotic strains, is the result of a genetic reassortment occurring between
different virus strains. Molecular identification and strain characterization studies for pig
RVA have been conducted in Poland previously. However, none of them have focused
on the species as the reservoir of human pathogenic RVA strains, which the present work
addresses. Subsequently to the examination of swine RVAs, zoonotic rotavirus strains
in humans were detected and their prevalence was assessed.

In total, 920 faecal samples collected from the years 2011 to 2015 from healthy
and diarrhoeic pigs were used in the study. The animals between the ages of one week
and two years old were housed in 131 small and commercial-scale farms located all over
the country. The sampled pigs were divided into four age groups: 1-4 weeks, 5—-8 weeks,
9-16 weeks and >17 weeks. Additionally, 166 human faecal samples were also included
in the study. They were collected from patients with symptoms of rotavirus infection.
The infected individuals came from the same regions as pigs infected with the zoonotic
G4P[6], G5P[6], and G9P[6] RVA strains. RVAs were detected in pig faeces using ELISA and
molecular methods with subsequent strain characterisation by the use of phylogenetic

tools. One-step RT-PCR was employed for amplification of each RVA genome segment
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which encodes structural (VP1-VP4, VP6, and VP7) and nonstructural (NSP1-NSP5) viral
proteins. Furthermore, the obtained amplification products were subjected to sequence
analysis followed by identification of G and P virus genotypes. In the case of zoonotic
G4P[6] RVA strains, all genotypes corresponding to eleven segments of the virus genome
were determined. The results for the prevalence of RVAs in pigs in Poland and the
frequency of the occurrence of virus strains having a particular genotype in pig and
human populations were statistically assessed using analysis of variance (ANOVA).

The presence of RV antigen was detected in 353 out of 920 pig faeces samples.
RV infections in pigs were mainly asymptomatic, and the virus prevalence was 38.3%
in the tested animal population. In pigs older than 9 weeks significantly lower virus
prevalence was observed than in younger animals (p<0.0001). The farms of any one
province did not differ from the farms of any other province with statistical significance
(p>0.05) regarding the frequency of infections among animals from the same age groups.
Virus G and/or P genotypes were identified for 229 pig and 160 human RVA strains. In the
Polish pig population infections were caused by RVA strains belonging to 8 G (G1, G2, G3,
G4, G5, G6, G9, and G11) and 12 P (P[6], P[7], P[8], P[11], P[13], P[14], P[22], P[23], P[26],
P[27], P[32], and P[34]) genotypes. In addition to strains having human-specific G8, P[4],
and P[9] genotypes causing infections in humans, human infections were also caused
by strains possessing G1, G2, G3, G4, G9, P[6], and P[8] genotypes identified among pig
virus strains. In pigs, the prevalences of G5, P[6], and P[13] RVA were significantly higher
than those of virus strains with other G and P genotypes (p<0.0001). Infections caused
by G6 RVAs were the least common in pigs (p<0.0001). In the case of human RVAs none
of the detected G genotypes was dominant (p>0.05). In addition, infections caused by P8
RVAs were more frequently detected than those caused by strains having other
P genotypes (p<0.0001). In this study, greater diversity (p<0.0001) of G and P genotypes
among RVA strains was observed in animals kept in north-western Poland and Lubelskie
province than in other regions of the country. Genotype diversity also correlated with the
size of the pig population in the given province. The RVA strains found in pigs and humans
belonged to 33 and 8 GXP[X] genotypes respectively. Besides typical pig RVA strains,
novel strains such as G5P[34], G9P[34], and human G1P[8] were identified for the first
time in an animal host. Furthermore, zoonotic strains such us G4P[6], G5P[6] and G9P[6]
RVA were found in pigs. In piglets at age up to 4 weeks G4P[6] RVAs were more

frequently detected than in animals from other (and older) age groups (p<0.05).
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The GA4P6/Hu/POL/188 (G4-P[6]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1) RVA strain detected
in a child from Podkarpackie province was characterised by a higher phylogenetic
relatedness to pig virus strains G4P6/Po/POL/868 and G4P6/Po/POL/1046 than to other
G4 human RVAs. In addition, the fourth and ninth genome segments
of G4P6/Hu/POL/188 RVA showed a 100% phylogenetic similarity with genome secuences
of the zoonotic GXP6/Po/POL/653 (GX-P[6]-11-R1-C1-M1-A8-N1-T1-E1-H1) and
G4P6/Po/POL/868 (G4-P[6]-11-R1-C1-M1-A8-N1-T1-E1-H1) RVA strains. Additionally, the
phylogenetic analyses of the nucleotide sequences of the sixth genome segment
(genotype 11) of G4P[6] pig RVAs provide evidence for genetic reassortment between
human and animal RVAs.

Furthermore the results of phylogenetic analyses of the VP7 and VP4 gene
sequences confirmed the presence in pigs potentially zoonotic RVA strains representing
P[6], P[8] genotypes and all G genotypes except G1, G6 and G11 identified in pigs. RVA
strains considered as potentially zoonotic showed a higher mutual sequence homology
to human than to pig RVA strains possessing the same genotype. They were identified
in pigs kept in the same provinces in which infected persons with RVA holding the same

virus genotypes lived.



