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Projektitulemuste lithikokkuvote:

Kéesolev uuringu kdigus kogusime putukaid sigalatest, metssigade s6ddaplatsidelt Saaremaal
ning SAK viirusega nakatunud metssigade korjustelt Raplamaal. Sigalatest kogutud verdimevate
kahetiivaliste mitmekesisus oli suurem kui eeldatud toa- ja laudakérbsed. Otseselt SAK
positiivsetelt metssea korjustelt kogutud putukatest osutusid viiruse suhtes positiivseteks ka
ainult seaga pdgusalt kokkupuutuvad liigid. Tugevam signaal ning viirustiive sekveneerimine
(Genotiilip 2 alatiiip CVR1) osutus voimalikuks vaid osadest kogutud seatdidest. Viiruse
levikualadel paiknevatelt metssigade soddaplatsidelt kogutud putukatest SAK viiruse DNAd
tuvastada ei Onnestunud.

(tulemused, soovitused, kuni 600 tihekohta)
Projektitulemuste lithikokkuvote inglise keeles:

To study the potential spread of African swine fewer virus (ASFV) via arthropode vectors, blood-
sucking insects from 12 pig farms, from 3 wild boar feeding areas in Saaremaa and from 3
carcasses of ASFV-positive wild boar in Raplamaa were collected. The diversity of blood-
sucking dipteran species in pig farms was higher than expected, consisting also forest species.
Non of the insects collected from relevant wild boar feeding areas tested ASFV-positive. Most
of the insects collected from dead wild boar carcasses tested ASFV DNA-positive. Virus subtype
(Genotype 2 subtype CVR1) sequencing succeeded only in case of 3 hog lice.

(tulemused, soovitused, kuni 600 tihekohta)



Projektis esitatud eesmirkide saavutamine (sh kasutatud metoodika):
Uuringu lahteiilesanne sisaldas kahte peamist eesmarki:

1. Selgitada seafarmides esinevaid kahetiivaliste - kiarbse, parmu ja sdéseliike ning hinnata
nende voimalikku levimist metsakeskkonnast sigalasse.

Selle eesmargi saavutamiseks koguti karbse- ja muude farmis leiduvate kahetiivaliste proove 12
seafarmist augustis — septembris 2016 ja maist kuni augustini 2017. K&ik farmid ei osalenud
koigil proovikogumiskordadel. Kokku tuli proove viiest kogumiskorrast 45. Proove koguti
lautades kasutamiseks moeldud liimiga kaetud kérbsepaberitega, 60x30cm lehed, tootja
DeLaval. 3D kujundus, ruumiline muster ja helenduvate varvide kombinatsioon on varasemalt
osutunud tdhusaks putukate piitidmisel, mis on ka uuringutega tdestatud. 3D kéirbsepaber toimib
nii pievavalguses kui ka himaruses. 100 m? laudaruumi kohta arvestatud iiks paber. Paber
paigutati  seinale loomadele vOimalikult ldhedale. Kui laudaruumides kasutati
kirbsetorjemeetodina nn. kiskjakérbest, siis pandi kdrbseldks iiles laudaga seotud olmeruumi.
Liimiga kaetud I6ksud olid véljas iihe pililigikorra raames 3 60pédeva (3x24h). Paberite iiles
panekut ja maha vOtmist organiseerisid farmitdotajad. Bioturvalisuse nduete tottu katse
labiviijaid seafarmide territooriumile ei lubatud. Seega leiti igast farmist kontaktisik, kelle
vahendusel proove koguti. Iga sigala kohta tdideti ka ankeet andmetega sigala tiiiibi, farmis
rakendatud pidamissiisteemi, dhutussiisteemi, sonnikuladustamise meetodi ja muu sarnase kohta.

Piititud putukad toimetati peale 3 60pédevast kogumisperioodi nii kiiresti kui voimalik laborisse
ja hoiti -20°C kuni putukaliikide mé&dramiseni. Koostati farmidest piiiitud putukaliikide
nimekirjad.

2. Hinnata SAK viiruse olemasolu voimalikes putuksiirutajates ning viiruse iilekandumise
riski putukate vahendusel.

Antud eesmargi saavutamiseks koguti putukaid

a) SAK positiivseks kinnitatud metssigade korjuste pealt. Putukaid dnnestus koguda 2016
aasta stigisel, oktoobris, projekti alguses kolmelt metssea korjuselt Raplamaal (leiukohad:
Orguse kiila, Juuru vald; Hageri kiila, Kohila vald ja Sooniste kiila, Marjamaa vald).

b) SAK uutest levikupiirkondadest Saaremaal. Proove koguti kolmest piitigikohast: Salme
jahipiirkonna metssigade soodaplats, Hindu kiila ldhedal; Pérsama jahipiirkonna
so0daplats Haeska kiila lahedal ja Orissaare jahipiirkonna sdddaplats Jéarvekiila 1dhedal
(aruandele lisatud ka fotod piiiigipaikadest). Ules seati eraldi piiiinised parmudele ja
pistesddskedele. Proovikogumisperioode 2017 suvehooaja jooksul oli kokku kolm:
26.06-02.07; 24.-29.07 ja 4.-9.09. Esimene proovikogumine liikkkus juuni 16ppu, kuna
kevad oli kiilm ja muudes kogumiskohtades jéi putukaid piilinistesse erakordselt véhe.

Kogutud putukad miérati voimalusel liigini. Saaremaalt piilitud putukate mass jagati pooleks
sugukonna gruppide kaupa (kdrbsed, parmud, sddsed) ja méddrati vdhemalt perekonnani.
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Sarnastest leidudest tehti koondproovid (kuni 25 sddske vOi kuni 5 parmu; kdrbeste massi
madramiseni hetkel joutud ei ole).

Putukaproovidest eraldati kogu mikroobne DNA. Testiti eraldatud DNA materjali SAK —
spetsiifiliste geenijérjestuste suhtes (Metoodika avaldatud: Tignon M, Gallardo C, Iscaro C,
Hutet E, Van der Stede Y, Kolbasov D, et al. 2011. Development and inter-laboratory validation
study of an improved new real-time PCR assay with internal control for detection and laboratory
diagnosis of African swine fever virus. J Virol Methods 178: 161-170). Kui proov osutus
positiivseks, siis proov sekveneeriti (Metoodika avaldatud: Gallardo C, Anchuelo R, Pelayo V,
Poudevigne F, Leon T, Nzoussi J, et al. 2011. African Swine Fever Virus p72 Genotype 1X in
Domestic Pigs, Congo, 2009. Emerg Infect Dis. 17(8):1556-1558.) ja méérati viirustiivi. Viiruse
alagruppide eristamiseks valiti SAK viiruse B602L geeni keskse varieeruva piirkonna (CVR,
central variable region) spetsiifilised praimerid.

Uuringu tulemused:

1) Seakasvatushoonetega seotud kahetiivaliste liigid

Farmiti varieerus kogutud putukate arv 55109 kuni 3294 isendini (vt. joonis 1). Suurema osa
putukate massist moodustasid toakdrbsed ja puuviljakdrbsed, arvukalt esines ka laudakérbseid.
Liimipaberile jai ka eriti vdikeseid putukaid ning dmblikulaadseid, kelle liike ei miédratud. V1i.
tdpsemalt tabel 1.

Putukate koguhulga varieerumine
farmides

60000 -
50000 -
40000 -
30000 -
20000 -~
10000 -

Joonis 1. Kogutud putukate iildise arvukuse varieerumine uuritud 12 farmis.

Testimaks, millised tegurid vdisid mdjutada putukate arvukust lautades, kasutasime
regressioonimudelit. Mudelis analiitisitud teguriteks olid: kédrbsetdrjevahendite  (k.a.
kiskjakdrbes) kasutamine, lahtiste Ohutusavade olemasolu ning lahtine ldgahoidla sigala
territooriumil. Mitte {ikski uuritud parameetritest ei osutunud statistiliselt oluliseks (p= 0,08 —
0,1), mille tdendoline pdhjus on uuringu viike valim. Kdige ldhemal statistilisele olulisusele oli
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oodatult kédrbsetorjevahendite kasutamine farmis, millel oli kdrbeste arvukusele negatiivne moju.

Tabel 1. Seafarmidest kogutud liilijalgsete liigiline mitmekesisus

Eestikeelne Isendite Lautade
Leitud liigid liiginimi voi arv, kus
N arv e
tipsustus liiki leidus
Musca domestica toakérbes 165205 12
Drosophila funebris puuviljakérbse litk 12306 12
. kérbseliik; e k. 7
Hydrotaea dentipes liiginimetus puudub 541
. Harilik pistekérbes 5
Stomoxys calcitrans (laudakirbes) 2156
: : e.k. liiginimetuseta 2
Pyrellia cadaverina laibakiirbes 4
Haematopota pluvialis Harilik sogelane 4 2
(parmlane)
Chrysops relictus metsakibun 1 1
(parmlane)
Pistesdédsed (madramata) verdimevad séédsed 207 9
Muud liilijalgsed, liigini mddramata (dmblikud,
lestad, liblikalised, mardikad, kakandid, 6277 12
sipelgad)

Tabeli 1 andmetest selgub, et enamikus uuritud sigalates domineerivad mitte verest toituvad
kérbseliigid. Sagedamini esinev verdimeva kérbse litk on Harilik pistekédrbes, keda leidus
suhteliselt arvukalt viies sigalas (42%). Lisaks leiti kolmest sigalast (25%) iiksikuid parmlaste
esindajaid (Harilik sdgelane, ja metsakibun). Tegemist on suuremate kirbeste mootu parmlaste
litkidega, keda molemat loetakse potentsiaalseks viiruste siirutajaks ja kes peamiselt elavad
looduslikus keskkonnas. Uuringu tulemusel ei saa viita, et SAK-viiruse iilekanne toimub
metssigadelt kodusigadele parmude vahendusel, kuid see viitab vajadusele kiisimust edasi
uurida.

2) SAK viiruse voéimalik iilekandetee nakatunud metssigadega kokkupuutunud
putuksiirutajate kaudu.

Surnud metssigade (3 isendit) pealt v3i kohalt vahetult kogutud putukatest osutusid SAK
positiivseiks jargmised — vt. tabel 2.
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Tabel 2. Nakatunud metssigadega kontaktis olnud putukad, kes osutusid PCR analiiiisil SAK
positiivseteks

Putukaliik (isendite arv) Eestikeelne tipsustus | Viirustiive sekveneerimine
Haematopinus sis (6) Segtéi; leitud metssea | Onnestus 3 isendi puhul; Genotiiiip
kiiljest 2 alatliip CVR1
Harilik juustukérbes;

Phiopila vulgaris (2) Ei dnnestunud

metssea peal ja kohal

Kaérbes; e.k. liiginimetus

puudub

Calliphora erythrocephala (1) Ei dnnestunud

Sekveneerida donnestus SAK viirustiivi ainult kolmelt SAK-positiivselt seatdilt, kuid teistelt
sigade ja viirusega kokkupuutunud putukatelt mitte. See on ka ootuspérane, kuna viirusmaterjali
saamiseks on seaga otsekontaktis elavatel ja verdimevatel tdidel eelis leitud kérbseliikide ees.
Sekveneerimisel méérati putukatest leitud SAK viirusetiivi genotiiiibi 2 alatiitibiks CVR1.

Saaremaal nakatunud seafarmis epidemioloogilise uuringu kéigus kogutud putukatelt dnnestus
tuvastada SAK viiruse DNAd. Vt. tabel 3. Viirustiive sekveneerimine ei dnnestunud mitte {ihegi
farmist piititud SAK viiruspositiivse putuka puhul.

Saaremaalt metssigade soddaplatside 1ahedusest kogutud putukatest tehtud 62 koondproovist (47
sddseproovi ja 15 parmuproovi) osutusid koik SAK viiruse DNA suhtes negatiivseks. Kogutud
putukate liigiline médramine ei olnud aruande esitamise ajaks 1dpule viidud.

Tabel 3. SAK nakatunud sigalast piiiitud putukate uurimise tulemused SAK viiruse DNA suhtes

. . . .. SAK PCR analiiiisi
Putukaliik (isendite arv) | Eestikeelne tapsustus tulemus
Maiiramata pistesdédsed (2) | Verdimevad sddsed positiivne
Musca domestica (1) Harilik toakérbes positiivne
Musca domestica (8) Harilik toakérbes negatiivne
. Maadramata -~
Drosophila spp. (1) puuviljakiirbse liik positiivne
. Maaramata ..
Drosophila spp. (3) puuviljakarbse liik negatiivne

Soovitused ja ettepanekud:

Meie pilootuuringu tulemused niitavad, et putukad saavad nakatunud sigade peal toitudes voi
lihtsalt mehhaaniliselt nendega kokku puutudes suure tdendosusega viirusega saastatud. Samas
ei Onnestunud enamusel juhtudest putukatest nii palju viiruse DNAd saada, et
sekveneerimisanaliiiise 1dbi viia.

Naiitasime, et seafarmidest on voimalik leida péris palju otseselt metsaga seotud putukaliike
(nditeks suur osa leitud pistesddse liikidest ja parmud). Meie uuringu tulemustest ei saa aga
jareldada, kas need putukad, kes metsast farmi satuvad, ka viirust edasi kannavad. Samas viitab
see vajadusele kiisimust edasi uurida.
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Muud olulised asjaolud:

Putukate arvukus ja liigiline koosseis on otseselt mojutatud konkreetse aasta
ilmastikutingimustest. Ehk siis tulemusi mdjutavad tugevasti antud aasta ilmastikuolud.
Objektiivsemate tulemuste saamiseks tuleks andmeid koguda rohkem kui iihel aastal. Antud
asjaoluga on vaja arvestada kdesolev uurimist6o tulemuste tdlgendamisel.
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