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IDENTIFIKACIA | MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA HERPESVIRUSA
KONJA

REZIME

Cilj ove doktorske disertacije je identifikacija i molekularna karakterizacija
sojeva herpesvirusa konja poreklom iz uzoraka od konja sa teritorije Republike Srbije i
Republike Srpske (BiH) kao i arhiviranih sojeva EHV-1 Katedre za mikrobiologiju
Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu. Arhivirani sojevi EHV-1 su
liofilizati pomenutog virusa izolovani osamdesetih godina proslog veka iz uzoraka
pobacenih fetusa konja, kao i iz uginule novorodene Zdrebadi sa ergele ,,Ljubi¢evo®.
Ispitivani su uzorci poreklom od ukupno 137 nevakcinisanih konja sa ergela i iz
privatnog sektora koji su obuhvatali 112 uzoraka nosnih briseva i 100 uzoraka organa -
submandibularnih limfnih ¢vorova, slezine, produzene mozdine i ki¢cmene mozdine
prikupljenih od 25 konja. Prikupljeni uzorci nosnih briseva i organa konja su primenom
klasi¢nih 1 molekularnih metoda virusoloSke dijagnostike ispitivani na prisustvo
konjskih herpesvirusa 1, 4, 2 i 5 (EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5), dok su arhivirani
sojevi ispitivani primenom molekularnih metoda u cilju molekularne karakterizacije.

Posle izolacije i identifikacije virusa na kulturi tkiva primenom testa virus
neutralizacije, direktne imunofluorescencije i metode Nested multiplex PCR od ukupno
212 ispitivanih uzoraka organa i nosnih briseva konja prisustvo konjskog herpesvirusa 1
je utvrdeno u 72 uzorka, dok je metodom izolacije virusa na kulturi Celija sa
identifikacijom primenom metode Nested multiplex PCR iz prethodno navedenih
uzoraka konjski herpesvirus 5 detektovan u 7 uzoraka, a konjski herpesvirusi 4 i 2 nisu
izolovani ni iz jednog uzorka nosnih briseva i organa konja. Primenom metode Nested
multiplex PCR za ispitivanje prisustva nukleinskih kiselina konjskih herpesvirusa 1, 4, 2
I 5 direktno u uzorcima ispitivanog materijala (organa i nosnih briseva konja)
detektovano je ukupno 162 uzorka pri ¢emu je EHV-1 detektovan u 153 uzorka, EHV-4
u 11, EHV-2 u 4, a EHV-5 u 23 uzorka ispitivanog materijala. Od ukupnog broja

pozitivnih uzoraka meSovite infekcije sa dva ili viSe konjska herpesvirusa utvrdene su u



16,67% uzoraka, pri ¢emu su EHV-2 i EHV-4 identifikovani isklju¢ivo u okviru
mesovitih infekcija sa EHV-1 i/ili EHV-5.

Medusobna nukleotidna homologija sekvenci delova gB gena identifikovanih
sojeva EHV-1 kao i homologija njihovih sekvenci sa sekvencama sojeva navedenog
virusa iz medunarodne banke gena iznosila je od 98 do 100%. Analizom sastavljenog
filogenetskog stabla ustanovljeno je njihovo grupisanje sa sojevima poreklom iz Turske,
Velike Britanije, SAD i Japana. Nukleotidna homologija sekvence dela gB gena
identifikovanog soja EHV-4 sa sojevima navedenog virusa iz medunarodne banke gena
iznosila je 99%, a na filogenetskom stablu navedeni soj EHV-4 grupisan je sa turskim
sojevima i odvojeno od sojeva EHV-4 iz Evrope i Japana. Nukleotidna homologija
sekvence dela gB gena identifikovanog soja EHV-2 sa sojevima navedenog virusa iz
medunarodne banke gena iznosila je od 80 do 99%, a analizom dobijenog filogenetskog
stabla utvrdeno je njegovo grupisanje sa sojevima EHV-2 iz Turske i Velike Britanije,
pri ¢emu su sojevi iz drugih evropskih zemalja bili odvojeni od navedene grupe.
Medusobna nukleotidna homologija sekvenci delova gB gena identifikovanih sojeva
EHV-5 kao 1 njihova sli¢nost sa sojevima navedenog virusa iz medunarodne banke gena
iznosila je od 98 do 100%. Na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci delova gB gena
sojeva i izolata konjskog herpesvirusa 5 poreklom iz Republike Srbije i Republike
Srpske sa sekvencama sojeva EHV-5 iz medunarodne banke gena ustanovljeno je
njihovo grupisanje sa sojevima poreklom iz Turske i SAD.

Sekvence dela gena ORF30 11 analiziranih sojeva EHV-1 (91,67%) su
posedovale neurovirulentni genetski marker (Gz2s4) $to je posledica supstitucije adenina
guaninom na poziciji 2254, pri ¢emu su medu identifikovanim neurovirulentnim
sojevima EHV-1 bila i cetiri arhivirana soja EHV-1 iz kolekcije Katedre za
mikrobiologiju. U sekvencama delova ORF68 gena arhiviranih sojeva EHV-1 Katedre
za mikrobiologiju utvrdene su mutacije na nivou pojedinacnih nukleotida
karakteristiéne za sojeve EHV-1 koji pripadaju Cetvrtoj geografskoj grupi, odnosno
evropskim sojevima pomenutog virusa. Kod ostalih dobijenih sekvenci ustanovljen je
veliki broj mutacija na osnovu ¢ije analize se isti nisu mogli svrstati ni u jednu
geografsku grupu $to ukazuje da ORF68 ne predstavlja pogodan molekularni marker za

proucavanje sojeva EHV-1 sa ovih prostora.
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IDENTIFICATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF EQUINE
HERPESVIRUSES

ABSTRACT

The aim of this PhD thesis was the identification and molecular characterization
of equine herpesviruses from horses originating from the Republic of Serbia and The
Republic of Srpska (Bosnia and Herzegovina), as well as archivated EHV-1 strains in
the possession of The Department of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine,
University of Belgrade. Archivated EHV-1 strains were isolated during abortion storms
that occured on ,,Ljubicevo* stud farm during the 1980s. Samples originating from 137
unvaccinated horses from stud farms and private breeders, i.e. 112 nasal swab samples
and 100 organ samples from 25 horses (submandibular lymph nodes, spleen, spinal cord
and medulla) were examined for the presence of equine herpesviruses 1, 4, 2 and 5
(EHV-1, EHV-4, EHV-2 and EHV-5) using standard and molecular virological
methods. Archivated EHV-1 samples were examined by molecular methods in order to
perform their genetic characterization.

Equine herpesvirus 1 was isolated and identified by virus neutralization test,
direct immunofluorescence and Nested multiplex PCR in 72 samples. Equine
herpesvirus 5 was isolated from 7 examined samples and identified by Nested multiplex
PCR, whilst the isolation of EHV-4 and EHV-2 was not successful. The direct
examination of the presence of equine herpesviruses 1, 4, 2 and 5 was performed by
Nested multiplex PCR directly from the samples of organs and nasal swabs and
confirmed 162 positive samples of which 16.67% accounted for mixed infections with
multiple equine herpesviruses. Equine herpesvirus 1 was confirmed in 153 samples,
EHV-4 in 11, EHV-2 in 4 and EHV-5 in 23 samples, whilst EHV-2 and EHV-4 were
only detected in mixed infections with EHV-1 and/or EHV-5.

Partial gB gene nucleotide sequences of identified EHV-1 strains were 98 to
100% homologous amongst each other and with sequences from GenBank whilst their

phylogenetic analysis showed grouping with strains from Turkey, UK, USA and Japan.



Nucleotide homology of partial gB gene sequence of the identified EHV-4 strain with
other GenBank strains was 99%, whilst it grouped with Turkish EHV-4 strains and
separately from the strains from Europe and Japan. The homology of partial gB gene
sequence of the identified EHV-2 strain with reference strains from GenBank was from
80 to 99%, whilst it grouped separately from most of European strains and along with
Turkish and UK EHV-2 strains on the phylogenetic tree. The analysis of partial gB gene
nucleotide sequences of identified EHV-5 strains showed 98 to 100% homology with
strains from GenBank and grouping with EHV-5 strains from Turkey and USA.

Sequences of the part of ORF30 gene of 11 analyzed EHV-1 strains (91,67%), 4
of which were archival EHV-1 strains, were marked as neurovirulent (G2zs4). According
to the appearance of single nucleotide polymorphisms, the analysis of partial ORF68
sequences of archival EHV-1 strains showed their grouping with European strains
(group 4). Other examined EHV-1 strains in this study had numerous mutations based
on which their geographical grouping was not possible, furthermore indicating that
ORF68 grouping is not suitable for the analyis of domestic EHV-1 strains.

Keywords: EHV-1, EHV-4, EHV-2, EHV-5, horses, virus isolation,
immunofluorescence, Nested multiplex PCR, sequencing, molecular characterization
Scientific area: Veterinary Medicine

Scientific field: Microbiology and Immunology

UDK: 579.62:578.825:636.1



SADRZAJ

UV OD ...ttt bbbttt 1
Taksonomska kategorizacija NerpeSVIrUSA ..........cceoverieririiiiieeeeee e 1
Morfologija i genetika konjskih Nerpesvirusa ..........cccocveveiiniieieieesc s 3
Replikacija konjskih herpesvirusa; Liticki i1 latentni ciklus infekcije .........ccuvenneen. 9
Konjski herpesvirusi 1 i 4 (EHV-11 EHV-4) ..o 12
Konjski herpesvirusi 2 15 (EHV-2 1 EHV-5) ... 24
Dijagnostika herpesvirusnih infekcija Konja ... 30
PREGLED LITERATURE ..ottt 36
KONjSKI NEIPESVITUST L1 4. .cveeieeiicec sttt 36
KonjsKi NEIPESVITUST 2 15 ..o 52
CILI I ZADACH ISPITIVANIA ...t 60
MATERIJAL | METODE ISPITIVANIA ..ottt 62
Materijal Za ISPItIVANJE ......eecveiieiiecie e 62
Uzorci — pocetni materijal za iSPItiVAN e .......ceververieriereniresieieesese e 62
Materijal koji je koris¢en u metodi izolacije virusa i testa virus neutralizacije ..... 63
Materijal koji je koriS¢en u metodi direktne imunofluorescencije (TFA).............. 64

Materijal koji je koriS¢en za metodu lancane reakcije polimeraze (PCR) i metodu

Nested MUILIPIEX PCR ........ooiiece sttt 65
Materijal koriS¢en za elektroforezu PCR produkata: .............ccooooiiviiiiiiiiiiennn, 69
Materijal koriS¢en za preciS¢avanje DNK iz agaroznog gela:...........ccccvcvviinnnnne 69
Materijal koriS¢en za preciS¢avanje PCR produkata:............cccoovviiiiiiiniininnnn, 70
Materijal koriS¢en za sekvenciranje PCR produkata:............cccceovviiiiiiiinicninnnn, 70

Materijal koriS¢en za odredivanje nukleotidne homologije/ redosleda nukleotida

i/ili formiranje filogenetskih stabala:............cccoovviiiiiiii 71
IMIBEOTE ...ttt ettt e bt ettt e b e bt ne e b e et ne e 72
Metoda izolacije virusa i testa virus neutralizacCije.........cccoocveviveiveeiiieiine e, 72
Metoda direktne imunofluorescencije (TFA) ..o 75
Metode lancane reakcije polimeraze (PCR) 1 Nested multiplex PCR..................... 76

Metoda izvodenja elektroforeze PCR produkata.............cccovveniiiiiiiiiiiiciiciinn, 82



Metoda precis¢avanja DNK iz agaroznog gela ...........ccooovvviieiiienincicnce 82
Metoda precis¢avanja PCR produkata...........cccoivviiiiiiiiiiiciiecie e 83
Metoda sekvenciranja PCR produkata ...........ccccceceeiieiiiiiesieese e 84
Utvrdivanje homologije nukleotidnih sekvenci odabranih sojeva EHV-1, EHV-4,
EHV-2 i EHV-5 sa sekvencama navedenih virusa registrovanim u banci gena .... 86
Odredivanje redosleda nukleotida u regionima ORF30 i ORF68 genoma EHV-1 87

Izrada filogenetskih stabala odabranih i izolovanih sojeva herpesvirusa konja sa

teritorije Republike Srbije i Republike Srpske.........ccccveveiieiiciiieece e, 87
REZULTATI ettt ettt e eneene e 88
Rezultati 1ZOIACIJE VITUSA ....c.vovieiiiiiiii e 88

Rezultati identifikacije izolovanih sojeva EHV-1/EHV-4 primenom testa virus
NEULTAIIZACT]E.....ecvee ettt st e st et e e sbeeeesreearaeneens 93
Rezultati identifikacije izolovanih sojeva EHV-1/EHV-4 metodom direktne
IMUNOTIUOIESCENCIE......c.eiiiiieieee e 95
Rezultati identifikacije izolata konjskih herpesvirusa primenom metode Nested
MUILIPIEX PCR ..ottt sbe e sra e 98
Rezultati Nested multiplex PCR — detekcija EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5 u
uzorcima organa i NOSNIh DriseVa KONJa ..........coveiiiiiiiiiiceeec e 99

Rezultati amplifikacije dela gena ORF30 EHV-1 primenom metode lancane

reakcije polimeraze (PCR).......coiiiiiiie ettt 104
Rezultati amplifikacije dela gena ORF68 EHV-1 primenom metode lan¢ane
reakcije POlIMEraze (PCR).....cooiiiiiiiiiiieee s 105
Rezultati sekvenciranja delova gB gena EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5......... 106
Rezultati sekvenciranja delova gena ORF30 i ORF68 EHV-1 ............ccooevvvennene 120

Rezultati utvrdivanja redosleda nukleotida u regionu ORF30 genoma EHV-1... 125
Rezultati utvrdivanja redosleda nukleotida u regionu ORF68 genoma EHV-1 sa
Filogenetskom analiZOM........ccuoiiiiiiii e 127

Filogenetska analiza izolata i sojeva konjskih herpesvirusa poreklom iz Republike

Srbije i REPUDITKE SIPSKE .....viiiieiieeiee ettt 130
DISKUSIIJA ..ottt ettt stesreeneens 135
ZAKLIUCCT ..ottt 150

SPISAK LITERATURE ..o 152



1. UVOD

Herpesvirusi predstavljaju jedne od najznacajnijih patogena svih pripadnika
familije Equidae Sirom sveta i do danas ih je identifikovano ukupno Cetrnaest, pri cemu
su u patologiji konja zastupljeni konjski herpesvirusi 1, 2, 3, 4 i 5 (EHV-1, EHV-2,
EHV-3, EHV-4 i EHV-5) (Bryans i Allen, 1986; Borchers i sar., 1999; Nordengrahn i
sar., 2002; Reed i Toribio, 2004). Sli¢no ostalim pripadnicima familije Herpesviridae
koji inficiraju Zivotinje i ljude, herpesvirusi konja poseduju karakteristican Zivotni
ciklus koji im obezbeduje perzistenciju u inficiranoj populaciji. Navedeni virusi
inficiraju viSe vrsta Celija organizma, pri Cemu izbegavaju imunoloski odgovor
domacina na razli¢ite nacine od kojih je uspostavljanje latentne infekcije najznacajniji
mehanizam koji herpesvirusima obezbeduje odrzavanje u inficiranoj populaciji konja,
kao i moguénost prenoSenja Vvirusa u nezarazena krda uvodenjem latentno inficiranih
jedinki (Slater, 2014). Herpesvirusi su identifikovani kod insekata, gmizavaca,
vodozemaca i mekusaca, kao i veéine ptica i sisara, a barem jedna znacajna bolest svake
vrste domacih Zivotinja, izuzev ovaca, izazvana je virusom iz familije Herpesviridae
(Murphy i sar., 1999).

Taksonomska kategorizacija herpesvirusa

Prema najnovijoj taksnonomskoj kategorizaciji, familija Herpesviridae je
zajedno sa novim familijama Alloherpesviridae i Malacoherpesviridae uvrStena u
novoformirani red Herpesvirales. Familija Herpesviridae je podeljena u tri podfamilije -
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae i Gammaherpesvirinae, a sadrzi viruse
gmizavaca, ptica i ki¢menjaka, dok familije Alloherpesviridae i Malacoherpesviridae
sadrze viruse zaba i riba, odnosno virus Skoljki (Minson i sar., 2000, Davison i sar.,
2009, van Beurden i Engelsma, 2012) (Slika 1). Klasifikacija herpesvirusa u podfamilije
je izvrSena na osnovu njihovog tropizma prema odredenim celijama, vrste oboljenja
koju izazivaju, nacina uspostavljanja latentne infekcije kao 1 nukleotidnih sekvenci (van
Regenmortel i sar., 2000). Virusi iz podfamilije Alphaherpesvirinae inficiraju veliki
broj vrsta domacina, imaju kratak ciklus replikacije, brzo se umnozavaju i dovode do
pojave citopatogenog efekta u celijskim kulturama 1 uspostavljaju latentnu infekciju u

senzornim ganglijama (Roizman i sar., 1981). Konjski herpesvirusi 1 i 4 se nalaze u



okviru roda Varicellovirus navedene podfamilije zajedno sa virusom Kkoitalnog
egzantema konja (EHV-3), magare¢im herpesvirusom 3 (EHV-8), herpesvirusom gazela
(EHV-9), govedim herpesvirusom 1 (BoHV-1), govedim herpesvirusom 5 (BoHV-5),
herpesvirusom pasa (CaHV-1), virusom rinotraheitisa macaka (FeHV-1), varicella-
zoster virusom (humani herpesvirus 3; HHV-3), kao i uzro¢nikom Aujeckijeve bolesti
(SuHV-1) (Patel i Heldens, 2005; Davison i sar., 2009). Virusi iz roda Varicellovirus se
razlikuju prema tropizmu od isklju¢ivo neurotropnih virusa kao $to je HHV-3 do virusa

koji su iskljucivo limfotropni.
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Slika 1. Filogenetsko stablo familije Herpesviridae (Davison, 2008)

Konjski herpesvirusi 1 i 4 se prema tropizmu nalaze na sredini u odnosu na
navedene ekstreme s obzirom da tokom ciklusa infekcije inficiraju kako nervno, tako i

limfno tkivo (Slater, 2014). U okviru roda Simplexvirus navedene podfamilije su



svrstani virus govedeg mamilitisa (BoHV-2) i humani herpesvirusi 1 i 2 (HHV-1 i
HHV-2), dok rodovima Mardivirus i lltovirus pripadaju uzro¢nik Marekove bolesti
zivine (GaHV-2), odnosno uzro¢nik infektivnog laringotraheitisa zivine (GaHV-1).
Betaherpesvirinae karakteriS$e ograni¢en broj vrsta prijem¢ivih domacina, duzi
replikativni cilkus u inficiranom organizmu, odnosno éelijskoj kulturi. Celije inficirane
navedenim virusima su Cesto uvecane (citomegalija), a latenciju uspostavljaju u
limfoctima, sekretornim ¢elijama, bubrezima i drugim tipovima ¢elija (Roizman i Sears,
1996; Murphy i sar., 1999). U rod Cytomegalovirus navedene podfamilije su svrstani
humani citomegalovirus (HHV-5) i citomegalovirusi primata (CeHV-5, McHV-3,
PnHV-2), u rodu Muromegalovirus su citomegalovirusi miSeva (MuHV-1 i MuHV-2), a
u okviru roda Roseolovirus su humani herpesvirusi 6 i 7 (HHV-6 i HHV-7). U
novoformirani rod Proboscivirus u okviru podfamilije Betaherpesvirinae svrstan je
skoro opisani endoteliotropni herpesvirus slonova (EIHV-1) odgovoran za fatalno
perinatalno oboljenje afri¢kih i azijskih slonova (Richman i sar.,1999; Davison i sar.,
2009). U ovu podfamiliju su ranije bili svrstani i konjski herpesvirusi 2 i 5 koji su danas
smesteni u podfamiliju Gammaherpesvirinae, a ranije su u literaturi navodeni kao
citomegalovirusi (Erasmus, 1970; Studdert, 1974; Browning i Studdert, 1988; Staczek,
1990; Telford i sar., 1993). Gamaherpesvirusi se replikuju i ostvaruju latentnu infekciju
u limfoidnim tkivima (uglavnom T ili B limfocitima), medutim dokazano je da neki
virusi iz ove podfamilije imaju tropizam i prema fibroblastima, epitelnim i endotelnim
¢elijama (Roizman i sar., 1981; Kieff i Liebowitz, 1990; Drummer i sar., 1996).
Podfamilija Gammaherpesvirinae se prema novoj Kklasifikaciji deli na rodove
Lymphocryptovirus gde je svrstan Epstein-Barr virus (HHV-4) i Rhadinovirus gde se
nalaze govedi herpesvirus 4 (BoHV-4) i humani herpesvirus 8 (HHV-8) povezan sa
Kaposijevim sarkomom, kao i na dva novoformirana roda i to: Macavirus ciji je
predstavnik virus maligne kataralne groznice (AIHV-1) i Percavirus u koji su iz roda
Rhadinovirus zajedno sa herpesvirusom jazavaca (MusHV-1) premesteni i konjski

herpesvirusi 2 1 5 (Davison i sar., 2009).

Morfologija i genetika konjskih herpesvirusa
Uprkos velikom broju opisanih vrsta herpesvirusa, svi imaju zajednicke
karakteristike koje se odnose na morfologiju viriona, gradu genoma i bioloSke osobine

ukljucujuéi nacin replikacije u inficiranim celijama 1 sposobnost izazivanja latentne



infekcije u organzmima prijemcivih jedinki (Roizman i Pellett, 2001). Herpesvirusi su
morfoloski razli¢iti od svih drugih poznatih virusa. Virione pre¢nika u proseku 150 nm
(120 do 300 nm) okruzuje lipidni omota¢ sa velikim brojem imunoloski znac¢ajnih
glikoproteinskih peplomera koje imaju vaznu ulogu u procesu infekcije ¢elija domacina.
Virioni herpesvirusa se sastoje iz nukleokapsida ikosaedri¢ne simetrije sastavljenog iz
162 kapsomere koga okruzuje proteinski matriks — tegument (Slika 2). Smatra se da je
uloga tegumenta povezivanje kapsida i virusnog omotaca kao i da sluzi kao rezervoar
virusnih proteina neophodnih tokom inicijalne faze infekcije. Pored toga, veli¢ina zrelih
virusnih Cestica je varijabilna u zavisnosti od vrste herpesvirusa i zavisi upravo od
veli¢ine tegumenta. Unutar kapsida herpesvirusa nalazi se virusni genom u vidu
dvolan¢ane DNK od 125-290 kb (Batterson i Roizman, 1983; Pellett i sar., 1985; Spear,
1985; Roizman i Sears, 1993; Murphy i sar., 1999; Pellett i Roizman, 2006).

Omotac

Glikoproteini

e "%{/ omotaca

Slika 2. Grada herpesvirusa (Gryspeerdt, 2011)

Ustanovljene su velike razlike u sastavu, veli¢ini i organizaciji genoma
herpesvirusa: procentualni odnos parova guanina i citozina varira izmedu 32 i 74%, Sto
je viSe nego u okviru DNK svih eukariota; veli¢ina genoma herpesvirusa varira od 125
do 290 kb i organizacija genoma pojedina¢nih virusa je veoma raznolika (Murphy i sar.,
1999; Pellett i Roizman, 2006). Ponavljaju¢e DNK sekvence se javljaju na razliCitim

mestima u genomu herpesvirusa dele¢i ga pri tom na dva jedinstvena dela, odnosno na



jedinstveni kratki (Us) i jedinstveni dugacki segment (U ). Raspored i broj navedenih
unutras$njih (Ig) i terminalnih (Tgr) ponavljaju¢ih sekvenci se menja u zavisnosti od
pojave rekombinacija unutar i izmedu gena i uslovljava tolike razlike u veli¢inama
genoma pojedinaénih herpesvirusa (Roizman i Sears, 1996; Murphy i sar., 1999). Geni
herpesvirusa se u Sirem smislu mogu podeliti na gene koji kodiraju sintezu proteina
odgovornih za virusnu replikaciju (rane gene), gene koji kodiraju sintezu strukturnih
proteina virusa (kasne gene) i heterologne gene koji nisu klju¢ni za proces replikacije
herpesvirusa u ¢elijskim kulturama i nisu prisutni kod svih herpesvirusa (Murphy i sar.,
1999).

Virioni herpesvirusa sadrze preko 30 strukturnih proteina od kojih je 6 prisutno
u nukleokapsidu, a dva su direktno vezana za virusnu DNK. Glikoproteini herpesvirusa
kojih ima ukupno 12, nalaze se u sastavu virusnog omotaca (peplosa) odakle se vecina
projektuje u vidu peplomera. Glikoproteini herpesvirusa predstavljaju epitope koje
prepoznaju virus-neutralizujuca antitela. Navedeni glikoproteini B, C, D, E, G, H, I, K,
L, M, N (9B, ¢C, gD, gE, gG, gH, gl, gK, gL, gM, gN) i gp2 (gp300) imaju uloge u
adsorpciji i penetraciji virusa kao i u fuziji inficiranih ¢éelija i Sirenju virusa izmedu
¢elija (Turtinen i Allen, 1982; Welch i sar., 1992; Murphy i sar., 1999). U esencijalne
glikoproteine herpesvirusa spadaju gB, gD, gH, gK i gL koji su neophodni za proces
replikacije virusa u celijskoj kulturi, dok su preostali glikoproteini oznaceni kao
neesencijalni jer nisu potrebni za in vitro replikaciju virusa. Uprkos ¢injenici da se
neutralizuju¢a antitela stvaraju protiv svih glikoproteina, gB, gC 1 gD su
imunodominatni (O’Callaghan i Osterrieder, 2008; Azab i sar., 2010) Glikoproteini B,
H i L su konzervirani kod svih herpesvirusa i esencijalni za procese penetracije virusa i
fuzije sa membranom prijemc¢ivih celija domacina (Crabb i Studdert, 1995;
Subramanian i sar., 2007). Glikoprotein B EHV-1, kao i gB ostalih humanih i animalnih
herpesvirusa, ima ulogu u procesima penetracije virusa i celijske fuzije (Crabb i
Studdert, 1995; Wellington i sar., 1996). Glikoprotein C igra vaznu ulogu u ranoj fazi
infekcije 1 adsorpciji virusa na prijemcive celije, procesu oslobadanja viriona iz
inficiranih ¢elija, ali i kao receptor za C3 komponentu komplementa na povrsini celija
inficiranih EHV-1 (Crabb i Studdert, 1995; Huemer i sar., 1995; Osterrieder, 1999;
Azab i sar., 2010). Dokazano je da monoklonska antitela protiv gD sprecavaju

penetraciju virusa u prijemcive cCelije, a funkcija navedenog glikoproteina se dovodi u



vezu i sa fuzijom ¢elija tokom Sirenja virusa u ¢elijskoj kulturi (Whittaker i sar., 1992;
Crabb i Studdert, 1995; Csellner i sar., 2000; Van de Walle i sar., 2008). Glikoprotein G
ima imunomodulatornu funkciju, dok je gH vazan u Sirenju virusa izmedu prijem¢ivih
¢elija nezavisno od prisustva integrina (Azab i sar., 2012; Thormann i sar., 2012).
Glikoprotein gp2 ne poseduje analoga kod herpesvirusa drugih vrsta Zivotinja i ljudi,
odnosno zajednicki je konjskim herpesvirusima 1, 4 i 8 (herpesvirus magaraca 3) i
predstavlja jedan od najbrojnijih imunogenih glikoproteina u sastavu EHV-1 i EHV-4
(Crabb i Studdert, 1990; Crabb i sar., 1991). Dokazano je da je kod mutanata EHV-1 sa
delecijom gena koji kodira gp2 oslabljena sposobnost napustanja inficirane Celije, ali je
ocuvana sposobnost direktnog Sirenja virusa izmedu celija (Sun i sar., 1996; Rudolph i
Osterrieder, 2002).

Genomi EHV-1, EHV-4 i EHV-2 su kompletno sekvencirani, pri ¢emu su za
EHV-5 do 2015. godine bile prijavljene samo sekvence koje kodiraju sintezu
pojedinac¢nih glikoproteina (Telford i sar., 1992; Telford i sar., 1995; Telford i sar.,
1998; Holloway i sar., 1999; Dunowska i sar., 2000; Thorsteinsdottir i sar., 2010;
Wilkie i sar., 2015). Konjski herpesvirusi 1 i 4 poseduju istu konformaciju genoma, pri
¢emu se sa obe strane US segmenta nalaze identi¢ne ponavljajuce sekvence (unutrasnje
- Iz 1 terminalne -Tg) tako da se geni koji se nalaze u okviru ovih sekvenci ponavljaju
dva puta u genomu. Genom EHV-1 je veli¢ine 150 kilobaza (kb) i kodira 76 gena tj. 80
otvorenih okvira ¢itanja (eng. open reading frame; ORF) od kojih se 63 nalaze u okviru
U, segmenta, 9 u Us segmentu i po 4 u ponavljaju¢im segmentima (Ig i Tg). U Tabeli 1.
su prikazani neki znacajni geni EHV-1 i EHV-4 u korelaciji sa proteinima ¢iju sintezu

kodiraju i njihovom funkcijom (Telford i sar., 1998).



Tabela 1 Funkcije nekih gena konjskih herpesvirusa 1 i 4 (EHV-1 i EHV-4) i njihove

medusobne sli¢nosti

Gen Slicnost sekvence u
(ORF) Funkcija genomima EHV-11i
EHV-4
10 Protein virusnog omotaca 88%
11 Protein tegumenta 78%
16 gC 81,4%
22 Protein kapsida 91,8%
30 DNK polimeraza 88,3%
33 gB 89,6%
38 Timidin kinaza 88,9%
39 gH 85,7%
42 Protein kaps!da u sastavu heksona 96.4%
i pentona
43 Protein kapsida 94,6%
ji' Pakovanje virusne DNK 93,7%
52 gM 86,7%
57 Komponenta DNK helikaze 92,6%
62 gL 74,2%
68 Nepoznata funkcija 60%
70 gG 72,2%
71 gp2 61,1%
72 gD 76,6%
73 gl 74%
74 gE 85,4%
76 Protein tegumenta 54,9%

Konjski herpesvirus 4 poseduje nesto manji genom od 145 kb sa 79 otvorenih
okvira ¢itanja od kojih su 3 u duplikatu u okviru ponavljajuc¢ih sekvenci, odnosno 76
gena koji prema poziciji u potpunosti odgovaraju istim u genomu EHV-1. Procentualni
odnos parova guanina i citozina kod EHV-4 iznosi 50,5% u poredenju sa 56,7% kod
EHV-1. Stepen sli¢nosti aminokiselinskih sekvenci proteina EHV-1 i EHV-4 iznosi od
55 do 96% pri ¢emu su najmanja odstupanja utvrdena kod proteina koji su konzervirani
kod svih herpesvirusa sisara ukljucenih u replikaciju virusne DNK 1 formiranje kapsida.
Navedene proteine kodiraju geni 42 i 43 (proteini kapsida), 44 i 47 (uloga u pakovanju
virusne DNK) i 57 - komponenta DNK helikaze (Tabela 1.). Genomi oba navedena

virusa su sli¢ne veli¢ine 1 poseduju veliki broj homolognih sekvenci, medutim



predstavljaju genetski i fenotipski razlic¢ite viruse (Telford i sar., 1992; Telford i sar.,
1998; O’Callaghan i Osterrieder, 2008). Znacajne su razlike u sekvencama zabelezene u
delu gena 70 koji kodira sintezu glikoproteina G (gG), s obzirom da je isti imunolos§ki
veoma znacajan jer dovodi do sinteze specificnih antitela u organizmima inficiranih
konja (Crabb i Studdert, 1993). Na osnovu ovih saznanja napravljen je imunoenzimski
test - ELISA (eng. enzyme linked immunosorbent assay) ¢ija je primena po prvi put
omogucila diferencijaciju izmedu specificnih antitela protiv  EHV-1 i EHV-4 u
ispitivanim serumima konja (Crabb i Studdert, 1993; Crabb i sar., 1995).

Postoje velike razlike u virulenciji izmedu izolata EHV-1 i1 EHV-4.
Visokovirulentni sojevi EHV-1 kao §to su Ab4 i Army-183 su endoteliotropni, dovode
do pojave viremije i pobacaja, a posle eksperimentalne infekcije konja do pobacaja i
neuroloskog oboljenja. Drugi izolati, npr. V592 su slabije virulentni, sa manje izraZenim
endoteliotropizmom, dovode do niskih nivoa viremije i rede izazivaju teske klinicke
simptome karakteristi¢ne za visokovirulentne sojeve EHV-1. Navedeni sojevi se Cesto
koriste kao kontrole u radovima u kojima se ispituju neurovirulentni sojevi EHV-1
(Smith i sar., 2000; Tearle i sar., 2003; Stasiak i sar., 2015). Na primer, nukleotidne
sekvence sojeva EHV-1 Ab4 i V592 se razlikuju za 0,1% i to uglavnom na nivou
pojedina¢nih nukleotida. U okviru gena 68 (ORF68) EHV-1 je ustanovljen najveci
procenat varijacija (oko 2%) i iz navedenog razloga se isti koristi kao marker u
epizootioloskim studijama. Medutim, patogeni potencijal sojeva nije doveden u vezu sa
razli¢itim grupama sojeva EHV-1 koje se formiraju na osnovu navedenog markera
(Nugent i sar., 2006).

Konjski herpesvirusi 2 i 5 su genetski i antigenski razli¢iti od EHV-1 i EHV-4
pri ¢emu nije utvrdeno postojanje ukrStene reaktivnosti izmedu neutralizacionih antitela
protiv navedenih grupa virusa (Plummer i sar., 1973; Studdert., 1974; Browning i
Studdert, 1988; Agius i Studdert, 1994). Virusi iz podfamilije Gammaherpesvirinae se
morfoloski ne razlikuju od ostalih herpesvirusa, dok su genomi EHV-2 i EHV-5 nesto
veci nego kod EHV-1 i EHV-4 i iznose oko 184, odnosno 182 kb (Plummer i Waterson,
1963; Telford sar., 1995; Wilkie i sar., 2015). Genom EHV-2 se sastoji iz velike
centralne sekvence (149 kb) oivicene sa dve terminalne ponavljajuce sekvence i iz
nekoliko kratkih Iz na razli¢itim pozicijama pri ¢emu priblizno treéina sekvence

genoma navedenog virusa ne kodira sintezu proteina (Browning i Studdert, 1989;



Telford i sar., 1995). Broj funkcionalnih otvorenih okvira ¢itanja (ORF) iznosi 78 (jedan
se ponavlja u okviru Tr) u genomu EHV-2, odnosno 79 u genomu EHV-5. Pored toga,
terminalne ponavljaju¢e sekvence u genomu EHV-2 su znatno vece (17,5 — 18,3 kb)
nego u okviru genoma EHV-5 (10 kb). Konjski herpesvirusi 2 i 5 su na nivou genetskih
sekvenci, odnosno proteina slicni oko 60% (Agius i sar., 1992; Wilkie i sar., 1995;
O’Callaghan i Osterrieder, 2008).

Replikacija konjskih herpesvirusa; Liti¢ki i latentni ciklus infekcije

Replikacija herpesvirusa je najbolje proucena kod humanih herpesvirusa,
odnosno HSV-1 koji predstavlja model za izu¢avanje replikacije herpesvirusa drugih
vrsta. Smatra se da se virusi iz podfamilija Betaherpesvirinae i Gammaherpesvirinae
replikuju na sli¢an nacin samo sporije od predstavnika podfamilije Alphaherpesvirinae
(Murphy i sar., 1999). Jedan ciklus replikacije virusa (liti¢ki ciklus) traje oko 20 h
tokom kojih se sve odigrava navedenim redosledom: adsorpcija virusa na celijsku
membranu domacina, fuzija omotaca virusa sa Celijskom membranom i penetracija
virusa u citoplazmu celije, ulazak virusne DNK u jedro, replikacija virusne DNK,
sinteza virusnih proteina, sinteza kapsida virusa, napustanje Celijskog jedra, sticanje
spoljaSnjeg omotaca napuStanjem Ccelije 1 njena smrt. Tokom ovih faza infekcije,
transkripcija virusnih gena je postupno regulisana u 3 razli¢ite faze: prva rana (eng.
immediate early — IE), rana (eng. early — E) i kasna (eng. late — L), a u skladu sa tim se
razlikuju IE, E i L geni, odnosno proteini virusa (Murphy i sar., 1999; Stokes i sar.,
1996; Knopf, 2000). Produkti gena iz svake od navedenih faza imaju regulatorne uloge
koje, zajedno sa proteinima celije domacina, podsti¢u ekspresiju gena drugih faza
(Slater, 2014). Vezivanje EHV-1 i EHV-4 za c¢eliju domacina je posredovano
glikoproteinima B, C, D i ¢elijskim receptorima (npr. heparin sulfat) (Murphy i sar.,
1999; O’Callaghan i Osterrieder, 2008; Azab i sar., 2010; Azab i Osterrieder, 2012).
Ulazak EHV-1 u prijemcive ¢elije je kao i kod drugih herpesvirusa posredovan gD, dok
posle vezivanja glikoproteinskih peplomera virusa za receptore celija domacina,
nukleokapsid prodire u citoplazmu pomocéu fuzije virusnog omotaca i celijske
membrane ili endofagocitoze (Murphy i sar., 1999; Csellner i sar., 2000; Van de Walle i
sar., 2008; Azab i Osterrieder, 2012). Nukleokapsid se pomocu sistema mikrotubula
transportuje do pora ¢elijskog jedra gde se virusna DNK oslobada nukleokapsida i ulazi

U jedro prekidaju¢i pri tom mehanizme sinteze makromolekula c¢elije domacina



(Murphy i sar., 1999; Frampton i sar., 2010). Ekspresija ranih gena se odigrava pre
replikacije virusne DNK i u ovoj fazi se sintetiSu proteini kao $to su DNK polimeraza i
enzimi kao §to je timidin kinaza. Replikacija virusne DNK je zavisna od prisustva
virusne DNK polimeraze i otpoc¢inje posle oko 4 h, dok se pojava virusnih kapsida
zapaza ve¢ 6 h posle infekcije (Mettenleiter i sar., 2006; O’Callaghan i Osterrieder,
2008). Transkripcija virusnog genoma, replikacija virusne DNK i stvaranje kapsida se
odigravaju u jedru, medutim virusni proteini se sintetiSu u citoplazmi ¢elije domacina.
Transkripcija virusne DNK se odigrava uz pomo¢ celijske RNK polimeraze II i
kaskadno je regulisana kroz IE, E i L fazu (Caughman i sar., 1985; Murphy i sar., 1999).
Kasni geni se eksprimiraju kad otpocne replikacija DNK, a kodiraju sintezu strukturnih
komponenti viriona kao $to su proteini kapsida ili glikoproteini spoljasnjeg omotaca.
Sazrevanje viriona ukljuCuje enkapsidaciju virusne DNK prac¢enu napuStanjem celije
domacina i sticanjem spoljasnjeg omotaca. Posle translacije i ekspresije u citoplazmi
¢elije domacina kapsidni proteini ulaze u jedro gde se odvija enkapsidacija, dok se u
citoplazmi oko virusnih nukleokapsida dodaje najve¢i deo tegumenta. Za razliku od
proteina kapsida, glikoproteini virusnog omotaca se sintetiSu u endoplazmati¢nom
retikulumu ¢elije domacina. Zreli virioni se nakupljaju u vakuolama unutar citoplazme i
oslobadaju procesima egzocitoze ili citolize, a intranuklearna inkluziona telasca su
karakteristiéna pojava kod herpesvirusnih infekcija c¢elije (Murphy i sar., 1999;
Mettenleiter, 2002; Mettenleiter i sar., 2006).

infekcije koji predstavljaju dva nezavisna procesa. Posledica litickog ciklusa infekcije je
oslobadanje novih infektivnih viriona iz ¢elije, dok za uspostavljanje latentnog ciklusa
nije neophodna replikacija virusa. Latentnu infekciju karakteriSe prisustvo virusne DNK
u ¢elijskom jedru, a kaskadna transkripcija i translacija IE, E 1 L klasa gena je blokirana,
sa izuzetkom malog regiona u okviru IE gena §to rezultira ekspresijom transkripata
vezanih za latenciju (eng. latency-associated transcript - LAT) (Spivack i Fraser, 1988;
Chesters i sar., 1997; Borchers i sar., 1999). Pored toga, kod latentno inficiranih jedinki
nije moguc¢a detekcija virusnog gena 33 (ORF33) koji kodira sintezu gB (Allen i sar.,
2008). Tokom latentnog ciklusa infekcije, genom virusa se nalazi u cirkularnoj formi u
jedru inficiranih ¢elija. Latentno inficirane Celije ne eksprimiraju virusne antigene tako

da se ne mogu detektovati imunoloskim metodama. Neuroni kao i CD5+ i CD8+ T
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limfociti predstavljaju c¢elije u kojima EHV-1 i EHV-4 ostvaruju latenciju, dok su
konjski herpesvirusi iz podfamilije Gammaherpesvirinae ustanovljeni u B i T
limfocitima latentno inficiranih konja (Welch i sar., 1992; Edington i sar., 1994; Slater i
sar., 1994; Drummer i sar., 1996; Smith i sar., 1998; Borchers i sar., 1999; Pusterla i
sar., 2010). Nije poznat razlog neprekidne transkripcije LAT u neaktivnom virusnom
genomu pri ¢emu nijedna sekvenca navedenih gena nije znaajna za odrzavanje
latencije niti reaktivaciju virusa. Medutim, pretpostavlja se da LAT imaju ulogu u
preZivljavanju inficiranih neurona (Kent i sar., 2003). U cirkulaciji su latentno inficirani
limfociti retki i procenjeno je da se javljaju u udestanosti od 1 u 10% ili 10°> navedenih
¢elija, pri ¢emu im broj vremenom opada, a uvecava se prilikom reaktivacije virusa i/ili
pojave drugih infekcija. Smatra se da prisustvo EHV-2 dovodi do reaktivacije EHV-1 i
EHV-4 kod latentno inficiranih konja (Drummer i sar., 1996; Dunowska i sar., 1999;
Slater, 2014). Pretpostavlja se da je broj latentno inficiranih neurona stabilan s obzirom
da se radi o dugozive¢im c¢elijama i ne zna se da li ponovljeni ciklusi reaktivacije
herpesvirusa dovode do povecanja njihovog broja (Slater, 2014). Do reaktivacije
latentno prisutnih konjskih herpesvirusa dolazi usled delovanja stresogenih faktora kao
Sto su transport i druge infekcije ili posle aplikacije kortikosteroida (Edington i sar.,
1985; Gibson i sar., 1992a; Smith i sar., 1998; Patel i sar., 2005). Pretpostavlja se da na
povrsini latentno inficiranih limfocita i neurona dolazi do ekspresije virusnih proteina
koji omogucuju fuziju i direktno prenoSenje virusa izmedu celija. U periodicnim
ciklusima reaktivacije herpesvirusa virusi se prenose do epitelnih ¢elija respiratornog
trakta gde sticu spoljasnji omotac¢ i nastaju infektivni virioni koje ¢e neutralisati efektori
lokalnog imuniteta ili ¢e do¢i do ponovnog uspostavljanja produktivne infekcije sa
izlu¢ivanjem virusa u spoljasnju sredinu i njegovim posledi¢nim Sirenjem u populaciji
konja (Edington i sar., 1985; Allen i sar., 1998; Smith i sar., 1998; Murphy i sar., 1999).
Najveci broj prebolelih konja predstavljaju dozivotne latentne nosioce virusa. Latencija
1 reaktivacija predstavljaju kljucne mehanizme u epozootiologiji herpesvirusnih
infekcija konja zahvaljuju¢i kojima su navedeni virusi ubikvitarno prisutni u
populacijama prijem¢ivih zivotinja, pri ¢emu brojne studije pokazuju da vecina odraslih
konja tokom svog Zivota bude izlozena EHV-1, -2, -4 i -5 (Welch i sar., 1992; Edington
i sar., 1994; Slater i sar., 2014).
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Konjski herpesvirusi 1i4 (EHV-1i EHV-4)

Konjski herpesvirus 1 se u literaturi prvi put spominje u studiji Dimock i
Edwards (1932) koji su proucavali virusnu etiologiju pobacaja kobila, medutim
navedeni virus je klasifikovan kao herpesvirus i uspesno izolovan godinama kasnije
(Tajima, 1961; Saxegaard, 1966; Jackson i Kendrick, 1971). Prvu uspe$nu izolaciju i
identifikaciju EHV-1 u Srbiji izvrsili su Mihajlovi¢ 1 sar. (1987). Do 1981. godine se
smatralo da EHV-1 i EHV-4 predstavljaju dva podtipa EHV-1, nazivanog “virus
konjskog rinopneumonitisa” i “virus abortusa kobila” (Studdert i sar., 1981; Allen i
Bryans, 1986; Crabb i Studdert, 1996). Uprkos ¢injenici da je diferencijacija navedena
dva virusa izvrSena pomo¢u metode polimorfizama duZine restrikcionih fragmenata
(RFLP) jos 1981. godine, ovo Saznanje je zvani¢no prihvaceno tek 1992. godine
(Roizman i sar., 1992). Informacije dobijene pomo¢u metode sekvenciranja genoma

potvrduju da su EHV-1 i EHV-4 dva srodna, ali razliita virusa, sa slicno$éu

aminokiselinskih sekvenci izmedu 54,9% i 96,4% (Telford i sar., 1998).

Epizootiologija

Infekcije konjskim herpesvirusima 1 i 4 su endemski prisutne u populacijama
konja Sirom sveta, a vecina zivotinja se inficira tokom prve godine zivota (Allen i
Bryans, 1986; Reed i Toribio, 2004; Marenzoni i sar., 2008). Latentno inficirani konji
predstavljaju najvazniji rezervoar infekcije navedenim virusima. Konjski herpesvirusi 1
i 4 se u populaciji konja brzo Sire direktnim i indirektnim kontaktom (ingestijom ili
inhalacijom) i izluéuju se putem nosnog sekreta oko 3-4 nedelje posle primarne
infekcije, a prisutni su u velikim koli¢inama i u abortiranim fetusima i placenti. Uloga
aerosola u prenosenju ovih infekcija zavisi od koli¢ine oslobodenog infektivnog virusa,
klimatskih uslova, provetrenosti prostorija u kojima se konji nalaze kao i udaljenosti
medu Zivotinjama. Sirenje ovih infekcija indirektnim putem ima najveéi znadaj kod
konja koji se drze u malom ili zatvorenom prostoru, a od manje je vaznosti za
O’Callaghan i Osterrieder, 2008; Slater, 2014). U ogledu intranazalne vestacke infekcije
oglednih ponija, prisustvo EHV-1 je detektovano i u semenu pastuva koje moze
predstavljati izvor virusa i nakon prestanka viremije, odnosno 17 do 25 dana posle

infekcije (Tearle i sar., 1996). Do primarne infekcije dolazi u prvim nedeljama i
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mesecima zivota, a zdrebad se inficiraju u kontaktu sa kobilama koje izlucuju virus bez
pojave klinickih simptoma oboljenja (Gilkerson i sar., 1999a; Foote i sar., 2004).
Tokom prvih 6 do 8 meseci Zivota posle odlucenja, kod vecéine Zdrebadi se javljaju
rekurentne respiratorne infekcije izazvane EHV-4, pri ¢emu veliki broj takvih infekcija
prolazi nezapazeno (Allen i Bryans, 1986). Prisustvo infekcije konjskim herpesvirusom
1 zabelezeno je kod zdrebadi stare 30 dana, pri ¢emu su izvor infekcije predstavljale
kobile u laktaciji, a dalje Sirenje virusa se odvijalo direktnim kontaktom medu
Zdrebadima pre odluc¢enja (Gilkerson i sar., 1998; Gilkerson i sar., 1999a; Gilkerson i
sar., 1999b). Konji kod kojih usled dejstva stresa ili drugih infekcija periodi¢no dolazi
do reaktivacije latentno prisutnih virusa predstavljaju izvor infekcije u populaciji (Slika
3). Navedeni periodi reaktivacije uglavnom proti¢u asimptomatski, §to je znacajan
mehanizam odrzavanja endemskih ciklusa infekcije i iznenadne pojave oboljenja u
zatvorenim populacijama konja (Burrows i Goodridge, 1984; Gilkerson i sar., 1999a;
Patel i Heldens 2005; Pusterla i sar., 2010; Slater i sar., 2014). Medutim, postoje
pretpostavke i da Sirenje EHV-1 u populacijama odraslih konja uglavnom prate klinicki
manifestni  simptomi  (respiratorni  poremecaji, abortusi ili  herpesvirusna
mijeloencefalopatija - EHM) (Wang i sar, 2007; Pusterla i sar., 2008; Lunn i sar., 2009).
Infekcije izazvane EHV-1 i EHV-4 karakteriSe rana infekcija velikog broja mladih
konja i visoka prevalencija latentno inficiranih grla koja predstavljaju stalan izvor virusa

za nove generacije konja (Slater, 2014).
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Latentno inficiran konj /
/ Stres

Uspostavljanje Reaktivacija
latentne infekcije virusa

!

Infekcija zdrebadi/odraslih konja

Sirenje infekcije u populaciji konja

Slika 3. Sirenje infekcije konjskim herpesvirusima 1 i 4 u populaciji konja

Konjski herpesvirus 1 predstavlja jedan od najvaznijih uzro¢nika abortusa
gravidnih kobila, dok se EHV-4 najées¢e dovodi u vezu sa respiratornim oboljenjima
mladih konja. Uprkos ¢injenici da oba virusa izazivaju respiratorno oboljenje, pobacaje
I mijeloencefalopatiju, EHV-4 se veoma retko dovodi u vezu sa pojavom neuroloskih i
reproduktivnih poremecaja (Allen i Bryans, 1986; Crabb i Studdert, 1995; Van Maanen
i sar., 2000a; Slater, 2014). Dokazano je da EHV-4 u jako malom broju slucajeva
dovodi do pojave abortusa ili mijeloencefalopatije i u tom smislu se smatra manje
znacajnim uzro¢nikom od EHV-1. Medutim, navedeni virus predstavlja veoma znacajan
patogen zdrebadi i omadi kod kojih jako cCesto izaziva oboljenja gornjih partija
respiratornog trakta (Allen i Bryans, 1986; Van Maanen, 2001a). Infekcije izazvane
konjskim herpesvirusom 1 imaju veliki ekonomski znacaj u konjarstvu. Sporadi¢ne

pojave respiratornog oboljenja pra¢ene povisenom telesnom temperaturom kod mladih
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konja dovode do prekida u treningu trkackih grla ili smanjene radne sposobnosti. S
druge strane, pobacaji koji se uglavnom javljaju tokom tre¢eg trimestra graviditeta
predstavljaju jo§S vece ekonomske gubitke. Medutim, pojava mijeloenecfalopatije
dovodi do teskih klini¢kih komplikacija koje se Cesto letalno zavrSavaju, dok utroSena
sredstva za terapiju bolesnih grla, ogranicenja vezana za parenje, prodaju i transport
obolelih i rekovalescentnih konja nanose velike Stete ergelama (USDA, 2007; Lunn i
sar., 2009). Pojava pobacaja ili neuroloskog oboljenja kod konja mogu biti posledice
lokalne reaktivacije latentno prisutnog virusa kao na primer u krvnim sudovima
materice, placente ili centralnog nervnog sistema (CNS) C¢iji je ishod infekcija
endotelnih ¢elija sa posledicnom trombozom i ishemijom. U navedenim situacijama do
oboljenja dolazi i bez prethodne pojave klinickih simptoma, viremije ili izlu¢ivanja
virusa putem nosnog sekreta (Smith i sar., 1996; Smith i sar., 1997; Smith i Borchers,
2001). Pobacaji izazvani EHV-1 se javljaju kao pojedinac¢ni slucajevi, ali i u vidu
epizootija kod veceg broja kobila na odredenom podruc¢ju (Mumford, 2001; Van
Maanen i sar., 2000b; Turan i sar., 2012). Samo odredeni sojevi EHV-1 imaju
neurovirulentni potencijal, tako da uprkos Cinjenici da je navedeni virus ubikvitarni
patogen konja, pojave oboljenja sa neuroloskim simptomima su ranijih godina relativno
retko belezene (Wilson, 1997; Murphy i sar., 1999). Novija ispitivanja genoma EHV-1
su pokazala da je supstitucija adenina (A) guaninom (G) na poziciji 2254 gena virusne
DNK polimeraze (koju kodira ORF 30 genetski fragment) povezana sa pojavom
neuroloskog oboljenja kod inficiranih konja (Nugent i sar., 2006; Leutenegger i sar.,
2008; Van de Walle i sar., 2009). Navedena nukleotidna supstitucija dovodi do zamene
asparagina (N) asparaginskom kiselinom (D) na poziciji 752 u okviru DNK polimeraze
EHV-1 tako da se neurovirulentni sojevi u literaturi obelezavaju kao Dr7s; EHV-1
(Nugent 1 sar., 2006). lzolati EHV-1 poreklom od konja sa neuroloskom formom
oboljenja uvek pripadaju D7s; genotipu, medutim, pojava ove mutacije je zapazena i kod
obolelih konja sa respiratornim simptomima ili u slu¢ajevima pojave abortusa. Ovakvi
sojevi uglavnom poseduju dodatne mutacije u drugim delovima ORF30 gena (Pronost i
sar.,, 2010; Smith i sar., 2010; Pronost i sar., 2011; Smith i sar., 2012). Mnoge
retrospektivne studije su potvrdile prisustvo ovih sojeva u populaciji konja ve¢ dugi niz
godina, dok su rezultati skorijih epizootioloskih ispitivanja herpesvirusnih infekcija

konja ukazali na porast prevalencije nervne forme oboljenja izazvane neurovirulentnim
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sojevima EHV-1 u celom svetu, pri ¢emu se smatra da ¢e navedeni oblik oboljenja u
bliskoj buduénosti predstavljati ozbiljan problem (USDA, 2007; Malik et al., 2010;
Pronost i sar., 2010; Smith i sar., 2010; Fritsche i Borchers, 2011; Gryspeerdt i sar.,
2011; Yilmaz i sar., 2012; Costa i sar., 2015; Stasiak i sar., 2015; McFadden i sar.,
2016; Negussie i sar., 2017).

Patogeneza

Osnovna razlika u patogenezi oboljenja izazvanih sa konjskim herpesvirusima 1
i 4 je sto infekcija EHV-1 dovodi do sistemske viremije koja uzrokuje pojavu abortusa
1/ili neuroloske poremecaje. S druge strane, infekcija EHV-4 u najve¢em broju slucajeva
ostaje vezana za tkiva gornjih partija respiratornog trakta (O’Callaghan i Osterrieder,
2008). Gornje partije respiratornog trakta predstavljaju vrata infekcije za oba virusa, pri
¢emu se primarna replikacija odigrava u ¢elijama respiratornog epitela i regionalnim
limfnim ¢vorovima gde se virus moze detektovati posle 24 do 48 h od infekcije. Period
viremije koji karakteriS$e umnozavanje EHV-1 u leukocitima traje najmanje 14 dana
(Allen i Bryans, 1986; Kydd i sar., 1994; van Maanen, 2002; Allen i sar., 2004; Lunn i
sar., 2009). U isto vreme, EHV-1 prelazi u neurone trigeminalnog nerva, a detektuje se
u trigeminalnom ganglionu posle 48 h od infecije gde isto kao i EHV-4, uspostavlja
latenciju (Slater i sar., 1994; Borchers i sar., 1997) (Slika 4).
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Slika 4. Patogeneza infekcija izazvanih konjskim herpesvirusima 1 i 4

(www.cuteri.eu/lezioni/equine_herpesvirus.pdf)

Tokom viremije EHV-1 perzistira u neinfektivnoj formi u leukocitima sve do
trenutka aktivacije pri ¢emu vecina inficiranih leukocita ne eksprimira virusne antigene
na svojoj povrSini, a CD8+ T limfociti i B limfociti su najces¢e inficirane celije
(Gleeson i Coggins, 1980; van der Meulen et al., i sar., 2006; van der Meulen i sar.,
2003; Wilsterman i sar., 2010). Usled pojave viremije prisustvo virusa se moze dokazati
i u mnogim tkivima organizma u kojima pri tom ne dovodi do pojave patoloskih
promena. S obzirom da je viremija vezana za leukocite, EHV-1 se retko moze
detektovati slobodno u cirkulaciji (Wilsterman i sar., 2011; Slater, 2014). Prelazak
EHV-1 iz leukocita u endotelne ¢elije tokom viremije dovodi do replikacije virusa i
posledi¢nog oStecenja krvnih sudova, odnosno organa koje vaskularizuju. Infekcija
endotelnih ¢elija pupCane vrpce najverovatnije predstavlja putanju diseminacije EHV-1
u fetalna tkiva. Dalje Sirenje virusa sa posledicnim vaskulitisom, trombozom,
infekcijiom kotiledona i ishemi¢nim oStecenjima endometrijuma sa replikacijom EHV-1

u tkivima fetusa dovodi do pobacaja. Navedeni mehanizam dovodi do pobacaja i posle
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primarne infekcije, odnosno prilikom reaktivacije virusa latentno prisutnog u
leukocitima (Edington i sar., 1991; Smith 1 sar.,, 1993). EHV-1 moze proci
uteroplacentarnu barijeru kod gravidnih kobila, pri ¢emu se prisustvo virusa moze
utvrditi i u pobacenom fetusu. U slu¢aju da dode do transplacentarne infekcije u kasnom
stadijumu graviditeta, radaju se ziva zdrebad koja naj¢es¢e uginu u prvim danima zivota
usled teske intersticijalne pneumonije, dok kod pobacaja do 6. meseca dolazi do autolize
fetusa (Doll i Bryans 1962; Smith i sar., 1992; Smith i sar., 1993; Crabb i sar., 1996). U
najvecem broju slucajeva virus se moze izolovati direktno iz fetalnih tkiva, ali u nekim
situacijama infekcija moze da bude ograni¢ena samo na placentu (Smith i sar., 2004).
Endotelne ¢elije materice su osetljivije na infekciju konjskim herpesvirusom 1 kod
visoko gravidnih kobila u poredenju sa ranijim fazama graviditeta i iz navedenog
razloga do pobacaja dolazi najcesce u periodu od 6. do 11. meseca gestacije (Bryans,
1978; Slater, 2014). Ispitivanja su pokazala da nivoi fibrinogena i faktora koagulacije
kod gravidinh kobila postepeno rastu od sredine gestacionog perioda do porodaja §to
doprinosi pojavi tromboze u inficiranim endometrijalnim endotelnim ¢elijama koja
moze dovesti do pobacaja u poslednjoj treéini graviditeta (Gentry i sar., 1992).
Adhezioni molekuli na povrSini endotelnih ¢elija 1 leukocita igraju znacajnu ulogu u
infekciji vaskularnog endotela, a njihova ekspresija u uterusu se dovodi u vezu sa
hormonskim promenama tokom graviditeta (Smith i sar., 2001). Za razliku od drugih
neurotropnih virusa iz podfamilije Alphaherpesvirinae koji dovode do pojave
encefalitisa, EHV-1 do patoloskih promena u nervnom tkivu dovodi oSteéenjem
vaskulature, odnosno usled izrazenog endoteliotropizma virusa (Edington i sar., 1986;
Thein i sar., 1993; Wilson, 1997). Sli¢no promenama u krvnim sudovima materice,
lezije u centralnom nervnom sistemu (CNS) koje izazivaju nervne poremecaje kod
obolelih konja se karakteriSu fokalnim vaskulitisom, hemoragijama i trombozom, pri
¢emu dolazi do pojave fokalne aksonske i mijelinske degeneracije (Platt i sar., 1980;
Nowotny, 1987; Allen i sar., 2004). Siva i bela masa ki¢mene mozdine su najcesce
zahvacene diseminovanim ishemi¢nim nekroti¢nim promenama koje se rede zapazaju u
delovima mozdanog stabla. Medutim, pokazano je da neki sojevi EHV-1 imaju
sposobnost umnozavanja u neuronima 1 glija ¢elijama posle intracerebralne inokulacije
eksperimentalnim miSevima, pri ¢emu je zapazeno 1 uspostavljanje latentne infekcije u

neuronima (Nowotny i sar., 1987; Marshall i Field, 1997). Pored toga, posle
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eksperimentalne infekcije ponija odredenim sojevima EHV-1 zapazena je pojava
neuronskih lezija kao posledica neurotropizma navedenih virusa, medutim, virus se
retko izoluje iz nervnog tkiva (Slater i sar., 1992; Schultheiss i sar., 1997). Uprkos
Cinjenici da je viremija uobicajena kod infekcije EHV-1, ne dolazi uvek do razvoja
EHM, odnosno prelaska virusa u endotel CNS (Goehring i sar., 2006; Slater, 2014).
Faktori od kojih zavisi razvoj EHM jo$ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni. Smatra se da
D75, sojevi dovode do opseZnije i dugotrajnije viremije (Allen i sar., 2006; Goodman i
sar., 2007; Allen, 2008), a pobacaji izazvani infekcijom konjskim herpesvirusom 1 se
najcesc¢e dovode u vezu sa Nys; sojevima navedenog virusa (Nugent i sar., 2006).
Faktori zavisni od domacina i okoline koji se dovode u vezu sa EHM su takode slabo
opisani. Stariji konji su podlozniji razvoju neuroloskih simptoma, tako da je moguce da
imunoloski status jedinke igra ulogu u patogenezi EHM (Goehring i sar., 2006; Paillot i
sar., 2007; Allen, 2008).

U poredenju sa EHV-1, EHV-4 poseduje nizi afinitet prema endotelnim
¢elijama, a prilikom infekcije ve¢inom sojeva ovog virusa U uglavnom ne dolazi do
pojave viremije (Whitwell i sar., 1994). Pored toga, izlu¢ivanje EHV-4 u spoljasnju
sredinu putem nosnog sekreta obolelih konja je kratkotrajnije nego u slucaju infekcije
konjskim herpesvirusom 1 (Pusterla i sar., 2005; Hussey i sar., 2006). Ta¢na patogeneza
infekcija konjskim herpesvirusom 4 nije u potpunosti poznata pri ¢emu se sli¢nosti sa
infekcijom konjskim herpesvirusom 1 ogledaju u ranoj fazi infekcije respiratornog
trakta i regionalnih limfnih ¢vorova kao i u mestima organizma gde navedena dva
virusa ostvaruju latenciju (trigeminalne ganglije i odredene subpopulacije T limfocita)

(Welch i sar., 1992; Borchers i sar., 1997).

Klini¢ka sllika

Klinicki sindromi infekcije konjskim herpesvirusima 1 1 4 imaju sli¢nosti u
odredenim segmentima. Oba virusa izazivaju pojavu respiratornog oboljenja, pobacaja i
neuroloskog oboljenja, medutim EHV-1 se dovodi u vezu sa sva tri sindroma, a EHV-4

uglavnom dovodi samo do pojave respiratorne infekcije konja (Slater, 2014) (Slika 5).
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Slika 5. Klini¢ki simptomi infekcije konjskim herpesvirusom 1: A — respiratorno
oboljenje; B-neurolosko oboljenje; C-radanje slabovitalne Zzdrebadi; D-pobacaj
(Gryspeerdt, 2011; Slater, 2014).

Infekcija Zzdrebadi virulentnim sojevima EHV-1 se karakteriSe klinicki
aparentnim respiratornim oboljenjem pracenim depresijom i anoreksijom, a kratak
period inkubacije od oko 1 dan prati bifazno povisSenje telesne temperature (39 do 41
°C) 1-2 i 6-7 dana posle infekcije (Gibson i sar., 1992a; Gibson i sar., 1999b;
O’Callaghan i Osterrieder, 2008). U nekim sluc¢ajevima period inkubacije moze trajati
do 10 dana. Na samom pocetku toka bolesti javlja se serozni iscedak iz nosa sa jakim
konjunktivitisom, pri ¢emu usled sekundarne bakterijske infekcije nosni iscedak dobija
mukozni do mukopurulentni karakter. Javlja se i progresivna limfadenopatija najéesce
submandibularnih i retrofaringealnih limfnih ¢vorova, a karakteristiCna je pojava
limfopenije i neutropenije koje pre pada telesne temperature smenjuje limfocitoza
(Gibson i sar., 1992a; O’Callaghan i Osterrieder, 2008; Kapoor i sar., 2014). Za razliku
od infekcije virusom influence konja, herpesvirusne infekcije ne karakteriSe izrazen
kasalj. Kod starijih konja, ukoliko nisu imunoloski kompromitovani, respiratorna
infekcija moze biti asmptomatska i takve zivotinje predstavljaju kliconose (Goehring i

sar., 2005; O’Callaghan i Osterrieder, 2008; Slater, 2014). Po oporavku od respiratorne
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forme oboljenja izazvane EHV-1 ili EHV-4, kod nekih konja moze do¢i do slabljenja
radne sposobnosti, ali se obolele zivotinje uglavnom u potpunosti oporavljaju
(O’Callaghan i Osterrieder, 2008; Slater, 2014).

Opisana je nova forma EHV-1 infekcije kod mladih konja ozna¢ena kao plué¢ni
vaskulotropni oblik oboljenja. U navedenim slucajevima dolazi do replikacije virusa u
endotelnim ¢elijama krvnih sudova pluca, a zabelezeni su klini¢ki simptomi teSkog
oboljenja distalnih partija respiratornog trakta uglavnom praceni smrtnim ishodom.
Navedenu formu oboljenja karakteriSe vaskulitis Sa posledi¢nim hemoragijama i
edemom plucda, a antigen EHV-1 se moze detektovati u jedru i citoplazmi inficiranih
¢elija (Del Piero i sar., 2000; Del Piero i Wilkins, 2001).

Gravidne kobile inficirane konjskim herpesvirusom 1 uglavnom abortiraju u
poslednjoj tre¢ini graviditeta (od 8. do 11. meseca) bez prethodne pojave drugih
klinickih simptoma, dok inficirana zdrebad uginu u prvim danima zivota (Gleeson i
Coggins, 1980; Smith i sar., 1992; Giles i sar., 1993; Patel i Hledens, 2005;
O’Callaghan i Osterrieder, 2008). Do pobacaja uglavnom dolazi za 2 do 12 nedelja od
infekcije u kasnijem stadijumu graviditeta, pri ¢emu ne dolazi do oStecenja
reproduktivnog trakta obolelih kobila. Vecina kobila se posle herpesvirusnog pobacaja
oporavlja i zdrebi normalno naredne godine. Retka je pojava dva vezana herpesvirusna
pobacaja, medutim svaki naredni graviditet kod latentno inficirane jedinke nosi veci
rizik. Obolela zdrebad se radaju ziva, ali obole najkasnije 1 do 2 dana nakon rodenja sa
teSkim simptomima progresivne pneumonije, pri ¢emu kod ovako rodenih jedinki ubrzo
dolazi do hipoksije i smrti. Zdrebad koja preZive vise od 2 do 3 dana oboljevaju od
sekundarne bakterijske pneumonije, ali uglavhom uginu za 10 do 14 dana usled
komplikacija respiratornog oboljenja i teske leukopenije (Perkins i sar., 1999; Slater,
2014).

Oboljenje pastuva inficiranih konjskim herpesvirusom 1 se karakteriSe razvojem
skrotalnog edema, smanjenim libidom, redukcijom kvaliteta sperme, kao 1 izlu¢ivanjem
inficiranih leukocita u seme koji se detetktuju i 3 nedelje posle infekcije (Tearle i sar.,
1996; Walter i sar., 2012).

Manninger (1949) je prvi opisao pojavu neuroloskih simptoma kod konja tokom
ispitivanja patogeneze virusnog pobacaja kobila, pri ¢emu je EHV-1 izolovan iz

klinickih sluc¢ajeva mijeloencefalitisa konja godinama kasnije (Saxegaard, 1966;
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Jackson i Kendrick, 1971). Herpesvirusni mijeloencefalitis konja predstavlja najtezi
sindrom koji se primarno dovodi u vezu sa EHV-1, a rede sa infekcijom konjskim
herpesvirusom 4. Neuroloski simptomi su posledica ishemi¢nih o$te¢enja nervnog tkiva
koja u zavisnosti od zahvacenog predela CNS dovode do pojave mijelopatije,
encefalopatije ili mijeloencefalopatije (Slater, 2014). Pojava EHM se ne dovodi u vezu
sa faktorima zavisnim od pola, uzrasta ili graviditeta (Greenwood i Simson, 1980).
Klini¢ki simptomi se javljaju pred sam kraj viremi¢ne faze infekcije (izmedu 6. 1 10.
dana), medutim inkubacioni period moze trajati i samo jedan dan. Pojavi neuroloskih
simptoma oboljenja, sli¢no kao i u slucaju pojave pobacaja, ne prethode nikakvi klinicki
simptomi izuzev porasta telesne temperature (Jackson i sar., 1977; Goehring i sar.,
2010; Burgess i sar., 2012). Klinicke manifestacije neuroloskih simptoma variraju u
zavisnosti od veli¢ine 1 lokalizacije zahvacenog predela CNS pri ¢emu SU u najve¢em
broju slucajeva patoloSke promene ustanovljene u kaudalnim segmentima ki¢émene
mozdine i sakralnim ganglijama, ali su zabeleZeni i slucajevi akutne paralize sa brzim
letalnim ishodom izazvane promenama u velikom mozgu. Klini¢ki simptomi se javljaju
u vidu privremene ataksije i pareze do potpune paralize pri ¢emu su zahvacene
uglavnom zadnje noge, a moguca je i pojava kvadriplegije. Usled oStec¢enja sakralnih
nerava dolazi do disfunkcije mokra¢ne besike sa posledicnom atonijom i urinarnom
retencijom ili inkontinencijom, kao 1 oStecenjem funkcije povrSinskih senzornih nerava
perineuma i zadnjih udova. Prognoza kod konja koji su u leze¢em polozaju je losa usled
razvoja miopatije, hipostatske pneumonije, rupture mokraéne besike itd. i takve
Zivotinje se najceS$¢e eutanaziraju (Jackson i sar., 1977; Van Maanen i sar., 2001b;
Stierstorfer i sar., 2002; Studdert i sar., 2003; Goehring i sar, 2005, Slater, 2014).

Terapija i profilaksa

Terapija obolelih konja sa simptomima respiratornog oboljenja u najve¢em broju
slu¢ajeva obuhvata primenu antibiotika Sirokog spektra u cilju spre¢avanja komplikacija
usled sekundarne bakterijske infekcije. Kontrola infekcija izazvanih konjskim
herpesvirusima 1 i 4 u populaciji konja podrazumeva izolaciju i stavljanje obolelih grla
u karantin uz primenu strogih biosigurnosnih mera. S obzirom da vecina vakcina protiv
EHV-1 i EHV-4 ne daje zadovoljavaju¢e rezultate, najvazniji korak u prevenciji
navedenih infekcija predstavlja svakodnevna adekvatna nega i briga o Zivotinjama,

smanjenje uticaja stresa kao i spreavanje bliskog kontakta velikih grupa konja (van
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Maanen, 2002; O’Callaghan i Osterrieder, 2008). Konjski herpesvirusi u spoljasnjoj
sredini uglavnhom opstaju manje od 7 dana, a osetljivi su na uticaj toplote i
dezinficijenasa pomoc¢u kojih se lako inaktivisu (Doll i sar., 1959). Terapija
herpesvirusnih infekcija konja je uglavnom simptomatskog karaktera, s obzirom da
antivirusna terapija aciklovirom daje nekonzistentne rezultate i da su potrebne vece
doze da bi se potencijalno postigao Zeljeni terapijski efekat Sto nije ekonomski isplativo
(Friday i sar., 2000; van der Meulen i sar., 2003; Garré i sar., 2007). Postabortivne
komplikacije kod kobila su retke, tako da terapija u navedenim slucajevima nije
neophodna i sporovode se samo preventivne mere u cilju spre¢avanja kontaminacije Sire
okoline virusom, odnosno infekcije drugih konja (Goulden i sar., 1989; Slater, 2014).
Konjima sa neuroloskim simptomima je potrebna intenzivna nega, a u sluc¢aju pojave
ataksije 1 nemogucnosti stajanja potrebno je odrZavati zivotinju u sternalnom polozaju
sa dostupnom hranom i vodom. S obzirom da je upotreba kortikosteroida u terapiji
EHM kontraindikovana, obolelim konjima se aplikuju drugi antiinflamatorni lekovi kao
sto je dimetil sulfoksid (DMSO) ili nesteroidni antiiinflamatorni lekovi kao §to je
fluniksin. Oporavak je uglavnom kompletan nakon nekoliko meseci, pri ¢emu je
prognoza nepovoljna kod jedinki koje u lezecem provedu polozaju vise od 24h (Slater i
sar., 1994; Friday i sar., 2000; Slater, 2014). Pored adekvatne terapije, oboleli konji
moraju biti izolovani od ostalih Zivotinja tokom najmanje 14 dana od pojave klini¢kih
simptoma u cilju spreavanja Sirenja virusa putem aerosola, ali i indirektno preko hrane,
vode ili opreme (Goehring i sar., 2010).

Konjski herpesvirus 1 predstavlja jedan od najvaznijih uzrocnika respiratornih
infekcija, pobacaja i neuroloskih poremecaja konja Sirom sveta uprkos upotrebi velikog
broja komercijalnih vakcina (Allen i sar., 1999; Kydd i sar., 2006). Postoji veliki broj
vakcina protiv infekcija izazvanih konjskim herpesvirusom 1 i/ili konjskim
herpesvirusom 4, kao S§to su: modifikovane zive vakcine (npr. Rhinomune i
Prevaccinol), inaktivisane vakcine (npr. Pneumabort K i Prestige), inaktivisane
polivalentne vakcine (npr. Innovator, Resequin i Duvaxyn;,) i subjedini¢ne vakcine
(npr. Cavalon IR). Vecina navedenih vakcina moze dovesti do nezeljenih efekata kao
Sto su lokalne reakcije na mestu aplikacije imunogena, izostanak ocekivanog
imunoloSkog odgovora zastitnog karaktera ili ako su u pitanju Zive atenuisane, 0dnosno

modifikovane vakcine postoji rizik od povratka virulencije vakcinalnog soja virusa
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njegovim retrogradnim pasazama kroz prijemc¢ive jedinke (O’Callaghan i Osterrieder,
2008). Vakcinacija se uglavnom sporovodi kod trkackih i visoko vrednih grla u svrhu
smanjenja duzine trajanja viremije kao i perioda izlu¢ivanja virusa iz organizma, S
obzirom da nijedna komercijalna vakcina nije pokazala dovoljnu efikasnost u
sprecavanju pojave infekcije izazvane konjskim herpesvirusom 1 (Kapoor i sar., 2014).
Kobile se vakcinisu u 3., 5., 7. 1 9. mesecu graviditeta da bi se sprecila eventualna
pojava pobacaja, dok se konji u cilju zastite od respiratornog oboljenja, odnosno
rinopneumonitisa vakcinisu svakih 3 do 6 meseci (O’Callaghan i Osterrieder, 2008).
Programom mera zdravstvene zaStite zivotinja koji se svake godine sprovodi u
Republici Srbiji i €iji je cilj zdravstvena zastita zivotinja od pojedinih zaraznih bolesti,
nije predvidena obavezna vakcinacija konja protiv herpesvirusnih infekcija
(rinopneumonitisa i virusnog abortusa konja) i ista se sprovodi u skladu sa
epizootioloskom situacijom u pojedinim podrué¢jima i zapatima. Komercijalno dostupna
inaktivisana vakcina Duvaxyn EHV; 4 dovodi do smanjenja inteziteta i pojave klini¢kih
simptoma oboljenja, kao i trajanja izlu€ivanja virusa u spoljasnju sredinu, a pored toga
zapazena je smanjena ucestanost pojave abortusa kod gravidnih kobila. Uprkos tome,
vakcinacija konja u terenskim uslovima ne sprecava cirkulaciju EHV-1 i EHV-4 u
populaciji konja (Foote i sar., 2006). Vakcine protiv EHV-1 dovovde do smanjenja
ucestanosti pojave klini¢kih manifestacija infekcije kao $to su respiratorno oboljenje ili
pobacaji, medutim nijedna dostupna vakcina ne pruza zastitu od neuroloske forme

oboljenja (Kapoor i sar., 2014).

Konjski herpesvirusi 25 (EHV-2 i EHV-5)

Konjski herpesvirusi 2 i 5 su endemski prisutni u populacijama konja u celom
svetu (Torfason i sar., 2008; Ataseven i sar., 2010; Negussie i sar., 2017), medutim
njihovo prisustvo u Srbiji nikada nije dokumentovano. Navedeni herpesvirusi su
antigenski srodni, a ¢esto se zajedno detektuju u okviru mesanih infekcija (Nordengrahn
I sar., 2002; Torfason i sar., 2008; Negussie i sar., 2017). Soj LK konjskog herpesvirusa
2 je 1962. godine izolovan iz sekreta respiratornog trakta zdrebeta i predstavlja prvi
izolovani gamaherpesvirus konja (Plummer i Waterson, 1963). U literaturi koja datira iz
perioda pre 1987. godine, EHV-2 je klasifikovan kao betaherpesvirus i nije pravljena
razlika izmedu EHV-2 i EHV-5 (Roizman i sar., 1981; Browning i Studdert, 1987a;

Browning i Suddert, 1989). Konjski herpesvirus 5 nije mogao da se razlikuje od
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heterogene grupe izolata EHV-2 sve do pocetka primene molekularnih metoda u svrhu
proucavanja infekcija navedenim virusima (Browning i Studdert, 1987b; Agius i sar.,
1992; Reubel i sar., 1995; Rizvi i sar., 1997). Pomenuti virusi predstavljaju dva
razlicita, ali srodna herpesvirusa konja sa slicnos¢u aminokiselinskih sekvenci od 60%

(Telford i sar., 1993; Agius i Studdert, 1994).

Epizootiologija

Mnoga ispitivanja su pokazala da je veliki broj konja Sirom sveta latentno
inficiran konjskim gamaherpesvirusima, pri ¢emu se Cesto javljaju i produktivne
infekcije epitelnih celija nazofarinksa, konjuntive i kornee konja kao stalan izvor
infekcije za zdrebad, odnosno za nove generacije zivotinja uprkos postojanju pasivnog
imuniteta poreklom od majke (McGuire i sar., 1974; Wilks i Studdert, 1974; Fu i sar.,
1986; Browning i Studdert, 1987b; Murray i sar., 1996; Torfason i sar., 2008).
Epizootiologija EHV-2 i EHV-5 se karakteriSe infekcijom mlade zdrebadi sa
nespecifi¢nim klinickim manifestacijama oboljenja 1 doZivotnom latentnom infekcijom
sa sporadi¢nim ciklusima reaktivacije virusa tokom kojih se velika koli¢ina infektivnog
virusa izluéuje u spoljasnju sredinu, a odrasle uglavnom asimptomatski inficirane
jedinke predstavljaju rezervoar infekcije (Wilks i sar., 1974; Browning i Studdert,
1987b; Browning i Studdert, 1988; Edington i sar., 1994; Murray i sar., 1996; Borchers
i sar, 1997; Allen i Murray, 2004). Do infekcije Zzdrebadi konjskim herpesvirusom 2
dolazi ve¢ u prvih 25 — 30 dana Zivota, dok do infekcije konjskim herpesvirusom 5 u
najveem broju slucajeva dolazi nesto kasnije, pri ¢emu je prisustvo oba navedena
virusa ustanovljeno u leukocitima zdrebadi u prvih 6 meseci zivota (Fu i sar., 1986;
Murray i sar., 1996; Nordengrahn i sar., 2002; Bell i sar., 2006a). Zdrebad izlu¢uju vece
koli¢ine EHV-2 od odraslih konja, pri ¢emu prevalencija infekcije navedenim virusom
znatno opada u uzrastu od oko 9 meseci, a §to se podudara sa periodom povecanja titra
specifi¢nih antitela u krvnom serumu ovih zivotinja (Fu i sar., 1987; Nordengrahn i sar.,
2001; Marenzoni i sar., 2007; Hartley i sar., 2013). Prevalencija infekcije konjskim
herpesvirusom 5 je veca kod zdrebadi u vreme i1 nakom odlucenja, a uprkos ¢injenici da
procenat inficiranih konja opada sa uzrastom, titri virusa koji se izluc¢uje u spoljasnju
sredinu uglavnom ostaju ujednaceni (Dunowska i sar., 2002; Nordegrahn i sar., 2002;
Bell i sar., 2006a; Wang i sar., 2007; Marenzoni i sar., 2010; Hue i sar., 2014). Posle

infekcije, odnosno tokom ciklusa reaktivacije virusa, EHV-2 dovodi do dugotrajne
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produktivne infekcije epitelnih Celija nazofarinksa. Konjski gamaherpesvirusi koji se
intermitentno izluCuju putem nosnog sekreta inficiranih konja prisutni su i u
neposrednoj okolini zdrebadi (Allen i Murray, 2004; Torfason i sar., 2008). Prenosenje
EHV-2 se u populaciji konja odvija horizontalno, odnosno sa kobile na zdrebe ili
izmedu zdrebadi (Browning i Studdert, 1987a; Browning i Studdert, 1987b; Allen i
Murray, 2004; Bell i sar., 2006a). U jednom ispitivanju EHV-2 je izolovan iz pluca
pobacenog fetusa ukazuju¢i na moguénost virusa da prode placentalnu barijeru,
medutim isti nije doveden u vezu sa abortusima i Vertikalno prenosenje EHV-2 do sad
nije ustanovljeno, kao ni prisustvo pomenutog virusa u kolostrumu ili mleku kobila
(Allen i Murray, 2004; Galosi i sar., 2005). ZapaZeno je da veéi broj genetski razlicitih
sojeva EHV-2 moze da cirkulise u jednoj populaciji konja, pri ¢emu se u uzorcima
poreklom od jedog konja detektuje i do osam razli¢itih sojeva navedenog virusa
(Browning i Studdert, 1987b; Brault i Maclachlan, 2011). Medu izolatima EHV-5 je
zabelezen odredeni stepen genetske varijabilnosti, medutim u manjoj meri u odnosu na
EHV-2 (Dunowska i sar., 2000; Bell i sar., 2006a; Thorsteinsdottir i sar., 2010;
Thorsteinsdattir i sar., 2013). Mesane infekcije sa EHV-2 i EHV-5 su uobicajene, pri
¢emu se EHV-2 samostalno ili u sadejstvu sa EHV-5 dovodi u vezu sa aktivacijom
latentno prisutnin EHV-1 i EHV-4 kod inficiranih konja (Reubel i sar., 1995;
Nordegrahn i sar., 2002; Banbura i sar., 2004; Dzieciatkowski, 2005; Marenzoni sar.,
2013; McBrearty i sar., 2013; Hue i sar., 2014). Ne postoji dovoljno dokaza o putu
prenosenja multinodularne fibroze plu¢a konja, oboljenja koje se poslednjih godina
povezuje sa infekcijom EHV-5, narocito zato §to je utvrden veliki broj slucajeva
obolelih konja koji su bili smeSteni sa drugim Zivotinjama kod kojih nije doslo do
razvoja bolesti. Do danas nisu sprovedena ozbiljnija epizootioloska ispitivanja vezana

za ovo oboljenje kod konja (Dunkel, 2012).

Patogeneza

Konjski gamaherpesvirusi se izlu¢uju putem aerosola iz respiratornog trakta
inficiranih jedinki, a EHV-2 je dokazan i u sekretu epitela konjunktiva. Infektivne
virusne Cestice se najcesce replikuju u epitelu gornjih partija respiratornog trakta konja,
pri ¢emu se EHV-2 Cesto izoluje iz limfnih folikula zdrela (Studdert i sar., 1970; Wilks i
Studdert, 1974; Fu i sar., 1986; Browning i Studdert, 1987b; Collinson i sar., 1994).

Posle prodora EHV-2 u celije epitela respiratornog trakta, dolazi do sekundarne
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infekcije leukocita subepitelnog sloja, limfnih folikula Zdrela i regionalnih limfnih
¢vorova, pri ¢emu inficirani limfociti prelaze u cirkulaciju dovode¢i do primarne
viremije. Prilikom endogene reaktivacije EHV-2 glavnu ulogu imaju latentno inficirani
B limfociti koji dolaze u kontakt sa Celijama respiratornog epitela, dovodec¢i do
produktivne infekcije respiratornog trakta konja sa posledi¢nim izluc¢ivanjem virusa u
spoljasnju sredinu (Drummer i sar., 1996). Nukleinska kiselina EHV-2 se u retkim
slu¢ajevima moze detektovati u trigeminalnim ganglijama latentno inficiranih konja
(Eddington i sar., 1994; Rizvi i sar., 1997). U dostupnoj literaturi su EHV-2 i EHV-5
Cesto prikazivani kao jedan virus, odnosno EHV-2 i iz navedenog razloga patogeneza
oboljenja izazvanih konjskim herpesvirusom 5 nije dovoljno opisana. Konjski
herpesvirus 5 se dovodi u vezu sa respiratornim oboljenjima, medutim ¢esto se izoluje i
iz nosnih briseva i leukocita klinicki zdravih konja (Dunowska i sar., 2000; Wang,
2003; Bell i sar., 2006b; Wang i sar., 2007). Pored toga, navedeni virus je skorije
doveden u vezu sa multinodularnom fibrozom plu¢a konja (eng. equine multinodular
pulmonary fibrosis - EPMF), medutim patogeneza ovog oboljenja do danas nije
utvrdena (Williams i sar., 2007). Smatra se da u ciklusima reaktivacije latentno
prisutnog EHV-5 u plu¢ima moze do¢i do hroni¢nog oStecenja pluc¢nog tkiva sa
posledicnom aktivacijom c¢elija imunoloskog sistema (Dunkel, 2012). Homolog gena
koji kodira imunosupresivni citokin interleukin 10 (IL-10) ljudi je pronaden u
genomima EHV-2 i EHV-5 §to u sprezi sa infekcijom limfocita dovodi do supresije
imunoloskog odgovora domacina i pojave Cestih sekunadnih bakterijskih i virusnih
infekcija inficiranih konja (Drummer i sar., 1996; Nordengrahn i sar., 1996; Dunowska i
sar., 2000).

Klini¢ka slika

Klini¢ki znacaj gamaherpesvirusa konja do danas predstavlja predmet opseznih
ispitivanja, medutim postoje brojni dokazi da su EHV-2 i EHV-5 respiratorni i okularni
patogeni. Pomenuti virusi dovode do imunosupresije predisponiraju¢i pri tom inficirane
konje prema razvoju sekundarnih infekcija, a ¢esto su ukljuceni u patogenezu sindroma
hroni¢nog zamora ovih zivotinja (Slater i sar., 2014). Konjski herpesvirus 2 dovodi do
pojave imunosupresije, limfadenopatije, oboljenja gornjih partija respiratornog trakta,
faringitisa, pneumonije i keratokonjuktivitisa, a predstavlja i predisponirajuci faktor za

razvoj sekundarnih bakterijskih infekcija izazvanih bakterijama Streptococcus equi, S.
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zooepidemicus i Rhodococcus equi (Nordengrahn i sar., 1996; Kershaw i sar., 2001;
Allen i Murray, 2004; Fortier i sar., 2013). Pored toga, u literaturi se navodi moguca
veza izmedu infekcije konja konjskim herpesvirusom 2 i hroni¢ne opstruktivne bolesti
pluca (eng. chronic opstructive pulmonary disease, COPD) (Schlocker i sar., 1995).
Konjski herpesvirus 5 se Cesto izoluje i detektuje u uzorcima poreklom od zdravih
zivotinja, medutim njegova uloga u patogenezi oboljenja konja i danas predstavlja
predmet ispitivanja Sirom sveta (Reubel i sar., 1995; Dunowska i sar., 1999;
Nordengrahn i sar., 2002; Bell i sar., 2006a; Wang i sar., 2007; Torfason i sar., 2008;
Thorsteinsddttir i sar., 2010). Multinodularna fibroza plu¢a konja (EPMF) predstavlja
oboljenje koje je 2007. godine povezano sa EHV-5 kao potencijalnim uzro¢nikom, a od
tada su u mnogim zemljama prijavljeni sporadi¢ni slu¢ajevi koji podrzavaju pomenutu
pretpostavku (Williams i sar., 2007; Soare i sar., 2011; Back i sar., 2012; Schwarz i sar.,
2013; Dunowska i sar., 2014). EPMF najverovatnije ne predstavlja novo oboljenje veé
je samo skorije izdvojeno iz velikog broja patoloskih stanja konja sa slicnom klinickom
slikom 1 patomorfoloskim nalazom (Wilkins, 2008). Posle prve uspeSne
eksperimentalne infekcije konja sojevima EHV-5 izolovanim iz uzoraka poreklom od
Zivotinja sa dijagnostikovanom EPMF zakljuceno je da navedeni virus tokom latentne
faze infekcije dovodi do razvoja fibroznih promena u plu¢ima (Williams i sar., 2013).
Patohistoloski pregled tkiva pluca obolelih konja pokazuje visok stepen intersticijalne
fibroze, pri C¢emu Se u respiratornim putevima nalazi veliki broj neutrofilnih
grannulocita 1 makrofaga od koji pojedini sadrZze eozinofilna inkluziona telasca
(Marenzoni sar., 2011; Soare i sar., 2011; Wilkins, 2013). Promenjeni delovi pluca su
jasno demarkirani od nepromenjenog parenhima (Slika 6), a u okviru nodula se zapaza
zadebljanje intersticijuma usled difuznog deponovanja kolagena kao i infiltracija
perivaskularnog i interlobularnog prostora inflamatornim ¢elijama, od kojih najve¢i broj
pripada populaciji limfocita (Schwarz i sar., 2013). Prilikom virusoloskih ispitivanja
patoloski izmenjenog pluénog tkiva obolelih Zivotinja primenom kvantitativne
molekularne metode Real-Time PCR poakzana je pozitivna korelacija izmedu
ozbiljnosti lezija 1 koli¢ine detektovanog EHV-5 (Marenzoni i sar., 2011).
Multinodularna fibroza pluca se kod konja karakteriSe gubitkom telesne tezine, slabom
kondicijom, inapetencom 1 progresivhim pogorSanjem klini¢kih simptoma uprkos

terapiji protiv infektivne bronhopneumonije i COPD. Prilikom klinickog pregleda
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obolelih zivotinja zapaza se tahikardija, varijabilna hipertermija, tahipneja i dispneja sa
teSkom arterijskom hipoksemijom u pojedinim slucajevima (Marenzoni i sar., 2011,
Schwarz i sar., 2013). Sli¢no Epstein-Barr virusu, EHV-5 se ¢esto nalazi kod klini¢ki
zdravih jedinki, ali se dovodi u vezu limfoproliferativnim oboljenjima, odnosno
pojavom leukemije i limfoma kod konja (Wang i sar., 2007; Torfason i sar., 2008;
Vander Werf i sar., 2014; Schwarz i sar., 2012).

Slika 6. Multinodularna fibroza pluc¢a izazvana infekcijom konjskim herpesvirusom 5;
Krupni noduli ostrih ivica izmedu kojih je nepromenjeno tkivo plu¢a (Williams 1 sar.,
2007).

Terapija i profilaksa

Specifi¢ne terapijske i profilakticke mere protiv infekcija izazvanih konjskim
herpesvirusima 2 i 5 jo§ uvek nisu dovoljno ispitane. Terapija obolelih Zivotinja je
uglavnom simptomatska i sprovodi se prema pojedina¢nim slu¢ajevima. Konjunktivitis
zdrebadi izazvan infekcijom konjskim herpesvirusom 2 se sa uspehom lec¢i ocnim
mastima na bazi idoksuridina uz terapiju antibioticima i nesteroidnim antiinflamatornim
lekovima (Matthews i Handscombe, 1983; Collinson i sar., 1994; Kershaw i sar., 2001).
Na osnovu dostupnih literaturnih podataka ustanovljeno je da konji kojima je
dijagnostikovana multinodularna fibroza pluéa u oko 50% slucajeva sa uspehom
odgovaraju na terapiju, naro¢ito kada se dijagnoza postavi u ranoj fazi razvoja bolesti.
Uprkos tome i dalje nije moguée sa sigurnoS¢u tvrditi da infekcija konjskim

herpesvirusom 5 dovodi do razvoja EPMF, medutim rezultati nekih ispitivanja su
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pokazali da je doslo do ozdravljenja obolelih konja posle terapije aciklovirom i

valaciklovirom (Wong i sar., 2008; Schwarz i sar., 2012).

Dijagnostika herpesvirusnih infekcija konja

Na osnovu prikupljenih anamnestickih podataka, poznavanja epizootioloske
situacije na terenu i prepoznavanja klini¢kih simptoma mozZe se postaviti sumnja na
infekciju konjskim herpesvirusima. Etioloska dijagnoza se dobija primenom
laboratorijskih metoda koje obuhvataju izolaciju virusa, metode seroloske i molekularne
dijagnostike. lzuzev infekcija zdrebadi i mladih konja, konjski herpesvirusi retko
dovode do pojave klinickih simptoma respiratornog oboljenja koji se ne mogu
razlikovati od istih izazvanih drugim patogenima virusne ili bakterijske etiologije. Do
pojave pobacaja i mijeloencefalopatije najceS¢e dolazi bez bilo kakvih prethodnih
klinickih simptoma izuzev porasta telesne temperature. Iznenadna pojava abortusa u
zadnjoj tre¢ini graviditeta upucuje na herpesvirusnu etiologiju, ali ne moze predstavljati
osnov za definitivnu dijagnozu. U slucaju pojave klinickih  simptoma
mijeloencefalopatije kod veceg broja konja, osnovano je pretpostaviti da se radi o
infekciji konjskim herpesvirusom 1, medutim kao 1 u ostalim slucajevima, jedino
pozitivan nalaz primenom virusoloskih dijagnosti¢kih metoda osigurava postavljanje
ta¢ne dijagnoze (Slater, 2014).

Konjski herpesvirusi 1 i 4 se mogu otkriti u velikom broju razli¢itih uzoraka
poreklom od konja kao §to su pluca, bubrezi, slezina, jetra, trigeminalne ganglije,
submandibularni limfni ¢vorovi, kao 1 nosni brisevi, krv 1 placenta Zivih Zivotinja
(Borchers i sar., 1999; Dunowska i sar., 2002; Diallo i sar., 2007; Wang i sar., 2007;
Pusterla i sar., 2010; Pusterla i sar., 2012; Turan i sar., 2012). Metode koje se koriste za
detekciju i diferencijaciju EHV-1 i EHV-4 u klinickim uzorcima obuhvataju izolaciju
virusa, seroloSke metode, lanCanu reakciju polimeraze (PCR), lanfanu reakciju
polimeraze u realnom vremenu (real-time PCR) i metodu sekvenciranja genoma
(Yasunaga i sar., 1998; Diallo i sar., 2007; Wang i sar., 2007; Turan i sar., 2012; OIE,
2008). Gamaherpesvirusi konja EHV-2 i EHV-5 se mogu detektovati u uzorcima nosnih
briseva, sekreta konjunktiva ili respiratornog trakta, leukocitima, limfoidnom tkivu,
trigeminalnim ganglijama, plu¢ima, jetri, bubrezima i drugim unutrasnjim organima pri
¢emu se koristi veliki broj standardnih i molekularnih dijagnosti¢kih metoda (Edington i

sar., 1994; Dunowska i sar., 1999; Dunowska i sar., 2002; Bell i sar., 2006a; Dynon i
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sar., 2007; Wang i sar., 2007; Torfason i sar., 2008; Fortier i sar., 2009; Ataseven i sar.,
2010; Thorsteinsdottir i sar., 2013; Negussie i sar., 2017).

Serolo$ke metode

Prilikom uzorkovanja materijala za serolosku dijagnostiku herpesvirusnih
infekcija konja od velikog znacaja je prethodno poznavanje vakcinalnog statusa odraslih
jedinki, odnosno eventualnog prisustva maternalnih antitela kod Zdrebadi. Seroloske
dijagnosticke metode se uglavnom koriste u retrospektivnim epizootioloskim studijama
(Slater, 2014). Ubrzo posle infekcije dolazi do porasta titra IgM antitela koja se mogu
detektovati u uzorcima krvnog seruma ve¢ posle 4 do 5 dana, pri ¢emu su u porastu do
oko 30. dana nakon ¢ega postepeno opadaju uglavnom do 80. dana od pocetka infekcije
(Thomson i sar., 1976). Povecanje titra IgG antitela se moze utvrditi izmedu 8 i 10. dana
od infekcije, pri ¢emu najviSe vrednosti titra dostizu oko 30. dana i za razliku od IgM
mogu se ustanoviti u krvnim serumima konja i posle perioda od od 9 meseci. Reakcija
vezivanja komplementa (RVK) je metoda izbora za ispitivanje titra IgM, a samim tim
porast titra navedenih antitela detektovan ovom metodom u ispitivanim serumima konja
i sar., 1953; Slater, 2014). Virus neutralizacioni test (VNT) se upotrebljava za
utvrdivanje prisustva i titra IgG antitela, medutim ne predstavlja adekvatnu metodu za
dijagnostikovanje akutne infekcije konjskim herpesvirusima s obzirom na dugacak
poluzivot IgG u krvnom serumu konja. Iz navedenog razloga, VNT se uglavhom
upotrebljava u studijama koje imaju za cilj ispitivanje prevalencije herpesvirusnih
infekcija u populaciji konja (Slater, 2014). Povecanje titra antitela (Cetvorostruko ili
vise) detektovano u parnim uzorcima krvnog seruma konja pomoc¢u metoda VNT i RVK
predstavlja dokaz skorije infekcije konjskim herpesvirusima (Kydd i sar., 2006).
Najvec¢i nedostatak ove dve metode je nemogucnost razlikovanja specificnih antitela
protiv EHV-1 i EHV-4 (Carvalho i sar., 2000; Hartley i sar., 2005; Kydd i sar., 2006;
OIE, 2008). Imunoenzimski test (ELISA) zasnovan na primeni fuzionih proteina koji
eksprimiraju varijabilne regione glikoproteina G je omogucio razlikovanje specifi¢nih
antitela protiv navedena dva virusa u krvnim serumima konja, a njegova primenljivost
je potvrdena u mnogobrojnim studijama (Crabb i Studdert, 1993 Crabb i sar., 1995;
Yasunaga i sar., 2000). Danas su komercijalno dostupni ELISA testovi kao S$to je
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Svanovir EHV-1/EHV-4-Ab ELISA koji omogucuju brzu i laku diferencijaciju antitela
protiv EHV-1 i EHV-4 (Hartley i sar., 2005; Ataseven i sar., 2009).

Nasuprot ¢injenici da su EHV-2 i EHV-5 dve razliCite vrste virusa, njihove
antigenske  slicnosti  otezavaju primenu serologije u cilju dijagnostike
gamaherpesvirusnih infekcija konja (Telford i sar., 1993). Titri neutralizuju¢ih antitela
protiv EHV-2 se mogu detektovati primenom serum neutralizujuceg testa na RK-13
¢elijskoj liniji ili primenom imunoenzimskog testa (ELISA) (Murray i sar., 1996;
Nordengrahn i sar., 2001). Pored toga, razvijen je i imunoenzimski test koji omogucuje
razlikovanje prisustva specifi¢nih antitela protiv EHV-2 i EHV-5 u krvnim serumima
konja (Svansson i sar., 2009). Seroloske metode u cilju otkrivanja akutne infekcije
konjskim gamaherpesvirusima su primenjive u ograni¢enom broju slu¢ajeva s obzirom
da se vecina zdrebadi inficira konjskim herpesvirusima 2 i 5 u prvih 6 meseci Zivota,
ostajuéi pri tom perzistentno ili latentno inficirana dugo vremena. Pored toga,
neutralizujucéa antitela protiv EHV-2 su ¢esto prisutna u niskim titrima i zbog velike
genetske heterogenosti ne mogu da neutralizuju referentne sojeve navedenog virusa. 1z
pomenutih razloga je izolacija virusa efikasnija dijagnosticka metoda od serologije za

gamaherpesviruse konja (Turner i Studdert, 1970; Plummer i sar., 1973).

Standardne virusolos§ke metode

Izolacija virusa na kulturi celija predstavlja zlatni standard u dijagnostici
herpesvirusnih infekcija konja uprkos ¢injenici da je vremenski zahtevnija od novijih
molekularnih tehnika i prilikom ispitivanja novih dijagnostickih metoda uvek
predstavlja standard za poredenje. Konacna identifikacija virusa se moZe izvrsSiti
pomocu vise razli¢itih tehnika — primenom elektronske mikroksopije, direktne ili
indirektne imunofluorescencije, testa virus neutralizacije ili lan¢ane reakcije polimeraze
(Ballagi Pordany i sar., 1990; O' Keefe i sar., 1991; Welch i sar., 1992; Borchers i
Slater, 1993; Kirisawa i sar., 1993; Lawrence i sar., 1994; Reubel i sar., 1995; Carvalho
I sar., 2000). Direktna imunofluorescencija se upotrebljava za identifikaciju konjskih
herpesvirusa 1 1 4 direktno u uzorcima tkiva ili na inokulisanim c¢elijskim kulturama,
medutim komercijalno je dostupan poliklonski antiserum konjugovan fluorescein
izotiocijanatom koji unakrsno reaguje sa EHV-1 i EHV-4 i nije pogodan za
serotzipizaciju koja se naknadno najcesc¢e vrsi primenom lancane reakcije polimeraze

(OIE, 2008). Unakrsna reaktivnost izmedu antitela protiv EHV-1 i EHV-4, odnosno

32



EHV-2 i EHV-5, otezava primenu testova virus neutralizacije u cilju identifikacije
izolata. Konjski herpesvirusi 2 i 5 se mogu lako razlikovati od EHV-1 i EHV-4, s
obzirom na njihove razliite antigenske strukture (Hartley i sar., 2005; Slater, 2014). S
obzirom da herpesvirusi konja uspostavljaju latentnu infekciju u limfocitima i nervnom
tkivu, metoda kokultivacije uzoraka sa osetljivim ¢elijskim linijjama kao $to su EEL
(eng. equine embryonic lung), ED (eng. equine dermis) ili RK-13 (eng. rabbit kidney
13) se moze koristiti u cilju reaktivacije prisutnog virusa (Welch i sar., 1992; Edington i
sar., 1994).

Konjski herpesvirus 1 se u laboratorijskim uslovima moze kultivisati primenom
velikog broja razli¢itih ¢elijskih linija kao $to su Vero, RK-13, BHK-21 (eng. baby
hamster kidney 21), MDBK (eng. Madin Darby bovine kidney), kao i ¢elija poreklom
od konja kao $to su EK (eng. equine kidney), EEL ili ED ¢elije. Za razliku od EHV-1,
konjski herpesvirus 4 ima ogranicen tropizam prema cCelijskim linijama drugih vrsta i
najéeScée se izoluje na ¢elijama konja (ED, EEL, EK), pri ¢emu se primenom drugih
¢elijskih kultura oteZano izoluje 1 umnoZava se u niskom titru. U cilju razlikovanja
EHV-1 i EHV-4, ranije je kori$¢eno upravo navedeno svojstvo ovih virusa (Heldens i
sar., 2001; Diallo i sar., 2008). Konjski herpesvirusi 2 i 5 se mogu kultivisati kako na
¢elijskim linijama poreklom od konja, tako i na RK-13 ¢elijama (Dunowska i sar., 2002;
Bell et al., 2006).

Uzorkovani klini¢ki materijal se potapa u transportnu podlogu i transportuje na
4°C do laboratorije. Pre inokulacije u celijsku kulturu, uzorci se obraduju i filtriraju
kroz filtere promera 0,45 um da bi se eliminisala mogu¢nost kontaminacije Celija (Giles
i sar., 1993; Kydd i sar., 1994; Crabb i Studdert, 1995).

Konjski herpesvirusi 1 i 4 dovode do pojave citopatogenog efekta u
inokulisanim ¢elijskim kulturama uglavnom nakon 24 do 48h posle inokulacije, a
navedene promene se karakteriSu zaokrugljavanjem 1 skupljanjem Ccelija, njihovim
odvajanjem od podloge 1 formiranjem visejedarnih sincicijuma (Mihajlovi¢€ 1 sar., 1987;
Crabb i Studdert, 1995). Do pojave citopatogenog efekta sa zaokrugljivanjem celija
prilikom izolacije konjskih herpesvirusa 2 i 5 dolazi nesto kasnije, Cesto i nakon

nekoliko pasaza suspektnog materijala, (Reubel i sar., 1995; Williams i sar., 2007).
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Molekularne metode

Rezultati sekvenciranja genoma konjskih herpesvirusa pokazali su znaCajne
razlike u njihovim nukleotidnim sekvencama na osnovu kojih je omoguceno
razlikovanje EHV-1, EHV-4, odnosno EHV-2 i EHV-5 u klini¢kim uzorcima primenom
razli¢itih molekularnih metoda. Primena lancCane reakcije polimeraze (PCR) za
identifikaciju konjskih herpesvirusa ima brojne prednosti u poredenju sa standardnim
virusoloskim metodama - predstavlja visokospecificnu i osetljivu metodu §to je narocito
znaCajno u slucajevima kada je u uzorku prisutna mala koncentracija virusa,
ekonomiéna je i brza, a rezultati PCR ne zavise od prisustva zivog virusa u ispitivanom
uzorku. 1z tih razloga, lan¢ana reakcija polimeraze u danaSnje vreme predstavlja
primarnu dijagnosticku metodu za detekciju konjskih herpesvirusa kako iz klinickih
uzoraka suspektnog materijala, tako i za njihovu pouzdanu identifikaciju u inokulisanim
¢elijskim kulturama (Kirisawa i sar., 1993; Wang i sar., 2007). Postoji veliki broj
prajmera Ciju su primenljivost potvrdili razliiti autori prilikom ispitivanja
herpesvirusnih infekcija konja. Njihova primena omoguéuje specificno vezivanje za
odredene visokokonzervirane regione pojedinacnih herpesvirusa kao $to su geni koji
kodiraju sinzezu timidin kinaze (TK) ili razli¢itih virusnih glikoproteina (gB, gC, gD,
gH) osiguravaju¢i na taj nacin visoku specifi¢nost koris¢ene molekularne metode
(Kirisawa i sar., 1993; Galosi i sar., 2001; Varrasso i sar., 2001; Nordegrahn i sar.,
2002, Bell i sar., 2006). Lan¢ana reakcija polimeraze se pored identifikacije virusa moze
koristiti za proucavanje prisustva latentnih infekcija konjskim herpesvirusima (Borchers
i sar., 1997; Allen, 2006; Pusterla i sar., 2010). S obzirom da je prisustvo vise od jednog
konjskog herpesvirusa uobicajen nalaz, postoji veliki broj PCR protokola Kkoji
omogucuju njihovu simultanu identifikaciju (Kirisawa 1 sar., 1993; Wang i sar., 2007).
Primena metode sekvenciranja genoma konjskih herpesvirusa omogucila je poredenje
nukleotidnih sekvenci razliitih sojeva navedenih virusa iz celog sveta. Znacaj takvih
ispitivanja je veliki, a rezultati se mogu primeniti u epizootioloSkim studijama kroz
pracenje kretanja odredenih sojeva na globalnom nivou ili pra¢enje pojave razliitih
genetskih mutacija od kojih neke mogu biti od velike dijagnosti¢ke vaznosti (Nugent i
sar., 2006; Goodman i sar., 2007; Negussie i sar., 2015; Bilge Dagalp i sar., 2018).

Na osnovu dosada$njih epizootioloskih podataka, poznato je da u nasoj zemlji

primarnu etiolo$ku ulogu u herpesvirusnim infekcijama konja imaju EHV-1 i EHV-4 pri

34



¢emu U potpunosti nedostaju podaci o prisustvu EHV-2 i EHV-5. Pored toga, nedostaju
I kompletni podaci o svim molekularnim karakteristikama konjskih herpesvirusa
prisutnih u populaciji konja na podrucju nase zemlje i u zemljama regiona, a posebno
informacije o postojanju neurovirulentnih sojeva EHV-1. 1z navedenih razloga,
sprovedeno je istrazivanje prisustva i molekularnih karakteristika sojeva napred
navedenih vrsta konjskih herpesvirusa poreklom iz Republike Srbije i Republike
Srpske.
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2. PREGLED LITERATURE

Konjski herpesvirusi 1 i 4

Proucavanje konjskih herpesvirusa je otpocelo tridesetih godina proslog veka u
Sjedinjenim Americkim Drzavama na Univerzitetu u Kentakiju. Dimock i Edwards
(1932) kroz studije filtracije prvi opisuju pobacaj gravidnih kobila kao klinicki entitet sa
potencijalnom virusnom etiologijom. Iste godine, navedeni autori izvode vestacku
infekciju gravidnih kobila materijalom dobijenim iz pobacenog fetusa dovodeéi do
pojave abortusa kod eksperimentalnih zivotinja. Narednih godina, cilj mnogih
ispitivanja predstavljao je potvrdivanje virusne etiologije abortusa kao i detaljnije
opisivanje klinickog toka oboljenja i patomorfoloskih promena kod pobacenih fetusa
(Dimock i Edwards 1933; Dimock i Edwards, 1936, Dimock, 1940). U istom periodu, u
Evropi razliciti autori objavljuju slicne izvestaje (Meissner i Harms, 1937; Sedlmeier,
1938). U Madarskoj, Manninger i Csontos (1941) gravidinim kobilama inokulisu
bakterioloski sterilne filtrate poreklom od abortirane Zdrebadi i zapazaju pojavu
klini¢kih simptoma sli¢nih influenci konja kako kod eksperimentalnih Zivotinja, tako i
kod konja u neposrednom kontaktu sa njima. 1z navedenog razloga, autori iznose
pretpostavku da je virus influence konja uzro¢nik pobacaja. Salyi (1942) belezi da su
patomorfoloske promene kod abortiranih fetusa konja istovetne onim opisanim u
sluajevima iz Kentakija. Doll i sar. (1954) eksperimentalno proucavaju navedene
respiratorne infekcije konja i njihovu vezu sa pojavom pobacaja i pokazuju da simptomi
oboljenja kod mladih konja nalikuju simptomima izazvanim infekcijom virusom
influence. Narednih godina, Doll 1 sar. (1957) vrSe poredenje virusa abortusa konja i
virusa influence konja i predlazu nov naziv za pomenuti virus — Vvirus konjskog
rinopneumonitisa u cilju razlikovanja od novootkrivenog virusa arteritisa konja koji je
takode doveden u vezu sa pojavom pobacaja. Detaljno izuCavanje osobina infekcija
konjskim herpesvirusima otezavala je nemogucnost Kultivisanja virusa u drugim
bioloSkim sistemima osim u konjima. Virus je prvi put uspe$no umnoZen u celijskim
linijama poreklom od slezine i pluca fetusa konja (Randall i sar., 1953) i ¢elijskim
linijama poreklom od psa, hrcka i zeca (Randall, 1954). Narednih godina Shimizu i sar.
(1957) izoluju virus rinopneumonitisa konja u ¢elijskoj liniji bubrega konja i zapazaju

postojanje antigenskih razlika medu razli¢itim izolatima virusa (Shimizu i sar., 1959).
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Virus rinopneumonitisa konja je prema rezultatima neutralizacionih testova podeljen na

dva podtipa: podtip 1 ¢iji je predstavnik Ky-D (Kentucky D) soj izolovan u Kentakiju
1952. godine i podtip 2 gde pripada Army 183 soj izolovan 1941. godine u VirdZiniji
(SAD) i brojni evropski sojevi izolovani kasnijih godina, kao i japanski soj H.45 koji su
izolovali Shimizu i saradnici 1959. godine (Burrows, 1968). Tajima (1961), Plummer i
Waterson (1963) i1 Darlington i James (1966) prvi na osnovu antigenskih osobina i
morfoloskih Kkarakteristika viriona dovode virus rinopneumonitisa konja u vezu sa
herpesvirusima. Uspesna izolacija virusa rinopneumonitisa konja iz klini¢kih slucajeva
mijeloencefalitisa je izvrSena nesto kasnhije (Saxegaard, 1966; Jackson i Kendrick,
1971).

Cetrdeset godina od podetka prou¢avanja herpesvirusnih oboljenja konja,
Plummer 1 sar. (1973) predlazu klasifikaciju do tada poznatih virusa iz ove grupe u
familiju Herpesviridae pod nazivima: konjski herpesvirus 1, konjski herpesvirus 2 i
konjski herpesvirus 3, a $to je 1 zvani¢no prihvaceno nekoliko godina kasnije (Mathews,
1979). Burrows i Goodridge (1973) sprovode in vitro i in vivo studije i po prvi put
dovode u vezu razli¢ite sojeve EHV-1 sa poreklom izolata navedenog virusa, odnosno
zapazaju razlike u virulenciji sojeva izolovanih iz slucajeva respiratornog oboljenja (R
sojeva) i pobacaja (F sojeva). Interesantno je da je, za razliku od R sojeva, vecina F
sojeva dovodila do pojave CPE u razlicitim ¢elijskim linijama, pri ¢emu su se F sojevi
umnozavali u viSim titrima. U eksperimentima vesStacke infekcije konja, F sojevi su se
pokazali kao virulentniji, dovodili su do pojave viremije i izlu¢ivani su u visim titrima
od R sojeva. Do 1981. godine se smatralo da EHV-1 i EHV-4 predstavljaju dva podtipa
konjskog herpesvirusa 1, a njihova diferencijacija je izvrSena pomocu metode za
odredivanje polimorfizama duZzine restrikcionih fragmenata (RFLP). Tada su Studdert i
sar. (1981) predlozili da se F sojevi oznacavaju kao EHV-1, a R sojevi kao EHV-4, pri
¢emu je navedena podela prihvacena skoro deceniju kasnije (Roizman i sar., 1992).
Chowdhury i sar. (1986) su ispitivali herpesvirusnu etiologiju enzootije abortusa na
ergeli lipicanera u Austriji tokom koje je zabelezeno 30 slucajeva pobacaja i
perinatalnih uginu¢a Zzdrebadi, kao i uginu¢e 10 kobila sa klini¢ki manifestnim
neuroloSkim simptomima. Posle izolacije virusa na celijskoj liniji Vero, autori su
primenom restrikcionih endonukleaza ispitivali izolate EHV-1 poreklom iz pobacenih

fetusa, odnosno njihovu sli¢nost sa do tada poznatim R i F sojevima konjskog
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herpesvirusa 1 u cilju eventualne detekcije markera neurovirulencije, medutim nisu
zabelezili znacajnija odstupanja od prethodno poznatih abortigenih sojeva EHV-1.

Na Fakultetu veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu je po prvi put u
Jugoslaviji izolovan i identifikovan konjski herpesvirus 1 (Mihajlovi¢ i sar., 1987).
Uspesno je izolovan EHV-1 iz materijala poreklom od Zdrebeta pobacenog u 7. mesecu
graviditeta (jetra, slezina, pluca, posteljica i amnionska te¢nost). Autori su nakon
zasejavanja ispitivanog materijala na hranljive podloge za rast bakterija i mikoplazmi
pri ¢emu nije zabelezen nikakav rast, postavili osnovanu sumnju da se radi o virusu.
Navedeni virus je izolovan posle 3 slepe pasaze primenom c¢elijske kulture praseéeg
bubrega PK-15 (eng. porcine kidney-15) kao i primarne kulture praseceg bubrega
odrzavane u virusoloskoj laboratoriji Katedre za mikrobiologiju. Ustanovljene su
karakteristi¢ne citopatogene promene koje su bile prisutne i u narednim pasazama pri
¢emu su iste bile najizrazitije na primarnoj kulturi praseeg bubrega. Primenom
elektronske mikroskopije pronadene su cCestice prec¢nika oko 100 nm sa sa spoljnim
omotacem od oko 180 do 200 nm, ukazujuéi da izolovani agens pripada herpesvirusima.
Antigenske osobine izolovanog virusa su ispitivane primenom testa virus neutralizacije
sa specificnim imunim serumom protiv EHV-1, ¢ime je izvrSena njegova konacna
identifikacija.

Ballagi-Pordany i sar. (1990) su medu prvima ispitivali primenljivost metode
lan¢ane reakcije polimeraze (PCR) u dijagnostici infekcija konjskim herpesvirusom 1.
Paralelnom primenom navedene molekularne metode i izolacije virusa na kulturi ¢elija
ispitano je 63 uzorka organa poreklom od pobacenih fetusa, a u cilju kontrole
specificnosti PCR koris¢eni su referentni sojevi EHV-1, EHV-2, EHV-3 i EHV-4
umnozavani na RK-13 i EEL (eng. equine embryonic lung) ¢elijskim linijama, kao i
referentni sojevi virusa Aujeckijeve bolesti (PRV), govedeg herpesvirusa 1 (BHV-1) i
govedeg adenovirusa 2 umnozavani U kulturi govedih turbinatnih ¢elija. U navedenim
ispitivanjima su korisc¢eni prajmeri koji se specificno vezuju za gen koji kodira sintezu
glikoproteina 13 (gpl3) EHV-1. Specificnost metode PCR je potvrdena i metodom
hibridizacije, pri ¢emu je utvrdeno da se primenom navedenih testova omogucuje brzo i
pouzdano razlikovanje EHV-1 i EHV-4. Primenom metode PCR je u uzorcima organa
prisustvo nukleinske kiseline EHV-1 detektovano u 34 ispitivana uzorka, dok je

izolacijom virusa ustanovljeno 35 pozitivnih uzoraka. S obzirom na visoko slaganje
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navedenih metoda, autori su ukazali na prednost primene metode PCR zbog njene
brzine, ekonomi¢nosti i jednostavnosti izvodenja.

Cilj studije Welch i sar. (1992) bila je provera uloge limforetikularnog sistema u
ostvarivanju latencije EHV-1 primenom PCR i kokultivacije ispitivanog tkiva sa
¢elijskim kulturama RK-13 i EEL. Prajmeri za izvodenje lanc¢ane reakcije polimeraze su
sintetisani tako da umnozavaju isti region u okviru gB gena konjskih herpesvirusa 1 i 4
koji su naknadno razlikovani primenom restrikcionih endonukleaza. Posle vesStacke
intranazalne infekcije konja sojem Ab4 EHV-1 u periodu od 10 nedelja su od zivih
zivotinja uzimani uzorci nosnih briseva i krvi, a nakon navedenog perioda zivotinje su
Zrtvovane 1 uzeti su uzorci limfnih ¢vorova, timusa, slezine, pluca, kao i ganglija
trigeminalnog nerva. Latentna infekcija konjskim herpesvirusom 1 detektovana je
primenom PCR 1 kokultivacije u regionalnim limfnim ¢vorovima respiratornog trakta i
u leukocitima iz periferne cirkulacije. Prisustvo latentne infekcije konjskim
herpesvirusom 4 koja je posledica prirodne infekcije eksperimentalnih zivotinja
otkriveno je u razli¢itim tkivima, takode ukjucujuci leukocite iz uzoraka krvi. Utvrdeno
je da je prilikom kokultivacije izolacija EHV-2 uvek prethodila izolaciji EHV-1 i EHV-
4 navode¢i na mogucu ulogu navedenog virusa u njihovoj reaktivaciji. Konjski
herpesvirusi 1 i 4 su primenom lan¢ane reakcije polimeraze detektovani u vecini
uzoraka tigeminalnih ganglija, medutim njihova izolacija iz navedenih uzoraka nije bila
uspes$na, najverovatnije usled neuspesne reaktivacije virusa u in vitro uslovima. Autori
su zakljucili da su metode lanCane reakcije polimeraze i kokultivacije pogodne za
izucavanje latentnih infekcija izazavnih konjskim herpesvirusima. U studiji Edington i
sar. (1994) koja je ca cilj imala ispitivanje prevalencije latentnih infekcija konjskim
herpesvirusima 1 i 4 u populaciji konja primenom metoda PCR i kokultivacije
ispitivanih uzoraka tkiva sa celijskim kulturama RK-13 i EEL, limfni ¢&vorovi
respiratornog trakta su predstavljali najéeS¢u vrstu uzoraka u kojima su detektovani
jedan ili oba virusa. Nasuprot tome, izolacija EHV-1 i EHV-4 nije bila uspes$na ni iz
jednog uzorka trigeminalnih ganglija. U navedenoj studiji, slicno istrazivanjima Welch i
sar. (1992), konjski herpesvirus 2 je izolovan iz vecine ispitanih uzoraka, pri ¢emu su
EHV-1 i EHV-4 izolovani samo u njegovom prisustvu. Nesto drugacije rezultate
objavili su Slater 1 sar. (1994) koji su posle vestacke infekcije eksperimentalnih konja

konjskim herpesvirusom 1 1 zZrtvovanja zivotinja nakon zavrSetka ogleda ispitivali tkiva
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koja se dovode u vezu sa latencijom EHV-1. Primenom metode PCR prisustvo EHV-1
je detektovano u limfoidnim tkivima, leukocitima iz pune krvi, kao i u uzorcima
trigeminalnih ganglija eksperimentalnih konja. S obzirom da EHV-1 inficira tkiva
respiratornog trakta kao i limfoidna tkiva, bilo je ocekivano da ¢e se naé¢i u velikom
broju ispitivanih uzoraka, medutim autori su proucavali razlike izmedu latentno
prisutnog virusa detekovanog primenom lancane reakcije polimeraze i metode izolacije
virusa na c¢elijskoj liniji RK-13 inokulisanoj uzorcima ispitivanog tkiva. Navedena
ispitivanja ukazuju da sva tkiva u kojima je bila prisutna nukleinska kiselina EHV-1 ne
predstavljaju ujedno i pogodnu sredinu za reaktivaciju virusa in vitro koja dovodi do
sinteze novih viriona. Primenom metode PCR nukleinska kiselina konjskog
herpesvirusa 1 je otkrivena u svim ispitivanim uzorcima (limfoidno tkivo, leukociti,
trigeminalne ganglije), medutim metodom kokultivacije ispitivanih uzoraka tkiva sa
navedenom Celijskom linijom, ustanovljeno je samo umnozavanje virusa poreklom iz
uzoraka trigeminalnih ganglija. Autori su zakljucili da uprkos tome $to EHV-1 dovodi
do latentne infekcije limfoidnih tkiva i leukocita u cirkulaciji, navedena tkiva imaju
manji znacaj u smislu njegove reaktivacije, a samim tim i transmisije u populaciji
prijemcivih Zivotinja. Rezultati Slater i sar. (1994) su potvrdili da je konjski herpesvirus
1 neurotropan sli¢no ostalim pripadnicima podfamilije Alphaherpesvirinae, pri ¢emu
trigeminalne ganglije predstavljaju najznacajnije mesto reaktivacije latentno prisutnog
virusa. Neurotropizam konjskog herpesvirusa 4 utvrden je i u u istraZivanju Borchers i
sar. (1997) koji su primenom direktne in situ PCR metode dokazali prisustvo nukleinske
kiseline EHV-4 u uzorcima trigeminalnih ganglija konja. Pored toga, autori su
detektovali pomenuti virus 1 u bronhijalnim 1 alveolarnim epitelnim ¢elijama ukazujuci
da su ¢elije navedenih tkiva takode znacajna mesta za ostvarivanje latencije EHV-4 kao
respiratornog patogena.

Pre pocetka primene metode PCR, za diferencijaciju EHV-1 i EHV-4 koris¢ena
su njihova bioloSka svojstva u smislu moguc¢nosti umnozavanja u razli¢itim celijskim
linijama. Konjski herpesvirus 1 se umnozava, kako u ¢elijama poreklom od konja, tako 1
u drugim celijskim linijama (npr. RK-13), dok s druge strane, uspesna izolacija EHV-4
uglavnom zavisi od upotrebe celijskih linija konjskog porekla (Studdert i Blackney,
1979; Sabine, 1980; Heldens i sar., 2001; Diallo i sar., 2008; OIE, 2008). Cilj velikog

broja istrazivanja pocetkom devedesetih godina proslog veka bilo je ispitivanje
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moguénosti razlikovanja EHV-1 i EHV-4 u klinickim uzorcima primenom lancane
reakcije polimeraze, bez potrebe za primenom dodatnih dijagnostickih procedura.
Wagner 1 sar. (1992) opisuju PCR protokol koji primenom prajmera specificnih za
sekvence gena koji kodiraju sintezu glikoproteina B (gB) EHV-1, odnosno EHV-4
omogucuju njihovu diferencijaciju u samo jednoj reakciji. Sli¢no prethodnim studijama,
ustanovljena je visoka korelacija izmedu rezultata PCR i izolacije virusa na kulturi
¢elija, pri ¢emu se PCR pokazala kao specificnija 1 osetljivija metoda. U slucaju
prisustva jednog ili oba virusa u ispitivanom klinickom uzorku, primenom PCR sa
opisanom meSavinom prajmera dolazi do stvaranja specifiénih PCR produkata koji se
mogu lako razlikovati posle elektorforeze u agaroznom gelu. Sli¢no, Borchers i Slater
(1993) razvijaju metodu Multiplex nested PCR koja se zasniva na simultanoj primeni
parova prajmera specifiénih za gB regione EHV-1 i EHV-4. Nested PCR se sastoji iz
dve faze, odnosno dve uzastopne reakcije, pri ¢emu se u drugoj fazi vrsi amplifikacija
PCR produkta iz prve faze, ¢ime se povecavaju specifi¢nost i osetljivost navedene
molekularne metode. Primenljivost Multiplex nested PCR na uzorcima poreklom od
pobacenih fetusa dokazana je i u istrazivanju Kirisawa i sar. (1993) koji su takode
sintetisali prajmere specifiéne za odredene regione gena koji kodiraju sintezu gB
konjskih herpesvirusa 1 i 4. Autori su ustanovili potpuno slaganje izmedu rezultata
dobijenih izolacijom virusa na kulturi ¢éelija i primenom napred navedene molekularne
metode, pri ¢emu su potvrdili da se primenom pomenutih prajmera pouzdano i brzo
mogu detektovati meSovite infekcije sa EHV-1 i EHV-4. Carvalho i sar. (2000) su
ispitivali multiplex PCR metodu ¢ijom primenom se omogucuje razlikovanje sojeva
EHV-1 i EHV-4 na osnovu razlika u sekvencama gena navedenih virusa koji kodiraju
sintezu timidin kinaze (TK). Na osnovu dobijenih PCR produkata razli¢itih velicina,
utvrdeno je da se u ispitivanim uzorcima navedeni virusi medusobno mogu jasno
razlikovati kao i direktno identifikovati u materijalu iz koga nije moguca njihova
izolacija. 1z navedenih razloga autori su predlozili multiplex PCR kao brzu i osetljivu
dijagnosticku proceduru. Wang i sar. (2007) su potvrdili primenljivost Nested multiplex
PCR protokola za simultanu identifikaciju konjskih herpesvirusa 1, 4, 2 i 5 u klini¢kim
uzorcima poreklom od konja. U pomenutom ispitivanju je opisan multiplex PCR
protokol koji se izvodi u dve faze (nested PCR) upotrebljen za analizu uzoraka nosnih

briseva konja sa i bez klinicki manifestnih simptoma respiratornog oboljenja. Prajmeri
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koriséeni u prvoj i drugoj fazi specificni za regione genoma koji kodiraju sintezu
glikoproteina B EHV-1 i EHV-4 su prethodno opisani u radu Kirisawa i sar. (1993), pri
¢emu je u radu Wang i sar. (2007) izvrSena modifikacija metode u smislu dodavanja
kombinacije prajmera specificnih za gB gene EHV-2 i EHV-5 kao i izmena termalnog
protokola reakcije. Pomenuta multiplex PCR tehnika se pokazala kao osetljiva i
specifi¢na za detekciju konjskih herpesvirusa kako u uzorcima nosnih briseva, tako i U
izolatima sa celijskih kultura. Prednost navedene metode se ogleda u pouzdanoj
detekciji meSovitih infekcija sa viSe konjskih herpesvirusa uz podjednaku osetljivost
kao prilikom primene klasicne PCR metode sa jednim parom prajmera. Pored toga,
Multiplex nested PCR metoda je daleko ekonomi¢nija i brza, pri ¢emu se u ovim
ispitivanjima pokazala i osetljivijom od metode izolacije virusa na kulturi celija.
Ataseven 1 sar. (2009) u Turskoj sprovode slicnu studiju prilikom ispitivanja uzoraka
krvi i nosnih briseva konja sa klinickim simptomima respiratornog oboljenja poreklom
iz privatnih gazdinstava. U navedenoj studiji autori koriste PCR protokol opisan od
strane Wang 1 sar. (2007), odnosno specificne prajmere opisane u radu Kirisawa 1 sar.
(1993). U ukupno 14,3% odnosno 19% uzoraka pune krvi konja detektovano je
prisustvo EHV-1 i EHV-4. Sli¢no, u uzorcima nosnih briseva EHV-1 je identifikovan u
32,5% , a EHV-4 u 22,5% uzoraka. Za razliku od prethodno navedenih protokola,
primena klasi¢nie PCR metode u cilju otkrivanja infekcija konja herpesvirusima 1 i 4 u
odvojenim reakcijama opisana je u radu Hafshejani i sar. (2015) koji su vrsili
molekularno ispitivanje prisustva EHV-1 i EHV-4 u populaciji konja u Iranu. U
uzorcima pune Kkrvi ukupno 90 konja, kod 7 zivotinja detektovano je prisustvo EHV-1,
dok je 15 konja bilo inficirano sa EHV-4 od cega je kod 9 Zivotinja ustanovljena
mesSovita infekcija sa oba virusa.

S obzirom na nedostatke klasicnih PCR metoda kao §to su potreba za
izvodenjem elektorforeze dobijenih PCR produkata i to uz upotrebu kancerogenih
jedinjenja koja omogucuju njihovu vizuelizaciju pod ultravioletnim svetlom, Diallo 1
sar. (2007) su dizajnirali multiplex real-time PCR metodu za detekciju i diferencijaciju
EHV-1 i EHV-4 primenom prajmera specificnih za gB gene ovih virusa. Prednost
pomenute metode, pored jo§ vece brzine izvodenja i dobijanja rezultata u odnosu na
klasican PCR se ogleda i u povecanoj osetljivosti pri ¢emu je omoguéena detekcija

veoma malog broja kopija ciljne virusne DNK u uzorku. Metoda real-time PCR se u
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studiji Hussey i sar. (2006) i Perkins i sar. (2008) poredi sa izolacijom virusa na kulturi
tkiva, pri ¢emu se kao njene prednosti isticu veca osetljivost i brzina izvodenja. Na
osnovu istrazivanja pomenutih autora, primenom real-time PCR se mozZe detektovati
aktivno izlu¢ivanje EHV-1 putem nosnhog sekreta, odnosno prisustvo viremije u
uzorcima krvi konja, medutim ova metoda se nije pokazala kao dovoljno osetljiva u
otkrivanju prisustva latentne infekcije konjskim herpesvirusom 1. S obzirom da je real-
time PCR kvantitativna metoda, pogodna je za procenu koli¢ine izlu¢enog virusa i moze
naci primenu u epizootioloskim studijama. Ploszay i sar. (2013) ispituju ukupno 21
uzorak nosnih briseva konja mladih od 2 godine sa klinickim simptomima
rinopneumonitisa primenom klasiéne PCR metode sa prajmerima opisanim od strane
Kirisawa i sar. (1993), odnosno real-time PCR sa prajmerima i probom prema Diallo i
sar. (2007) u cilju simultane detekcije i diferencijacije EHV-1 i EHV-4. U pomenutoj
studiji 47% uzoraka je bilo pozitivno na prisustvo EHV-4 primenom PCR, pri ¢emu
nukleinska kiselina EHV-1 nije detektovana ni u jednom uzorku. Svi uzorci su zatim
ispitivani metodom real-time PCR koja se pokazala kao osetljivija sa 67% pozitivnih
uzoraka, $to je najverovatnije posledica prisustva latentne infekcije, odnosno malog
broja kopija virusnog genoma u ispitivanim uzorcima. Navedeni autori su zakljuéili da
je klasicna PCR metoda pogodnija za otkrivanje akutne infekcije konjskim
herpesvirusima i da se u tu svrhu moze koristiti s obzirom na ekonomicnost,
specificnost 1 brzinu izvodenja.

Poslednjih godina u literaturi su sve zastupljeniji nau¢ni radovi koji se odnose na
primenu sekvenciranja genoma konjskih herpesvirusa s obzirom da se analizom i
poredenjem dobijenih podataka mozZe stvoriti kompletnija epizootioloSka slika na
terenu. Nukleotidna sekvenca gena koji kodira sintezu glikoproteina B (gB) predstavlja
visokokonzerviran region kod svih herpesvirusa koji je najcesée ispitivan u ovakvim
studijama, a poznato je da je funkcija navedenog glikoproteina klju¢na za prodor virusa
u ¢eliju domacina i predstavlja jedan od njegovih imunoloski najznacajnijih antigena
(Slater, 2014). Rezultati Turan i sar. (2012) koji su vrsili filogenetsku analizu
nukleotidnih sekvenci gB gena sojeva EHV-1 i EHV-4 detektovanih tokom epizootija
pobacaja u Turskoj su pokazali da su svi turski sojevi EHV-1 i EHV-4 grupisani
zajedno, izuzev jednog soja EHV-1 Kkoji je izdvojen i grupisao se sa evropskim

sekvencama pomenutog virusa. U sli¢nom ispitivanju sprovedenom od strane Ataseven
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i sar. (2016) izvrSena je filogenetska analiza na osnovu parcijalne sekvence gB gena
izolata konjskog herpesvirusa 1 poreklom iz slu¢ajeva pobacaja. Dokazano je da u
Turskoj genetski identi¢ni sojevi EHV-1 cirkuliSu na terenu, medutim, za razliku od
rezultata Turan i sar. (2012), svi su bili srodni sa sekvencama sojeva poreklom iz
Evrope. U najnovijem ispitivanju autora Bilge Dagalp i sar. (2018) sekvence gB gena
svih sojeva EHV-4 detektovanih tokom ispitivanja enzootije respiratornog oboljenja na
jednoj ergeli u Turskoj su bile veoma sli¢ne 1 formirale zasebnu grupu na filogenetskom
stablu zajedno sa sekvencama EHV-4 prijavljenim u studiji Turan i sar. (2012), pri
¢emu se jedan soj EHV-4 izdvajao i grupisao sa sojevima iz Evrope i Japana.

U cilju proucavanja hipoteze da razli¢iti sojevi EHV-1 koji se razlikuju prema
patogenosti cirkuliSu u populacijama konja, Nugent 1 sar. (2006) istrazuju postojanje
genetskih markera koji bi potencijalno omogucili grupisanje navedenih Virusa.
Poredenjem genoma abortigenog soja EHV-1 Ab4 i manje virulentnog V592 soja
pomenutog virusa, medu njihovim nukleotidnim sekvencama utvrdeno je svega 0,1%
razli¢itosti i to najéeSc¢e u vidu polimorfizama na nivou pojedina¢nih nukleotida (eng.
single nucleotide polimorphism; SNP). Navedene razlike su zapazene na nivou 31
otvorenog okvira ¢itanja (ORF), medu kojima su najznacajnije varijacije detektovane u
regionima ORF30 i ORF68 genoma EHV-1. Polimorfizam na nivou jednog nukleotida
u okviru ORF30 se dovodi u direktnu vezu sa neuropatogenim potencijalom oderdenog
soja EHV-1, odnosno izolati kod kojih je na poziciji 2254 u okviru ovog gena umesto
adenina (Agzss) prisutan guanin (Gazss) se grupiSu u neurovirulentne sojeve konjskog
herpesvirusa 1. Navedeni region genoma EHV-1 kodira sintezu kataliticke subjedinice
DNK polimeraze i substitucija adenina guaninom dovodi do promene u sintetisanom
enzimu, odnosno do zamene asparagina (N) asparaginskom kiselinom (D) na poziciji
752. Zamena pomenutih aminokiselina uslovljava promene u funkciji virusne DNK
polimeraze za koju se pretpostavlja da ima uticaj na povecan nivo viremije i izmenjenu
efikasnost replikacije virusa u okviru leukocita, kao 1 povecanje endoteliotropizma
virusa S§to je i eksperimentalno potvrdeno u ispitivanjima Goodman i sar. (2007).
Ciljanim izazivanjem mutacije neurovirulentnog Gzss SOja U Agss SOj 1 hjegovim
ispitivanjem pokazano je znacajno slabljenje virulencije, medutim, oba genotipa EHV-1

se izlu€uju iz organizama inficiranih konja u sliénim titrima, ukazuju¢i na ¢injenicu da
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u istrazivanjima Nugent i sar. (2006) se navode dokazi za postojanje grupa EHV-1
prema geografskoj lokalizaciji koje se mogu odrediti detekcijom razli¢itih SNP u okviru
gena ORF68. S obzirom da je pomenuti region pokazao varijacije i do 2% medu
razli¢itim sojevima konjskog herpesvirusa 1, autori su predlozili da se isti koristi kao
genetski marker za grupisanje sojeva u odredene grupe. U navedenim ispitivanjima,
Nugent i sar. su podelili 131 terenski izolat EHV-1 u 6 grupa prema postojanju
polimorfizama na nivou pojedina¢nih nukleotida i broju rezidua guanina (G) na
pozicijama 732-739 u genu ORF68 tako da su u grupe 1, 3, 4 i 6 svrstani pretezno
evropski sojevi, a u grupe 2 i 5 uglavnom izolati iz SAD. Nije pronadena veza izmedu
neuropatogenog potencijala virusa i njegove pripadnosti odredenoj grupi s obzirom da
su neurovirulentni sojevi detektovani u svakoj od geografskih grupa.

Dalja ispitivanja vezana za prevalenciju infekcija konja neurovirulentnim
sojevima EHV-1 vrsili su mnogi autori. Allen (2006) je ispitivao minimalno invazivnu
proceduru za dokazivanje prisustva virusa kod latentno inficiranih jedinki ¢ime bi se
smanjio rizik od eventualnog izbijanja epizootije herpesvirusnog mijeloencefalitisa u
populacijama konja kao posledica reaktivacije virusa prisutnog u njihovom organizmu.
Autor je u uzorcima bioptata submandibularnih limfnih ¢vorova konja prethodno
inficiranih neurovirulentnim (Ga2s4) 1 manje virulentnim sojevima EHV-1 (Agzsa)
primenom metode nested PCR detektovao prisustvo EHV-1 pomocu specificnog para
prajmera za ORF30 genetski segment, a dobijeni PCR produkti su sekvencirani u cilju
detekcije SNP na poziciji 2254 navedenog gena. Pored dokazane mogucénosti detekcije
neurovirulentnih sojeva pomenutom procedurom, rezultati ove studije su pokazali da
kod konja kod kojih je latentna infekcija EHV-1 dokazana u limfnim ¢vorovima,
virusna DNK nije bila prisutna u leukocitima u perifernoj cirkulaciji, ukazuju¢i da
uzorci bioptata limfnih ¢vorova prilikom proucavanja prisustva latentne infekcije kod
zivih zivotinja predstavljaju adekvatniji uzorak od pune krvi. Primenom navedene
metode su detektovane latentne infekcije istim sojevima kojima su eksperimentalni
konji inficirani pre pocetka ispitivanja. U vecoj studiji koja je sprovedena od strane
Allen i sar. (2008) prethodno opisanom metodologijom je vrSeno postmortalno
ispitivanje uzoraka submandbularnih limfnih ¢vorova poreklom od 132 odrasle kobile
uginule sa simptomima mijeloencefalopatije, pri ¢emu je prisustvo latentne infekcije

konjskim herpesvirusom 1 dokazano kod 54% ispitivanih uzoraka, medu kojima je kod
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18% uzoraka detektovano prisustvo mutacije u ORF30 genu. Navedeno ispitivanje je
potvrdilo prisustvo latentne infekcije konjskim herpesvirusom 1 kod velikog broja
zivotinja kao 1 ¢injenicu da limfni ¢vorovi predstavljaju zna¢ajno mesto za ostvarivanje
latencije navedenog virusa. Pored toga, autori su ukazali na zna¢ajan broj zivotinja koje
su latentno inficirane neurovirulentnim sojevima pomenutog virusa S$to moze
predstavljati ozbijan epizootioloski problem. Allen i sar. (2007) i Leutenegger i sar.
(2008) predlazu unapredenje dijagnostike infekcije konja neurovirulentnim sojevima
EHV-1 razvojem real-time PCR metode koja omogucuje detekciju SNP na nivou
ORF30 u wuzorcima nervnog tkiva poreklom od konja sa dijagnostikovanom
mijeloencefalopatijom primenom specificnih proba, $to je I primenjeno u mnogim
radovima razli¢itih autora. Sa brzim napretkom na polju razvoja dijagnosti¢kih metoda
kao $to je real-time PCR u cilju identifikacije SNP u ORF30 genu, mnogi autori
prijavljuju meSovite infekcije konja sa oba genotipa EHV-1 (Pusterla i sar., 2009;
Pusterla i sar., 2010). Cilj istrazivanja Pusterla i sar. (2010) bila je detekcija i
karakterizacija sojeva EHV-1 iz uzoraka submandibularnih limfnih ¢vorova i
trigeminalnih ganglija konja pri ¢emu je u 44% ispitivanih uzoraka tkiva, pretezno
uzoraka trigeminalnih ganglija, detektovano prisustvo DNK kako neurovirulentnih, tako
I Azss SOjeva bez prisutne mutacije u okviru ORF30 gena. Od preostalih ispitivanih
tkiva pozitivnih na prisustvo virusa u podjednakom procentu su detektovani
neurovirulentni i manje virulentni sojevi EHV-1 (27%).

Narednih godina, mnogi autori sprovode retrospektivne studije u kojima su na
prisustvo mutacija opisanih od strane Nugent i sar. (2006) ispitivani stari izolati EHV-1
iz klinickih slucajeva mijeloencefalitisa i/ili abortusa kobila Sirom sveta. Pored toga,
vr$e se ispitivanja prisustva Gagss genetskog markera i grupisanje izolata na osnovu
markera u okviru ORF68 regiona i kod novije zabelezenih klinickih slucajeva oboljenja
konja izazvanih konjskim herpesvirusom 1. Prilikom ispitivanja epizootije
heresvirusnog mijeloencefalitisa u Belgiji zabelezene na vise ergela tokom 2009. godine
Gryspeerdt 1 sar. (2011) beleze da je veliki broj izolata EHV-1 pripadao
neurovirulentnim sojevima virusa. Posle uspesne izolacije EHV-1 iz uzoraka pune krvi
konja sa neuroloskim simptomima i/ili povisenom telesnom temperaturom, svi izolati su
ispitivani na prisustvo SNP u okviru dela gena ORF30. Konjski herpesvirus 1 je

uspesno izolovan iz leukocita metodom kokultivacije u ¢elijskoj liniji RK-13 i to iz 86%
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uzoraka poreklom od febrilnih konja, 67% ataksi¢nih konja i 100% konja sa
kvadriplegijom. Svi izolati su posle sekvenciranja ORF30 dela gena oznaceni kao
neurovirulentni, odnosno posedovali su mutaciju na poziciji 2254 u okviru navedenog
gena. Pored toga, pomenuti autori su izvrSili 1 sekvenciranje ORF68 dela gena, svrstavsi
pri tom belgijske izolate u 4. geografsku grupu prema Nugent i sar. (2006). U
ispitivanju etiologije pobacaja kobila sprovedenom u Italiji u periodu od 2004. do 2011.
godine, u priblizno 50% je uzro¢nik bio EHV-1. Primenom real-time PCR metode
opisane od strane Allen i sar. (2007), dokazana je veca prevalencija neurovirulentnih
sojeva u navedenim sluc¢ajevima (Marenzoni i sar., 2013). McFadden i sar. (2014) po
prvi put dokazuju prisustvo Ggss genotipa EHV-1 na Novom Zelandu posle izolacije
navedenog virusa iz tkiva uginulih i eutanaziranih kobila tokom izbijanja enzootije
pobacaja sa neuroloskim simptomima na jednoj ergeli, ukazujuéi pri tom na potrebe za
uvodenjem posebnih biosigurnosnih mera u cilju smanjenja mogucnosti transmisije
navedenog virusa koja moze imati ozbiljne ekonomske posledice. U ispitivanju
Negussie i sar. (2015) opisana je izolacija i molekularna karakterizacija konjskog
herpesvirusa 1 poreklom iz klinickih sluc¢ajeva herpesvirusnog mijeloencefalitisa kod
konja, magaraca i mula u Etiopiji. Od ukupno 91 Zivotinje uklju¢ene u ovo ispitivanje,
90 (98,9%) bilo je inficirano neurovirulentnim sojem EHV-1. Rezultati navedenih
autora se razlikuju od rezultata slicnih studija sprovedenih u Evropi i SAD gde je
zabeleZena prevalencija ovih sojeva bila znacajno niZza. Analizom pomenutih sojeva
EHV-1 na osnovu prisustva genetskih markera u okviru ORF68 regiona izolata iz
Etiopije ustanovljeno je da svi pripadaju geografskoj grupi 4, odnosno evropskim
sojevima EHV-1, ukazujuéi na njihovo poreklo.

Epizootioloski podaci koji opisuju prevalenciju neurovirulentnih sojeva EHV-1
u populacijama konja se razlikuju, pri ¢emu u je pojedinim studijama potvrdeno da
veéina terenskih izolata EHV-1 pripada Azs4 genotipu EHV-1. Potrebno je naglasiti da
navedeni sojevi nisu apatogeni i da se dovode u vezu sa 95-98% slucajeva pobacaja
gravidnih kobila u SAD, Velikoj Britaniji i drugim zeljama, kao i sa izmedu 15 i 25%
slu¢ajeva herpesvirusnog mijeloencefalitisa (Nugent i sar., 2006; Lunn 1 sar., 2009).
Medutim, istrazivanja Goodman i sar. (2007) pokazuju da su stariji konji podlozniji

razvoju klinickih simptoma mijeloencefalopatije izazvane neurovirulentnim sojevima
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EHV-1, §to moze imati znaCaja u interpretaciji rezultata pomenutih studija, a nije
posebno proucavano.

Perkins i sar. (2009) sprovode retrospektivnu studiju u kojoj ispituju
prevalenciju neurovirulentnog genotipa EHV-1 medu ukupno 176 terenskih izolata
prikupljenih u laboratoriji Univerziteta Cornell u periodu od 1984. do 2007. godine.
Posle ekstrakcije virusne DNK izvrSena je tipizacija sojeva EHV-1 primenom metode
real-time PCR, a rezultati su dodatno potvrdeni sekvenciranjem ciljnog regiona ORF30.
Rezultati navedene studije pokazuju da je 11% izolata pripadalo neurovirulentnim
sojevima, pri ¢emu je veéina izolovana iz slucajeva mijeloencefalitisa, a manji broj
izolata je poreklom iz klinickih slu¢ajeva pobacaja i/ili respiratornog oboljenja. Uprkos
statisticki znacajnoj zastupljenosti neurovirulentnoih sojeva u sluc¢ajevima neuroloskog
oboljenja konja, autori izvode zaklju¢ak da odsustvo navedene mutacije ne iskljucuje
moguénost razvoja mijeloencefalitisa kod obolelih jedinki. Sli¢ne rezultate prijavljuju
Mori i sar. (2011) koji su ispitivali brazilske izolate EHV-1 iz klini¢kih slucajeva
mijeloencefalitisa kobila na prisustvo pomenute mutacije. Pomenuti autori su zakljuéili
da postoje i drugi, jo§ uvek nedefinisani faktori pod kojima dolazi do razvoja
neuroloSkog oboljenja kod konja, odnosno da isto nije uvek vezano za infekciju Gopsa
sojevima EHV-1. Metoda real-time PCR je kori$c¢ena i prilikom ispitivanja prevalencije
neurovirulentnih sojeva EHV-1 u uzorcima poreklom od konja kojima je u Francuskoj u
periodu od 2002. do 2009. godine dijagnostikovan mijeloencefalitis, respiratorno
oboljenje ili su izolovani iz slucajeva pobacaja. Od 125 analiziranih uzoraka, 24% je
pripadalo G254, 0dnosno neurovirulentnom genotipu EHV-1, ishodom kao i slucajeva
abortusa (Pronost i sar., 2010). Malik i sar. (2010) sintetiSu specifi¢ne prajmere i probu
specificne za detekciju SNP u okviru ORF30 regiona genoma EHV-1 i ispituju 35
terenskih izolata EHV-1 iz perioda od 1977. do 2008. godine poreklom iz slucajeva
pobacCaja gravidnih kobila u Madarskoj. Rezultati istraZzivanja navedenih autora
pokazuju da 14,3% od ukupnog broja ispitivanih izolata EHV-1 poseduje G254 genotip i
predlazu koriS¢eni real-time PCR protokol za brzu i pouzdanu detekciju
neurovirulentnih sojeva EHV-1. S obzirom na veliki broj studija koje se bave
rasprostranjeno$¢u neuropatogenih sojeva EHV-1 u Sjedinjenim Americkim Drzavama i
Evropi, Yilmaz i sar. (2012) sprovode ispitivanje prevalencije navedenih sojeva u

populacijama konja u regionu Marmara u Turskoj. Rezultati dobijeni primenom metode
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real-time PCR su potvrdeni sekvenciranjem ciljnog ORF30 dela gena i ustanovljena je
niska prevalencija Gazs4 genotipa od 7,8% (4 od ukupno 51 izolata EHV-1) pri ¢emu su
svi poreklom od Zzivotinja sa istorijom pobacaja i/ili neuroloskog oboljenja. Sli¢nu
studiju sproveli su i Stasiak i sar. (2015) u Poljskoj, pri ¢emu su rezultati sekvenciranja
ORF30 dela gena izolata konjskog herpesvirusa 1 poreklom iz slucajeva abortusa u
periodu od 1999. do 2012. godine pokazali prevalenciju neurovirulentnih sojeva od
3,1%. Isti autori u novijoj studiji ispituju prisustvo mutacije na poziciji 2254 gena koji
kodira sintezu DNK polimeraze EHV-1, odnosno prevalenciju neurovirulentnih sojeva
medu 38 izolata poreklom iz slucajeva abortusa gravidnih kobila u Poljskoj od 1999 do
2016. godine. Izveden je zakljucak, kao i u prethodnom ispitivanju, da svi ispitivani
sojevi, izuzev dva izolata iz 2009. i 2010. godine, pripadaju Azss4 genotipu (Stasiak i
sar., 2017). Pojava herpesvirusnog mijeloencefalitisa je veoma retka u Australiji u
poredenju sa Sjedinjenim Americkim Drzavama ili Evropom i iz navedenog razloga
Cuxson i sar. (2014) su ispitivali prevalenciju neurovirulentnih sojeva medu 66
australijskih izolata EHV-1 iz slucajeva pobacaja ili neuroloSkog oboljenja konja.
Rezultati ove studije su pokazali da su samo dva ispitivana izolata nosioci mutacije u
okviru ORF30 gena, odnosno da je prisutna znacajnija prevalencija manje virulentnih
sojeva EHV-1 u Australiji. Anagha i sar. (2016) su sproveli studiju slicnu autorima iz
drugih zemalja u cilju procene genetskog diverziteta i postojanja neurovirulentnog
genetskog markera medu indijskim izolatima EHV-1 poreklom iz slucajeva abortusa.
Primenom metode real-time PCR i potvrde sekvenciranjem ORF30 dela gena navedenih
virusa, autori su otkrili prisustvo Gjs4 mutacije u 2 od ukupno 56 ispitanih izolata
(3,57%).

Fritsche 1 Borchers (2011) su sli¢éno autorima iz drugih zemalja ispitivali
rasprostranjenost neuropatogenih sojeva EHV-1 medu izolatima iz slucajeva pobacaja
gravidnih kobila u Nemackoj primenom metode nested PCR i sekvenciranja dela gena
ORF30. U studiji su bili ukljuceni izolati EHV-1 iz slucajeva pobacaja, kao i arhivirani
izolati prikupljeni u periodu od 1987. do 2009. godine. Svega 10,6% izolata EHV-1 je
posedovalo neurovirulentni genetski marker, dok je vecina izolovanih sojeva virusa
poreklom od kobila koje su pored pojave pobacaja imale i neuroloske simptome
oboljenja. Pored toga, autori su uz substituciju adenina guaninom na poziciji 2254 u
ORF30 genu, kod referentnih sojeva EHV-1 Ab4 i RaCH kao i jednog nemackog
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terenskog izolata otkrili prisustvo SNP, odnosno zamene adenina citozinom na poziciji
2258 istog gena. Pomenuta substitucija dovodi do zamene aminokiseline tirozin serinom
na poziciji 753 u sekvenci virusne DNK polimeraze. Sli¢ne rezultate u svom radu
opisuju i Smith i sar. (2010) koji su izneli pretpostavku da SNP na poziciji 2258 takode
moze imati uticaj na neuropatogeni potencijal sojeva sa Gypss Mmutacijom. Podaci
retrospektivnog ispitivanja navedenih autora su pored dokaza o postojanju navedene
mutacije, pokazali da su neurovirulentni sojevi EHV-1 prisutni na terenu jo$ od
pedesetih godina proslog veka, pri ¢emu je njihov broj polako rastao od utvrdenih 3,3%
Sezdesetih godina do 19,4% 2006. godine. Ovakvi rezultati ukazuju da prevalencija
mutiranih neuropatogenih sojeva raste iz godine u godinu ¢ime se povecava rizik od
epizootija neuroloskog herpesvirusnog oboljenja u populacijama konja.

Barbi¢ i sar. (2012) su istrazivali enzootije herpevirusne mijeloencefalopatije i
pobacaja koje su se odigrale na dve odvojene ergele u isto¢noj Hrvatskoj tokom 20009.
godine. Iz epizootioloskih podataka zaklju¢eno je da je oboljenje introdukovano na prvu
ergelu konja uvozom seronegativnih konja iz Sjedinjenih Americ¢kih DrZava, dok je
enzootija na drugoj ergeli uzrokovana introdukcijom klini¢ki zdravog pastuva sa prve
ergele. Molekularnom karakterizacijom sa filogenetskom analizom izolovanih sojeva
EHV-1 iz oba sluc¢aja potvrdeno je da je identican virus doveo do oboljenja zivotinja na
obe pomenute ergele. Svi izolati u navedenom istrazivanju su pripadali G254 genotipu
EHV-1, pri ¢emu je sekvenciranjem ORF68 dela gena ustanovljeno grupisanje ovih
sojeva u 1. i 2. grupu prema Nugent i sar. (2006) gde su svrstani uglavnom
severnoamericki izolati EHV-1. Damiani i sar. (2014) opisuju enzootiju abortusa na
ergeli u severnom delu Nemacke pri ¢emu je virusoloskim ispitivanjem dokazana
herpesvirusna etiologija, a izolovani sojevi su pripadali neurovirulentnom genotipu
EHV-1. Pored toga, izvrSeno je i grupisanje izolata na osnovu ORF68 sekvenci i
utvrdena je njihova pripadnost 4. geografskoj grupi, odnosno evropskim sojevima EHV-
1 ukazuju¢i da je do oboljenja doslo usled reaktivacije latentno prisutnog virusa kod
konja sa navedene ergele, odnosno da za razliku od studije Barbi¢ i sar. (2012) izvor
infekcije ne predstavljaju skorije introdukovane Zivotinje.

Malik 1 sar. (2012) su izvrSili molekularnu karakterizaciju 1 geografsko
grupisanje 35 madarskih sojeva EHV-1 izolovanih iz slu¢ajeva pobacaja u periodu od

1977. do 2008. godine. Posle sekvenciranja polimorfnog ORF68 genetskog segmenta,
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autori su svrstali madarske izolate u 7 geografskih grupa, pri ¢emu su 23 izolata
pripadala grupama prethodno opisanim od strane Nugent i sar. (2006), dok su
zabeleZeni polimorfizmi na nivou pojedina¢nih nukleotida u sekvencama preostalih 12
izolata EHV-1 uslovili stvaranje 4 dodatne geografske grupe. U navedenom radu,
polimorfni genetski segment regiona ORF68 od oko 600bp se pokazao kao koristan u
detekciji genetskih markera geografskih grupa EHV-1. S obzirom da su podaci iz rada
Malik i sar. (2012) pokazali da sojevi EHV-1 iz ovog dela Evrope pokazuju poseban
polimorfizam, postoji potencijal za formiranjem velikog broja grupa i iz navedenog
razloga se takva pojava mora ograniCiti standardizacijom pravila grupisanja sojeva
pomenutog virusa. Autori su koristili nukleotidnu sekvencu referentnog soja Ab4 EHV-
1 koji je svrstan u 1. grupu kao osnovu za pravljenje poredenja na nivou pojedinacnih
nukleotida. Prema prethodno opisanim Kriterijumima za grupisanje izolata EHV-1
prema geografskom poreklu, madarski sojevi su svrstani u grupe 2, 3 i 4, sa najveé¢im
brojem pripadnika grupe 2. Navedeni nalaz je u suprotnosti sa podacima Nugent i sar.
(2006) koji su u grupu 2 svrstali severnoameric¢ke izolate EHV-1. Broj rezidua guanina
(G) na pozicijama 732-739 u okviru ORF68 segmenta je kod svih madarskih izolata
iznosio 7. Na osnovu prisusstva SNP u navedenom genu, 12 izolata koji su svrstani u
nove grupe su imali razli¢ite karakteristike. Pripadnici 7. grupe poseduju poklapanja sa
grupama 3 1 5, medutim na pozicijama 710 1 719 u odnosu na grupu 3 je doSlo do
zamene G sa C, odnosno T sa A, kao i do pojave SNP na poziciji Azss. Sekvence
ORF68 segmenta virusa iz 8. grupe na poziciji 426 poseduju G, za razliku od svih
ostalih grupa kod kojih je na navedenom mestu citozin (Cgzs). U 9. i 10. grupi se nalazi
po jedan madarski izolat EHV-1, pri ¢emu je grupa 9 formirana na osnovu postojanja 2
od 3 markera identi¢na 5. grupi dok se razlikuju prema prisuststvu SNP na poziciji Geo.
Soj EHV-1 iz 10. grupe poseduje jedinstvene SNP i njegova ORF 68 sekvenca se
znacajno razlikuje od svih ostalih. U grupi 2 madarskih sojeva nalaze se izolati koji
datiraju od 1977. do 2005. godine, pri ¢emu su izolati iz grupa 3 i 8 poreklom od
slu¢ajeva pobacaja u periodima od 1997. do 2008. godine, odnosno 1997. do 2006.
godine. Interesantan podatak je da su sojevi iz 7. grupe introdukovani iz Srbije prilikom
transporta konja u Nemacku preko Madarske. Anagha i sar. (2016) sekvenciranjem
ORF68 genetskog segmenta ukupno 9 indijskih izolata i analizom prisustva mutacija

koje odreduju pripadnost odredenoj grupi, iste svrstavaju u geografske grupe 4 1 5, pri
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¢emu se jedan izolat razlikovao na pozicijama Crip 1 Cy13 ¢ime su autori formirali
dodatnu grupu. Prilikom ispitivanja pripadnosti 66 australijskih izolata EHV-1 iz
sluajeva pobacaja ili neuroloSkog oboljenja konja odredenoj geografskoj grupi
analzom sekvenci ORF68 genetskog segmenta, Cuxson i sar. (2014) su ustanovili veliku
geneticku heterogenost medu australijskim sojevima EHV-1 koji su uglavnom
klasifikovani u grupe 2 i 3, a manji broj je pripadao geografskoj grupi 5. U navedenoj
studiji je utvrden visok nivo varijabilnosti u okviru ORF68 sekvenci, $to pri tom nije
bilo vezano za geografsko poreklo sojeva. Sli¢ne rezultate beleze Stasiak i sar. (2017)
koji vrse karakterizaciju 38 izolata EHV-1 poreklom iz slu¢ajeva pobacaja iz perioda od
1999. do 2016. godine na osnovu analize njihovih ORF68 regiona. Veéina (81,6%)
ispitivanih sekvenci nije klasifikovana ni u jednu od grupa prema Nugent i sar. (2006),
pri ¢emu su preostalih 7,9% i 10,5% sekvenci pripadale 3., odnosno 4. grupi. Pored
toga, u svim poljskim sekvencama ORF68 regiona EHV-1 detektovano je prisustvo 7
rezidua guanina na pozicijama 732-739 navedenog gena. Stasiak i sar. (2017) na osnovu
dobijenih podataka zakljuc¢uju da ORF68 ne predstavlja pouzdan molekularni marker za

izvodenje epizootioloskih studija infekcija izazvanih konjskim herpesvirusom 1.

Konjski herpesvirusi 21 5

Termin konjski herpesvirus 2, oznacen kao soj LK, u nau¢noj literaturi se prvi
put pojavljuje 1963. godine, a odnosi se na virus izolovan 1962. godine u Engleskoj iz
nosnog sekreta zdrebeta sa respiratornim simptomima (Plummer i Waterson, 1963). Od
tada, veliki broj autora belezi izolaciju sli¢nih virusa iz respiratornog trakta, leukocita,
kostne srZi i drugih organa klini¢ki zdravih konja (Bryans, 1968; Hsiung i sar., 1969;
Erasmus, 1970; Studdert, 1974). Navedeni virusi se Cesto nalaze i kao kontaminenti
primarnih ¢elijskih kultura poreklom od tkiva zdravih konja, pri ¢emu su morfoloski
sli¢ni herpesvirusima, a zapazeno je da prema nacéinu replikacije i izgledu citopatogenog
efekta koji izazivaju na celijskoj kulturi nalikuju citomegalovirusima (Plummer i
Waterson, 1963; Erasmus, 1970; Studdert, 1974). lIzolati EHV-2 se in vitro uspesno
umnozavaju isklju¢ivo u Celijskim linijjama poreklom od konja sa izuzetkom primarnih
¢elijskih kultura bubrega zeca i macke. Veéina autora je ustanovila da se izolati
navedenog virusa veoma sporo umnozavaju dovode¢i do pojave CPE u odgovaraju¢im
¢elijskim kulturama za viSe od 3 nedelje. S obzirom na navedene karakteristike

umnozavanja in Vitro vecéine sojeva, isti su nazvani citomegalovirusi konja (Bryans,
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1968; Plummer i sar., 1969; Studdert, 1974; O Callaghan i sar., 1978; Wharton i sar.,
1981), a kasnije su svrstani u betaherpesviruse (Roizman i sar., 1981). Uprkos tome §to
EHV-2 nije podeljen na antigenske tipove, proucavani izolati navedenog virusa se
karakteriSu visokom stepenom antigenskih i genetskih varijacija (Erasmus, 1970;
Plummer i sar., 1973; Browning i Studdert, 1987b).

Browning i Studdert (1987b) su prilikom proucavanja genetske heterogenosti
izolata betaherpesvirusa primenom metode digestije restriktivnim endonukleazama
zabelezili da se izdvaja grupa ovih virusa koja se naro¢ito razlikuje. Primenom Southern
blot hibridizacije primeceno je da 4 ispitivana izolata imaju nizak nivo homologije sa
kontrolnim sojem EHV-2, a pored toga, navedeni virusi su posedovali i zna¢ajno manje
genome. Navedena grupa virusa je iz tog razloga oznacena kao EHV-5. Ispitivana 4
izolata su bila poreklom iz 3 odvojene grupe konja: soj M2BO izolovan je iz leukocita
kobile sa respiratornim simptomima, a soj 253/72 poreklom je od konja uvezenog u
Australiju iz Velike Britanije, a koji je u karantinu dobio klinicke simptome
respiratornog oboljenja. Preostala dva soja su bili izolati poreklom iz nosnih briseva dva
konja koji datiraju iz 1970. godine, $to retrospektivnom analizom ukazuje da su to prvi
zabelezeni izolati EHV-5 (Turner et al., 1970). Agius i sar. (1992) su prilikom
ispitivanja razlika medu genomima EHV-2 i EHV-5 primenom Southern blot
hibridizacije takode ustanovili veoma znacajne razlike, medutim Telford i sar. (1993)
primenom metode sekvenciranja genoma otkrivaju da su EHV-2 i EHV-5 srodni, ali
razli¢iti virusi koji pripadaju podfamiliji Gammaherpesvirinae.

U radu Reubel i sar. (1995) po prvi put je opisana multiplex nested PCR metoda
koja brzo i pouzdano omogucuje razlikovanje EHV-2 i EHV-5 koji su do tada
razlikovani samo primenom restrikcionih endonukleaza. Autori su Kkoristili parove
prajmera koji se specificno vezuju za deo gB gena EHV-2, odnosno deo TK gena EHV-
5, a primenljivost protokola je potvrdena ispitivanjem uzoraka poreklom od
inokulisanih kultura tkiva, kao i uzoraka nosnih briseva i pune krvi konja. U poredenju
sa izolacijom EHV-2 i EHV-5 na ¢elijskim kulturama koja u nekim slucajevima moze
potrajati i preko 14 dana, navedena metoda je brza pri ¢emu se pokazala i kao
osetljivija. Uprkos tome, incidenca infekcije konja konjskim herpesvirusom 2 opisana u
ovoj studiji bila je daleko niza nego u do tada objavljenim radovima. Autori pomenuti

nalaz objas$njavaju malim brojem inficiranih ¢elija u ispitivanim uzorcima i navode da u
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takvim slucajevima primeni PCR treba da prethodi izolacija virusa u kulturi ¢elija ¢ime
bi se broj virusnih Cestica u uzorku povecao prirodnim putem. Franchini i sar. (1997) su
na osnovu rezultata dobijenih primenom PCR sa razli¢itim kombinacijama prajmera
specifi¢nim za vise regiona u okviru genoma EHV-2 dosli do zakljucka da postoji veliki
broj subpopulacija navedenog virusa i da se iz tog razloga rezultati ispitivanja u kojima
je detektovana njihova niska prevalencija moraju uzimati sa rezervom. Pored toga,
autori su potvrdili pretpostavku Reubel i sar. (1995) da najpouzdaniji metod detekcije
gamaherpesvirusa konja predstavlja izolacija virusa, odnosno kokultivacija ispitivanih
uzoraka tkiva sa osetljivom celijskom kulturom, dok se njihova identifikacija i
diferencijacija moze vrsiti primenom lancane reakcije polimeraze. Primenom metode
kokultivacije uzoraka limfnih ¢vorova respiratornog trakta, leukocita, trigeminalnih
ganglija, slezine, tonzila i alveolarnih makrofaga poreklom od konja iz klanice sa
osetljivim ¢elijskim linijjama RK-13 i EEK (eng. equine embryonic kidney), konjski
herpesvirus 2 je detektovan u veéini navedenih tkiva svih ispitivanih konja izuzev
jednog sa najve¢om prevalencijom u limfoidnom tkivu respiratornog trakta (Edington i
sar., 1994). Rizvi i sar. (1997) su ispitivali distribuciju EHV-2 u nervnom i limfoidnom
tkivu 12 seropozitivnih konja primenom metode PCR sa posebno sintetisanim
prajmerima specificnim za ORF64 region genoma pomenutog virusa za koji autori tvrde
da predstavlja visokokonzervirani region medu EHV-2 izolatima. Rezultati ove studije
su potvrdili prethodno postojee podatke visokoj prevalenciji EHV-2 u limfnim
¢vorovima respiratornog trakta, nadovezujuci se na nalaz Drummer i sar. (1996) koji su
dokazali da navedeni virus ostvaruje latentnu infekciju u B limfocitima. Medutim,
nukleinska kiselina EHV-2 je detektovana i u centralnom nervnom sistemu kao i u
trigeminalnim ganglijama kod 50% Zivotinja ukazuju¢i na znacaj ovih tkiva u
ostvarivanju latentne infekcije ovog virusa. Borchers i sar. (1997) su prilikom
ispitivanja prevalencije infekcija konjskim herpesvirusom 2 u Nemackoj u leukocitima
iz uzoraka pune krvi 172 konja primenom PCR detektovali navedeni virus u 51%
uzoraka, dok je virus metodom kokultivacije uspesno izolovan u 31% slucajeva.
Pomenuti autori su sintetisali i koristili prajmere za deo gena EHV-2 koji kodira sintezu
homologa interleukinu 10 (IL-10) konja i za koji se pretpostavlja da poseduje
imunomodulatornu ulogu. Primenom RK-13 ¢elijske linije Dunowska i sar. (1999) po

prvi put na Novom Zelandu beleze uspesnu izolaciju EHV-5 iz 38 uzoraka leukocita i
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nosnih briseva poreklom od 114 ispitivanih konja, medutim navedeni nalaz nije
doveden u vezu sa prisustvom respiratornog oboljenja. Pored toga, kod veéine konja je
dokazano prisustvo meSovite infekcije konjskim herpesvirusima 2 i 5 primenom PCR.
Borchers i sar. (2006) ispituju prevalenciju EHV-2 u konjunktivalnim brisevima,
odnosno tropizam pomenutog virusa prema c¢elijama konjunktive konja primenom PCR
pri ¢emu uspesno detektuju virusnu nukleinsku kiselinu kod 28,6% klini¢ki zdravih,
odnosno 8,3% konja sa simptomima konjunktivitisa. Pored toga, autori su detektovali
nukleinsku kiselinu EHV-2 i u uzorcima optickog nerva, suznih Zlezda i tkiva
konjunktiva nasumi¢no odabranih konja iz klanice i naveli moguénost da ista
predstavljaju potencijalna mesta u kojima ovaj virus ostvaruje latenciju.

Nordengrahn i sar. (2002) su ispitivali prevalenciju infekcija konjskim
herpesvirusima 2 i 5 u populacijama konja u Svedskoj, Madarskoj i Velikoj Britaniji
primenom PCR sa prajmerima za deo gena koji kodira sintezu glikoproteina H (gH)
EHV-2, odnosno EHV-5. Analizom leukocita iz uzoraka pune krvi potvrdena je visoka
prevalencija EHV-2 od 68%, do 71% u populacijama odraslih konja pri ¢emu je
dokazana tvrdnja drugih autora da je navedeni virus latentno prisutan u B limfocitima.
Takode, navedeni virus je detektovan u 93% uzoraka nosnih briseva ispitivanih konja.
Zabelezena prevalencija EHV-5 je bila znacajno niza, odnosno od 15 do 24%. Pored
toga, utvrdeno je da do infekcije konjskim herpesvirusom 2 dolazi u uzrastu izmedu 6 1
8 nedelja, dok je prisustvo EHV-5 detektovano nesto kasnije, kod zdrebadi uzrasta od 4
do 6 meseci. Dunowska i sar. (2002) su vrsili ispitivanje prisustva konjskih herpesvirusa
u populaciji zdrebadi na Novom Zelandu u cilju ustanovljavanja u kojem uzrastu dolazi
do navedenih infekcija. Od ukupno 157 uzoraka pune krvi, EHV-2 je izolovan iz
leukocita 155 zdrebadi i iz 40 od 172 uzorka nosnih briseva. Pored EHV-2, jedini
izolovan herpesvirus bio je EHV-5 i to iz uzoraka 15 Zdrebadi. Autori su zakljucili da
do infekcije konjskim gamaherpesvirusima dolazi u prvih nekoliko meseci Zivota konja,
pri ¢emu EHV-2 predstavlja predisponiraju¢i faktor za infekcije drugim virusnim
infekcijama. Wang i sar. (2007) su dokazali primenljivost nested multiplex PCR metode
za identifikaciju konjskih herpesvirusa 1, 4, 2 1 5 u klini¢kim uzorcima poreklom konja
sa i bez klinicki manifestnih simptoma respiratornog oboljenja. Pored prajmera
specifi¢nih za EHV-1 i EHV-4 prethodno opisanih u radu Kirisawa i sar. (1993), autori

su sintetisali parove prajmera specifiéne za delove gB gena EHV-2 i EHV-5. Konjski
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herpesvirus 5 je identifikovan u uzrocima leukocita i nosnih briseva 78% Zzdrebadi i
47% odraslih konja, dok je EHV-2 detektovan u kod 30% zdrebadi od kojih su kod
vec¢ine zabelezeni respiratorni simptomi. U cilju ispitivanja prisustva konjskih
herpesvirusa 2 i 5 u populaciji konja na Islandu, Torfason i sar. (2008) su razvili semi-
nested PCR protokol uz kori§¢enje prajmera specifi¢nih za gB gene navedenih virusa.
Specificnost 1 osetljivost primenjene molekularne metode je potvrdena analizom
leukocita iz 47 uzoraka krvi kao i 52 uzorka razli¢itih unutrasnjih organa (pluca, tonzile,
limfni ¢vorovi, creva, pankreas, bubrezi, jetra, slezina itd.) odraslih konja 1 Zdrebadi.
Nukleinske kiseline EHV-2, odnosno EHV-5 su detektovane u 79% i 63% ispitivaih
unutrasnjih organa, dok su u uzrcima celija bele krvne loze bili neSto manje zastupljeni
izmedu 10 1 20% 1 to u uzorcima poreklom od Zdrebadi. Marenzoni i sar. (2010) u svom
ispitivanju starosne prevalencije infekcija konjskim herpesvirusom 5 potvrduju rezultate
drugih studija. Navedeni autori primenom PCR sa specifi¢nim prajmerima za gB gen
EHV-5 ispituju prisustvo ovog virusa u uzorcima nosnih briseva i leukocita ukupno 55
konja rase lipicaner. Zastupljenost EHV-5 u nosnim brisevima i leukocitima mladih
konja iznosila je 73,3%, odnosno 80%, dok je kod starijih kategorija zivotinja navedeni
virus detektovan u 20% uzoraka krvi i 40% nosnih briseva. S obzirom na veliku
genetsku heterogenost sojeva EHV-2 prijavljenu u studijama mnogih autora, Brault i
sar. (2011) ispituju razlike u genetskim sekvencama gB gena i koli¢ini izlu¢enog EHV-
2 tokom prvih 5 meseci zZivota odabrane grupe Zdrebadi. Autori su zabeleZili veliku
heterogenost gB gena sojeva EHV-2, kako poreklom od razli¢ite zdrebadi tako i
detektovanih kod istih jedinki. Pored toga, najveca koncentracija virusnih Cestica u
nosnom sekretu poklapa se sa uzrastom od oko 3 meseca. Hue i sar. (2014) opisuju real-
time PCR protokol ¢ijom primenom je omogucéena brza detekcija i diferencijacija EHV-
2 i EHV-5 u nosnim brisevima 172 konja sa klinickim simptomima respiratornog
oboljenja. Podaci navedenih autora ukazuju na visoku prevalenciju gamaherpesvirusnih
infekcija, pri cemu takode dovode u vezu uzrast konja sa detekcijom pomenutih virusa.
Prisustvo EHV-2 je CeSée zabelezeno kod najmladih kategorija konja, pri ¢emu su i
prevalencija infekcije i koli¢ina detektovanog virusa opadali sa staro$¢u Zivotinja.
Autori su pokazali da prevalencija EHV-5 u populaciji raste u prvih nekoliko meseci
zivota, pri ¢emu kod starijih 1 mladih kategorija konja nema razlika u koli¢inama

izlu¢enog virusa. Prilikom ispitivanja epizootije akutne respiratorne infekcije u
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populaciji konja u zapadnom Alziru, Laabassi i sar. (2017) ispituju prisustvo konjskih
herpesvirusa u ukupno 100 nosnih briseva konja uzrasta od 1 do 27 godina primenom
metode real-time PCR. U odnosu na nisku prevalenciju EHV-1 i EHV-4 od 2% i 14%,
EHV-2 i EHV-5 su detektovani u 90%, odnosno 75% uzoraka. Od ukupno 90
inficiranih konja, kod 70 zivotinja je detektovana meSovita infekcija sa konjskim
herpesvirusima 2 i 5, dok su u nosnim brisevima 14 zivotinja pronadeni EHV-4, EHV-2
i EHV-5. Pored toga, autori takode beleze da je 97,3% konja starosti do 3 godine
inficirano konjskim herpesvirusom 5, pri ¢emu je prevalencija navedene infekcije, kao i
koli¢ina izluCenog virusa opadala sa staro$¢u zivotinja. Bilge Dagalp i sar. (2018) su
ispitivali prisustvo konjskih herpesvirusa tokom enzootije respiratornog oboljenja na
jednoj ergeli u Turskoj u uzorcima nosnih briseva i leukocita 29 Zdrebadi primenom
multiplex nested PCR metode opisane u radu Wang i sar. (2007). Detektovano je
ukupno 58,6% uzoraka pozitivnih na prisustvo EHV-2, odnosno 75,9% pozitivnih na
EHV-5, a zabelezen je i visok procenat mesovitih infekcija izazvanih sa EHV-4, EHV-2
i EHV-5 (75,9% slucajeva).

Poredenjem sekvenci gB gena novozelandskih izolata EHV-5 medusobno 1 sa
australijskim izolatima navedenog virusa Dunowska 1 sar. (2000) zapazaju veliku
geneticku heterogenost medu sojevima izolovanim iz uzoraka poreklom od razli¢itih
konja, dok su sojevi izolovani iz iste Zivotinje pokazali visok stepen homologije. S
obzirom da je gB jedan od imunoloski najznacajnijih glikoproteina herpesvirusa, razlike
u sekvencama gB gena izolata poreklom od razliCitih Zivotinja najverovatnije
odrazavaju razlike u imunoloSkom odgovoru na navedeni patogen kod pojedinac¢nih
konja. 1z pomenutog razloga se smatra da prisustvo mutacija u gB genu predstavlja
mehanizam adaptacije gamaherpesvirusa na imunoloSske mehanizme domacina.
Ruszczyk i sar. (2004) su prilikom ispitivanja prevalencije infekcija konjskim
herpesvirusom 2 iz leukocita poreklom od ukupno 139 konja uspesno izolovali navedeni
virus iz 34 uzorka poreklom od zivotinja sa klinickim simptomima respiratornog
oboljenja primenom metode kokultivacije sa ED celijama. Identifikacija izolata je
izvr§ena primenom PCR sa prajmerima za gB gen i specifiénim prajmerima za gen koji
kodira sintezu homologa IL-10. Autori su koristili dve kombinacije prajmera s obzirom
na veliku genetsku heterogenost sojeva EHV-2, pri ¢emu je primenom prajmera za gB

gen uspesno identifikovano svega 8 izolata za razliku od rezultata PCR sa prajmerima
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za I1L-10 homolog kada je potvrden identitet 34 izolata EHV-2. Cilj studije Bell i sar.
(2006) je bila procena prevalencije prisustva konjskih herpesvirusa i genetske
varijabilnosti njihovih gB gena analizom uzoraka nosnih briseva i leukocita kobila i
Zdrebadi tokom vremenskog perioda od 6 meseci. Infekcije konjskim herpesvirusima 2 i
5 su bile uobicajen nalaz, i to u 75%, odnosno 88% uzoraka leukocita zdrebadi uzrasta
od 6 meseci, medutim nalaz EHV-2 u nosnim brisevima je bio ¢e$¢i kod mladih
Zivotinja, a S§to je u skladu sa rezultatima drugih autora da do infekcije ovim virusom
dolazi u prvim nedeljama Zivota konja. Bell 1 sar. (2006) su zakljucili da do infekcije
konjskim herpesvirusom 5 dolazi uglavnom kasnije kada zdrebad cesce dolaze u
kontakt sa drugim konjima. Analizom nukleotidnih sekvenci gB gena EHV-2 i EHV-5u
ovoj studiji pokazana je veéa genetska heterogenost sojeva konjskog herpesvirusa 2 u
odnosu na EHV-5 (95,5-99,3% nasuprot 98,8-99,3% homologije). Pored toga, zdrebad
uzrasta od 4 nedelje su izlu¢ivala sojeve EHV-2 genetski identi¢ne sojevima pomenutog
virusa detektovanog kod njihovih majki ukazuju¢i da kobile predstavljaju izvor
infekcije ovim virusom ve¢ u prvim danima Zivota. Kod starijih kategorija zdrebadi
detektovano je viSe genetski heterolognih sojeva EHV-2, najverovatnije usled
poveéanog kontakta sa drugim konjima. Ataseven i sar. 2010 su u Turskoj ispitivali
prevalenciju infekcija konjskim herpesvirusima 2 i 5 u uzorcima nosnih briseva i krvi
konja sa simptomima respiratornog oboljenja. Primenom multiplex nested PCR metode,
prisustvo nukleinske kiseline EHV-2 identifikovano je u 19,2% uzorka, dok je EHV-5
detektovan u 21,9% uzoraka. Rezultati filogenetske analize gB gena identifikovanih
sojeva gamaherpesvirusa konja pokazali su znacajna odstupanja od analognih sekvenci
evropskih sojeva EHV-2 i EHV-5. Pored toga, turski EHV-2 sojevi su podeljeni u
zasebne grane filogenetskog stabla, a njihove medusobne slicnosti su se kretale od 34,6—
97,8%. Sojevi EHV-5 u ovom ispitivanju su se izdvajali od evropskih sojeva na zasebnu
granu filogenetskog stabla, a poredenjem njihovih nukleotidnih sekvenci odredena je
medusobna sli¢nost od 77,3-90,2%. U populaciji trkackih konja u Juznoj Koreji
ispitivana je prevalencija respiratornih virusa u uzorcima nosnih briseva 89 Zivotinja
primenom PCR, pri ¢emu je najzastupljeniji patogen bio EHV-5 u 39% uzoraka (Ko i
sar., 2013). Filogenetskom analizom njihovih gB sekvenci, sojevi EHV-5 su podeljeni u
3 genotipa (obelezeni su kao A, B i C) sa medusobnim sli¢nostima od 99-99,2%, pri

¢emu su se grupisali sa sojevima iz Australije, Turske i sa Islanda. S obzirom na
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dokazanu visoku prevalenciju infekcija konjskim gamaherpesvirusima na Islandu,
Thorsteinsdottir 1 sar. (2013) vrse filogenetsku analizu sekvenci gena koji kodiraju
sintezu gB, gH, DNK polimeraze i DNK terminaze terenskih sojeva EHV-2. Rezultati
navedenog istrazivanja pokazuju veliku varijabilnost u okviru gB i gH gena (73-99%
sli¢nosti), za razliku od gena DNK terminaze i DNK polimeraze (98-100% sli¢nosti).
Negussie i sar. (2017) su vrsili molekularnu detekciju konjskih herpesvirusa 1, 4,215
kod konja u Etiopiji, kao i filogenetsku analizu EHV-2 i EHV-5 na osnovu sekvenci
njihovih gB gena. Od ukupno 160 Zivotinja sa respiratornim simptomima, EHV-5 je
najcesc¢e identifikovan (23,1%), a navedeni nalaz je pracen detekcijom EHV-2 u 20%
uzoraka, pri ¢emu je prisustvo meSovite infekcije zabelezeno u 5,2% uzoraka. Pored
toga i ovoj studiji je dokazana starosna prevalencija infekcija izazvanih konjskim
herpesvirusom 5 kod konja mladih od 3 godine. Filogenetska analiza identifikovanih
sojeva gamaherpesvirusa pokazala je njihovu veliku genetsku heterogenost, pri ¢emu su
se medusobne sli¢nosti sojeva EHV-2 i EHV-5 kretale od 94 do 99,4%, odnosno od
95,1 do 100%. Sli¢nost sojeva EHV-2 i EHV-5 detektovanih u Etiopiji sa izolatima iz
drugih zemalja iznosila je od 92,9 do 99,5%. Filogenetska analiza detektovanih
gamaherpesvirusa konja u radu Bilge Dagalp i sar. (2018) pokazala je visok stepen
genetske heterogenosti njihovih gB sekvenci, nasuprot analiziranim sojevima EHV-4,
Parcijalne sekvence gB gena turskih sojeva konjskog herpesvirusa 2 su bile 85,7-99,7%
i 92,4-99,7% sli¢ne terenskim izolatima EHV-2 iz studije Ataseven i sar. (2010). Pored
toga, ispitivani turski sojevi navedenog virusa su posedovali visok stepen sli¢nosti sa
Svajcarskim, nemackim i britanskim sojevima EHV-2. Sekvence EHV-5 su posedovale

stepen medusobne sli¢nosti od 98,8 do 99,7%.
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3. CILJ I ZADACI ISPITIVANJA

Cilj ove doktorske disertacije je identifikacija i molekularna karakterizacija
sojeva herpesvirusa konja poreklom iz uzoraka poreklom od konja sa teritorije
Republike Srbije i Republike Srpske kao i arhiviranih sojeva EHV-1 iz virusoloske
laboratorije Katedre za mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu. Delovi nukleotidnih sekvenci identifikovanih sojeva virusa EHV-1, EHV-4,
EHV-2 i EHV-5 ¢iji je redosled utvrden primenom molekularnih metoda bili su
uporedivani sa nukleotidnim sekvencama navedenih vrsta herpesvirusa izolovanih u
drugim delovima sveta koje se nalaze u bazi nukleotidnih sekvenci u cilju utvrdivanja
sli¢nosti i razlika izmedu njih. Na ovaj nacin je ostvaren uvid u stepen podudarnosti
nukleotidnih sekvenci izmedu sojeva navedenih vrsta herpesvirusa konja izolovanih u
Srbiji i Republici Srpskoj i herpesvirusa izolovanih u drugim delovima sveta. Pored
ovoga, cilj ove doktorske disertacije bio je i utvrdivanje mesta identifikovanih sojeva
herpesvirusa izolovanih kod konja sa podru¢ja Republike Srbije i Republike Srpske na

filogenetskom stablu, odnosno njihove pripadnosti odredenom genotipu.

Da bi se ostvario postavljeni cilj, definisani su slede¢i zadaci:

1. Prikupljanje uzoraka nosnih briseva konja sa ergela i individualnih gazdinstava kao i
uzoraka submandibularnih limfnih &vorova, slezine, ki¢mene mozdine i produzene
mozdine konja iz klanice.

2. Laboratorijska obrada prikupljenih uzoraka nosnih briseva i organa radi izvodenja
klasi¢nih 1 molekularnih metoda virusoloske dijagnostike.

3. Identifikacija konjskih herpesvirusa 1 i 4 (EHV-1 i EHV-4) primenom metoda
izolacije virusa na kultiri tkiva, virus neutralizacije,direktne imunofluorescencije i
lancane reakcije polimeraze (PCR) i identifikacija konjskih herpesvirusa 2 i 5 (EHV-2 i
EHV-5) primenom metoda izolacije virusa na kulturi tkiva i PCR.

4. Otkrivanje prisustva nukleinske kiseline virusa EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5 u
uzorcima nosnih briseva i organa konja primenom metode Nested multiplex PCR.

5. Sekvenciranje dela genoma identifikovanih sojeva EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5

koji kodira sintezu glikoproteina B (gB) primenom metode po Sanger-u.
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6. Uporedivanje sekvenci identifikovanih sojeva herpesvirusa konja sa teritorije
Republike Srbije i Republike Srpske kao i arhiviranih sojeva EHV-1 Katedre za
mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu sa
nukleotidnim sekvencama sojeva herpesvirusa izolovanih kod konja u drugim delovima
sveta koje se nalaze u bazi nukleotidnih sekvenci u cilju utvrdivanja sli¢nosti i razlika
izmedu njih.

7. Filogenetska analiza identifikovanih sojeva herpesvirusa konja sa teritorije Republike
Srbije i Republike Srpske (BiH).

8. Sekvenciranje dela ORF30 regiona genoma identifikovanih sojeva virusa EHV-1 u
ispitivanim uzorcima kao 1 arhiviranih sojeva virusa metodom po Sanger-u i
odredjivanje redosleda nukleotida u regionu ORF30 genoma EHV-1, odnosno
eventualno prisustvo supstitucije adenina (A) guaninom (G) na poziciji 2254 navedenog
gena.

9. Sekvenciranje dela ORF68 regiona genoma EHV-1 primenom metode po Sanger-u i
odredivanje redosleda nukleotida u regionu ORF68 genoma EHV-1 sa filogenetskom
analizom c¢ime se omogucuje grupisanje izolata ovog virusa prema geografskom

poreklu.
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4. MATERIJAL | METODE ISPITIVANJA

Materijal za ispitivanje

Uzorci — pocetni materijal za ispitivanje

Uzorci za ispitivanja poreklom od ukupno 137 nevakcinisanih konja sa ergela i
iz privatnog sektora obuhvatali su 112 uzoraka nosnih briseva i 100 uzoraka organa
(submandibularni limfni ¢vorovi, slezina, produzena mozdina i ki¢mena mozdina
prikupljeni od 25 konja iz klanice). Pored navedenih uzoraka ispitivanjima je
podvrgnuto i 5 arhiviranih sojeva EHV-1 Katedre za mikrobiologiju Fakulteta
veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu. Nosni brisevi su prikupljani od konja sa
teritorije Republike Srbije i Republike Srpske, uzorci organa su poreklom od konja iz
klanice sa teritorije Republike Srbije, a arhivirani sojevi EHV-1 su liofilizovani sojevi
EHV-1 izolovani osamdesetih godina proslog veka iz slucajeva pobacaja gravidnih
kobila, odnosno uginu¢a novorodene zdrebadi sa ergele ,,Ljubic¢evo*.

Uzorci organa konja prikupljani su u periodu od novembra 2015. do januara
2016. godine. Konji od kojih su uzimani uzorci organa nisu imali nikakve klinicke
simptome oboljenja i nisu prethodno vakcinisani protiv konjskih herpesvirusa 1 i 4, a
poreklom su iz indivudualnih gazdinstava u juznobackom okrugu (Vrbas), Sremskom
okrugu (Ruma, Indija), Srednjebanatskom okrugu (Zrenjanin), Beogradskom okrugu
(Obrenovac), Mac¢vanskom okrugu (Loznica), Brani¢evskom okrugu (Pozarevac, Veliko
Gradiste) 1 Borskom okrugu (Negotin). U navedenoj grupi Zivotinja su bili konji uzrasta
od 8 meseci do 14 godina rasa lipicaner ili radni konji mesanih rasa.

Uzorci nosnih briseva su prikupljani od konja sa terotorije Republike Srbije (50
uzoraka) i Republike Srpske (62 uzorka). Nosni brisevi konja uzorkovani u Republici
Srbiji poticali su od konja iz individualnog sektora sa Zlatibora (Zlatiborski okrug),
Stare Planine (Pirotski okrug) i iz Tutina i Kraljeva (Raski okrug). Pomenutu grupu
konja ¢inile su klini¢ki zdrave i nevakcinisane Zivotinje starosti od 3 do 27 godina rasa

lipicaner, engleski punokrvnjak, hrvatski posavac, araber, haflinger, bosanski brdski
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konj, domaci brdski konj kao i konji meSanih rasa. Prikupljanje navedenih uzoraka
vrseno je u periodu od avgusta 2014. do septembra 2017. godine. Nosni brisevi konja
poreklom iz Republike Srpske uzorkovani su u martu 2016. godine, pri ¢emu je 20
uzoraka prikupljeno od klinicki zdravih, nevakcinisanih bosanskih brdskih konja starosti
od 2 meseca do 14 godina na individualnom gazdinstvu u opstini Mrkonji¢ Grad, a 42
uzorka su poreklom od nevakcinisanih konja rase lipicaner starosti od 1 do 18 godina sa
ergele “Vucijak* u Prnjavoru. Svi konji sa navedene ergele su bili klinicki zdravi izuzev
jedne omice kod koje su zabelezeni klinicki simptomi respiratornog oboljenja.

Svi uzorci briseva i organa su prikupljeni u cilju ispitivanja prisustva i izolacije
konjskih herpesvirusa 1, 4, 2 i 5 (EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5), dok su arhivirani
sojevi umnoZzeni i ispitivani primenom molekularnih metoda u cilju njihove
molekularne karakterizacije. Prikupljeni uzorci nosnih briseva i organa su poptopljeni u
2 ml hranljive podloge Eagle MEM sa 2% fetalnog teleCeg seruma i dodatkom

antibiotika i antimikotika i ¢uvani na temperaturi od -20°C do pocetka ispitivanja.

Materijal koji je koris¢en u metodi izolacije virusa i testa virus neutralizacije

= Referentni soj EHV-1, titra 6,25 logip TCIDsgy umnozavan u ¢éelijskoj liniji RK-
13 (Rabbit Kidney 13), dobijen ljubazno$¢u Naucnog instituta za veterinarstvo
Srbije;

= lzolovani referentni soj EHV-4, titra 3,5 logio TCIDsgy, iz kolekcije Katedre za
mikrobiologiju umnoZavan u ¢elijskoj liniji Vero;

= |zolovani referentni soj EHV-2, titra 3,3 logio TCIDsoy iz kolekcije Katedre za
mikrobiologiju umnozavan u ¢elijskoj liniji RK-13;

= lzolovani referentni soj EHV-5, titra 3,9 logio TCIDsgy, iz kolekcije Katedre za
mikrobiologiju umnozavan u ¢elijskoj liniji RK-13;

» Kontinuirane ¢elijske linije Rabbit Kidney 13 (RK-13, ATCC CCL-37, I1ZSBS,
Bresa, Italija) i Vero (Vero, ATCC CCL-81, IZSBS, Bresa, Italija) nabavljene su
ljubaznos$¢u Naucnog instituta za veterinarstvo Srbije;

» Bakterioloski filteri za jednokratnu upotrebu sa veli¢inom pora od 0.22um

(Merck, SAD);

63



* Tucakiavan;

* Podloga za rast i odrzavanje celijske linije - minimalni esencijalni medijum
(MEM, Capricorn Scientific, Nemacka);

» Fetalni tele¢i serum (FBS-12A, Capricorn Scientific, Nemacka);

» Mesavina antibiotika i antimikotika koja u sebi sadrzi penicilin, streptomicin i
amfotericin B (AAS-B, Capricorn Scientific, Nemacka);

= Poliklonski imuni serum protiv EHV-1 i EHV-4 (referentni serum Nauénog
instituta za veterinarstvo Srbije ispitan prema sertifikovanom referentnom
serumu EURL);

» Mikroploce za rast ¢elijskih linija, izolaciju i virus neutralizaciju od 24 i 96
bunara (Sarstedt, Nemacka);

» Parafilm (Serva, Nemacka).

Za izvodenje metoda izolacije 1 neutralizacije virusa koriSéena je sledeca
oprema: invertni mikroskop S15 A/G (Rundfunk-Fernsehen, Nemacka), frizider sa
temperaturom 2-8°C (LTH, Makedonija), zamrziva¢ na -20°C (BEKO, Turska), vodeno
kupatilo (Grant, Velika Britanija), termostat sa 5% CO, BJPX-C50 (Biobase Biodustry,
Kina), laminarna komora IBK 1V1 (ISKRA, Slovenija), centrifuga MiniSpin plus
(Eppendorf, Nemacka), vorteks mesalica (VELP Scientifica, Italija) i mikropipete
(Eppendorf, Nemacka).

Materijal koji je koriS¢en u metodi direktne imunofluorescencije (TFA)

= Celijska linija Rabbit Kidney 13 (RK-13, ATCC CCL-37, I1ZSBS, Bre3a, Italija)
nabavljena je ljubaznos¢u Naucnog instituta za veterinarstvo Srbije;

* Podloga za rast i odrzavanje celijske linije - minimalni esencijalni medijum
(MEM, Capricorn Scientific, Nemacka);

» Fetalni tele¢i serum (FBS-12A, Capricorn Scientific, Nemacka);

* MeSavina antibiotika i antimikotika koja u sebi sadrZi penicilin, streptomicin 1
amfotericin B (AAS-B, Capricorn Scientific, Nemacka);

= FITC konjugat za EHV-1 i EHV-4, poliklonski imuni serum konjugovan
fluorescein izotiocijanatom — FITC (CJ-F-ERV, VMRD, SAD);
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Fosfatni slani pufer pH 7,2, aceton, destilovana voda;
Mikroploce sa 96 bunara (Sarstedt, Nemacka).

U metodi direktne imunofluorescencije koriS¢ena je slede¢a oprema:

fluorescentni mikroskop AXIO A2 Observer Invert Microscope (Zeiss, Nemacka),

termostat sa 5% CO,, (Binder, Nemacka), laminarna komora klase II A (Aquaria, Italija),

zamrziva¢ na -20°C (LTH, Makedonija), frizider sa temperaturom 2-8°C (Whirlpool,

SAD) i mikropipete (Eppendorf, Nemacka).

Materijal koji je koriS¢en za metodu lan¢ane reakcije polimeraze (PCR) i metodu

Nested multiplex PCR

Materijal kori$éen za ekstrakciju nukleinske Kiseline virusa:

Ekstrakcija virusne DNK iz pripremljenih uzoraka organa, nosnih briseva i
uzoraka kod kojih je prilikom postupka izolacije virusa na celijskoj liniji
zapazen karakteristican CPE vr$ena je upotrebom kita GeneJet Genomic DNA
Purification Kit za 50 reakcija (K0721, Thermo Scientific, SAD). U sastav
navedenog kita ulaze: 50 kolona za precis¢avanje DNK sa silikatnom
membranom ubacene u mikrotube bez poklopca (2 ml), 50 mikrotuba bez
poklopca (2 ml), proteinaza K, RN-aza A, rastvor za digestiju (Digestion
Solution), rastvor za liziranje (Lysis Solution), koncentrovan pufer za ispiranje 1
(Wash Buffer 1), koncentrovan pufer za ispiranje 2 (Wash Buffer 2), pufer za
preciS¢avanje (Elution Buffer, 10 mM Tris-Cl, pH 9.0, 0.1 mM EDTA);

Dodatne neophodne supstance su: 96-100% etanol, 50% etanol i fosfatni slani
pufer pH 7,2;

Za Cuvanje ekstrahovane DNK koris¢ene su mikrotube od 1,5 ml (Sarstedt,

Nemacka).

U metodi ekstrakcije virusne DNK koris¢ena je slede¢a oprema: zamrzivac na -

20°C (BEKO, Turska), vodeno kupatilo (Grant, Velika Britanija), laminarna komora
IBK 1V1 (ISKRA, Slovenija), centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Nemacka), vorteks
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mesalica (VELP Scientifica, Italija), mikropipete (Eppendorf, Nemacka), skrejperi za
¢elije (Sarstedt, Nemacka).

Materijal koriSéen za izvodenje metode Nested multiplex PCR za diferencijaciju
EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5:

= Reagensi koris¢eni za PCR su DreamTag PCR Master Mix (2X) i voda za PCR
(Water, nuclease-free) proizvoda¢a Thermo Scientific (SAD);

= Parovi oligonukleotidnih prajmera koji amplifikuju delove gena koji kodiraju
sintezu glikoproteina B (gB) EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5 proizvodaca
Metabion International AG, Nemacka (Tabela 2.);

» Mikrotube od 1,5 ml (Sarstedt, Nemacka);

*= PCR mikrotube od 0,2 ml (Greiner Bio-One, Austrija).

U metodi Nested multiplex PCR kori$éena je slede¢a oprema: termoprocesor ep

Gradient S (Eppendorf, Nemacka), zamrziva¢ na -20°C (BEKO, Turska), laminarna
komora IBK 1V1 (ISKRA, Slovenija), mikropipete (Eppendorf, Nemacka).
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Tabela 2. Prajmeri za prvu i drugu fazu Nested multiplex PCR (Wang i sar., 2007)

Broj baznih parova

Sekvenca (5’ - 3°) Deo gena (bp) umnoZenog
fragmenta gena
Prajmeri za prvu fazu PCR
EHV2L1 GATGGTCTCACCTCTAGCAT
EHV-2 gB 1111
EHV2R1 CTGGTGTAACACAGGTCTTC
EHV5L1 CCAACACAGAAGACAAGGAG
EHV-5 gB 1339
EHV5R1 CACGGTGATACAGTCAGAGA
FC2 CTTGTGAGATCTAACCGCAC EHV-1gB 1118
RC GGGTATAGAGCTTTCATGGG EHV-4 gB 1175
Prajmeri za drugu fazu PCR
EHV2L2 GGTCTCACCTCTAGCATAAC
EHV-2 gB 817
EHV2R2 GCCACACTCTCTTCCTTAGT
EHV5L1 CCAACACAGAAGACAAGGAG
EHV-5 gB 410
EHV5R2 AGTTGACCGTCGTTCTAGTG
EHV-1gB
FC3 ATACGATCACATCCAATCCC
EHV-4 gB
R1 GCGTTATAGCTATCACGTCC EHV-1gB 188
R4 CCTGCATAATGACAGCAGTG EHV-4 gB 677

Materijal koriS¢en za izvodenje metode lan¢ane reakcije polimeraze (PCR) —

amplifikacija dela gena ORF30 i ORF68 EHV-1:

= Ekstrakti DNK kod kojih je prethodno metodom Nested multiplex PCR

utvrdeno prisustvo EHV-1;
= Reagensi koris¢eni za PCR su DreamTag PCR Master Mix (2X) i1 voda za PCR

(Water, nuclease-free) proizvodac¢a Thermo Scientific (SAD);
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= Parovi oligonukleotidnih prajmera koji amplifikuju deo gena ORF30 koji kodira

sintezu DNK polimeraze EHV-1, proizvodaca Metabion International AG,
Nemacka (Tabela 3.)

= Parovi oligonukleotidnih prajmera koji amplifikuju deo gena ORF68 koji

predstavlja marker za grupisanje sojeva EHV-1 po geografskom poreklu

proizvodaca Metabion International AG, Nemacka (Tabela 4.);
= Mikrotube od 1,5 ml (Sarstedt, Nemacka);
»= PCR tube (Greiner Bio-One, Austrija).

Tabela 3. Prajmeri za izvodenje PCR za deo gena ORF30 EHV-1 (Goodman i sar.,

2007)
Broj baznih
parova (bp)
Sekvenca (5’ - 3°) Deo gena y
umnozenog
fragmenta gena
ORF30 F GCTACTTCTGAAAACGGAGGC
ORF30 466
ORF30R TATCCTCAGACACG GCAACA

Tabela 4. Prajmeri za izvodenje PCR za deo gena ORF68 EHV-1 (Nugent i sar., 2006)

Broj baznih
arova (b
Sekvenca (5’ - 3°) Deo gena P y (br)
umnozenog
fragmenta gena
ORF68 S1 GAAGATAGAATGGGTGTGAG
ORF68 ~600
ORF68 R2 GTCCCCTACCTTTTAACG
ORF68F AGCATTGCCAAACAGTTCC
ORF68 ~600
ORF68R CAAGAAACCACTGCTCAACC

Za izvodenje metode lancane reakcije polimeraze koriS¢ena je sledeca oprema:

termoprocesor ep Gradient S (Eppendorf, Nemacka), zamrziva¢ na -20°C (BEKO,
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Turska), laminarna komora IBK 1V1 (ISKRA, Slovenija), mikropipete (Eppendorf,

Nemacka).

Materijal koris¢en za elektroforezu PCR produkata:

50x koncentrovan TAE pufer za elektroforezu — po sastavu tris-acetat-etilen
diamin tetra siréetna kiselina, proizvodaca Thermo scientific, SAD,;

Destilovana voda;

Etidijum bromid (Serva, Nemacka);

Agaroza u prahu (Serva, Nemacka);

Boja za PCR produkte — 5x Loading Dye (Fermentas, SAD);

Obojen DNK marker - Tracklt 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, Velika
Britanija);

Dejonizovana voda.

Za pripremu agaroznog gela koriS¢ena je mikrotalasna pecénica (Clatronic,

Nemacka). Za elektroforezu PCR produkata koris¢ene su kade sa drzacem gela za 16 i

32 uzorka (Serva, Nemacka) i strujna jedinica za elektroforezu (Serva, Nemacka), dok

je za vizuelizaciju PCR produkata u gelu koris¢en transiluminator (Vilber Lourmat,

Francuska).

Materijal koriséen za preci$éavanje DNK iz agaroznog gela:

PureLink Quick Gel Extraction Kit za 50 uzoraka (Invitrogen, Velika Britanija)
u Cijem sastavu su: pufer za razlaganje gela - Gel Solubilization Buffer (L3),
pufer za ispiranje - Wash Buffer (W1), Elution pufer (E5), kolone sa filterom
(Quick Gel Extraction Columns), tube za ispiranje - Wash Tubes, tube za
prikupljanje DNK - Recovery Tubes.

96-100% etanol;
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U metodi prec¢iséavanja DNK iz agaroznog gela koris¢ena je sledeca oprema:

termalni blok (Thermo Scientific, SAD), laboratorijska vaga, centrifuga MiniSpin plus

(Eppendorf, Nemacka), mikropipete (Eppendorf, Nemacka).

Materijal koriS¢en za preciS¢avanje PCR produkata:

Mini Elute PCR purification kit za 250 reakcija (Qiagen, SAD) u ¢ijem su
sastavu slede¢i reagensi: pufer PB (Binding Buffer), pufer PE (Wash Buffer),
Pufer za ispiranje (Elution Buffer), pH indikator, boja za produkt (Loading Dye),
kolone sa filterom (Mini Elute Spin Columns);

96-100% etanol,

Mikrotube od 1,5 ml (Sarstedt, Nemacka) za prikupljanje preciS¢enih produkata.

U metodi precis¢avanja PCR produkata kori$éena je slede¢a oprema: laminarna

komora IBK 1V1 (ISKRA, Slovenija), centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Nemacka),

vorteks mesalica (VELP Scientifica, Italija), mikropipete (Eppendorf, Nemacka).

Materijal koriS¢en za sekvenciranje PCR produkata:

Formamid, izopropanol, ABI Prism BigDye 3.1 sistem za sekvenciranje (PE
Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) i Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD), parovi
prajmera iz prve i druge faze Nested multiplex PCR za amplifikaciju dela gena
koji kodira sintezu glikoproteina B EHV-1 (FC2 i RC; FC2 i R1), prajmeri iz
druge faze Nested multiplex PCR za amplifikaciju dela gena koji kodira sintezu
glikoproteina B EHV-4, EHV-2 i EHV-5 (Tabela 2.), prajmeri za amplifikaciju
dela gena ORF30 EHV-1 (Tabela 3.), prajmeri za amplifikaciju dela gena
ORF68 EHV-1 (Tabela 4.);

Oprema koriS¢ena za sekvenciranje pre¢iS¢enih PCR produkata: sekvencer ABI

PRISM Genetic Analyzer 310 (Applied Biosystems, SAD), centrifuga MiniSpin plus
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(Eppendorf, Nemacka), frizider sa temperaturom 2-8°C (LTH, Makedonija), zamrzivaé

na -20°C (BEKO, Turska), mikropipete (Eppendorf, Nemacka).

Materijal koris¢en za odredivanje nukleotidne homologije/ redosleda nukleotida

iI/ili formiranje filogenetskih stabala:

= Sekvence gB gena slede¢ih sojeva EHV-1.:
Equid herpesvirus 1 strain T953 (KM593996.1), Equid herpesvirus 1 strain 01lcl
(KF644578.1), Equid alphaherpesvirus 1 strain Yorkshire/114/1999 (KU206473.1),
Equid herpesvirus 1 isolate TR-McllIA-12 (JX644987.1), Equid herpesvirus 1 isolate
TR-MCA-11 (JX416466.1), Equid herpesvirus 1 isolate TR-GEA-11 (JX416465.1),
EHV-1 TRO1 (JN705794.1), D1, D3, D4, 3KM, 44V, 5LN, 13KM, 24KM, 21KM, 20S.

» Sekvence gB gena slede¢ih sojeva EHV-4:
Equid herpesvirus 4 isolate: AQHY12LT2104/1/HM (AB986064.1), Equid herpesvirus
4 isolate MD4-TR2011 (JN982956.1), Equid herpesvirus 4 isolate RJ4-TR2011
(JN982957.1), Equid herpesvirus 4 isolate TR-EHV4-ED-11 (JX416464.1), Equid
herpesvirus 4 isolate TR-EHV4-TCO-11 (JX416462.1), Equid herpesvirus 4 isolate TR-
EHV4-VSA-11 (JX416463.1), Equid alphaherpesvirus 4 strain: 83-MB (LC075582.1),
Equid alphaherpesvirus 4 strain: 11-10 (LCO075587.1), Equine herpesvirus 4 strain
NS80567 (AF030027.1), 1LN.

» Sekvence gB gena slede¢ih sojeva EHV-2:
Equid herpesvirus 2 isolate Ger-7 (EF182697.1), Equid herpesvirus 2 isolate Ger-5
(EF182696.1), Equid herpesvirus 2 isolate Eng-3 (EF182701.1), Equid herpesvirus 2
isolate Eng-13 (EF182699.1), Equid herpesvirus 2 isolate Hun-1 (EF182704.1), Equid
herpesvirus 2 isolate Swe-2 (EF182709.1), Equid herpesvirus 2 isolate EHV2-TR-NS28
(GU065279.1), Equid herpesvirus 2 isolate IS-EHV2-TR2011 (JN982963.1), Equid
herpesvirus 2 isolate G-EHV2-TR2011 (JN982962.1), Equid herpesvirus 2 isolate RM-
EHV2-TR2011 (JN982964.1), 3S.

= Sekvence gB gena slede¢ih sojeva EHV-5:
Equid herpesvirus 5 isolate IS-EHV5-TR2011 (JN982959.1), Equid herpesvirus 5
isolate Chantilly Lake (KC715732.1), Equid herpesvirus 5 isolate Archey
(KC715730.1), Equid herpesvirus 5 isolate M-EHV5-TR2011 (JN982960.1), Equid
herpesvirus 5 strain KREHV5/71 (HM234090.1), Equid herpesvirus 5 isolate RD-
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EHV5-TR2011 (JN982961.1), EHV-5 BB5-5 (GQ325592.1), 3LN, 24LN, 47V, 23S,
16LN, 52V, 13MG.
= Sekvence ORF30 gena sledecih sojeva EHV-1.:
Equid herpesvirus 1 isolate PL/2012/11 (KR080393.1), Equine herpesvirus 1 strain Ab4
(AY665713.1), Equine herpesvirus 1 strain V592 (AY464052.1), 2PM, 6LN, 8LN,
25PM, 22KM, D1, D2, D3, D4, 44V, 1KM, 3PM.
= Sekvence ORF68 gena sledec¢ih sojeva EHV-1 — predstavnici geografskih grupa

Grupa 1. Ab4 (AY665713.1) i GB80_ 1 2 (DQ172353.1); Grupa 2 US79 1 1
(DQ172394.1) i US89 1 1 (DQ172408.1); Grupa 3 GB01 1 1 (DQ172334.1) i
NL99 1 2 (DQ172372.1); Grupa 4 DE12 1 1 (KJ513013.1) i FRO00 1 1
(DQ172326.1); Grupa 5 US01 2 1 (DQ172376.1) i US03_6 2 (DQ172385.1); Grupa 6
GB01_2 1 (DQ172335.1) i GB85_1 1 (DQ172359.1); Grupa 7 78_01 (HQ654054.1);
Grupa 8 97_03 (HQ654075.1);
Grupa 9 83_01 (HQ654060.1); Grupa 10 04_04 (HQ654069.1); D1, DA4.

= Sekvenca gB gena EHV-3
Equid alphaherpesvirus 3, strain: Iwate-2 (LC189063.1)

= Sekvenca gB gena HSV-1
Human alphaherpesvirus 1 strain 1-16 (KY274369.1)

= Sekvenca gp350 gena EBV (HHV-4)

Human herpesvirus 4 cell-line SNU-1103 (AF172333.1)

Metode

Metoda izolacije virusa i testa virus neutralizacije

Metoda izolacije i neutralizacije virusa vrSena je po protokolu opisanom u
priru¢niku OIE (OIE, 2008).

» Prikupljeni uzorci organa i1 nosnih briseva konja Cuvani su u laboratoriji na -
20°C do pocetka ispitivanja;

* Nosni brisevi su odmrzavani i homogenizovani pomocu vorteks mesalice;
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Uzorci organa su seceni na sitne komade (oko 20 mg) i macerirani u 1 ml
fosfatnog slanog pufera pomocu tucka i avana;

Liofilizovani arhivirani sojevi EHV-1 Katedre za mikrobiologiju su
resuspendovani u 1 ml podloge MEM sa 2% fetalnog teleceg seruma;

Tec¢ni sadrzaj iz uzoraka nosnih briseva i usitnjeni komadi¢i organa u PBS su
prelivani u mikrotube zapremine 1,5 ml;

Uzorci su centrifugovani na 5000 obrtaja/min tokom 10 minuta;

Dobijeni supernatanti su posle centrifugovanja filtrirani kroz bakterioloske
filtere sa promerom pora od 0,22 pm, a preostali talog je zamrzavan na -20°C za
upotrebu u metodi ekstrakcije virusne DNK;

U udubljenja mikroploce sa 24 udubljenja sa ravnim dnom za rast ¢éelijskih linija
razliveno je po 1 ml suspenzije ¢elijske linije RK-13 u podlozi MEM sa 10%
fetalnog teleceg seruma i mesavinom antibiotika i antimikotika;

Posle inkubacije od 24 sata na temperaturi od 37°C i u sredini sa 5% CO2,
podloga je odlivena i po 100 pl uzoraka filtrata nosnih briseva, organa i
arhiviranih sojeva EHV-1 su inokulisani na ¢elije;

Posle 1 sat, tj. vremena potrebnog za adsorpciju virusa na ¢elije dodata je nova
podloga za odrzavanje - MEM sa 2% fetalnog teleCeg seruma i meSavinom
antibiotika i antimikotika u koli¢ini od po 1 ml,

Referentni soj EHV-1 i interni referentni sojevi EHV-4, EHV-2 i EHV-5
inokulisani su u po dva zasebna udubljenja (ukupno 8 udubljenja), dok su dva
neinokulisana udubljenja sluZzila kao kontrola tkiva u ogledu;

Mikroploce su zatvorene, oblepljene parafilmom da bi se sprecila evaporacija
podloge i inkubisane na temperaturi od 37°C i u sredini sa 5% CO2;

Sve mikroploce su svakodnevno proveravane na prisustvo citopatogenog efekta;
U slucaju da je doSlo do citopatogenih promena u inokulisanim celijskim
linijama pre perioda od 24 sata, smatrano je da je uzrok tome nespecifi¢an usled
citotoksi¢nog efekta koji nije u vezi sa dejstvom virusa;

Mikroploce su inkubisane dok CPE nije zahvatio 75% celija;

Posle pojave izrazenog CPE, inkubacija je prekidana i materijal sa umnozenim

virusom je zamrzavan;
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Celije sa inokulisanim uzorcima koji nisu doveli do pojave CPE u prvoj pasazi
inkubisane su ukupno 7 dana;

Posle 7 dana, sve ¢elije sa inokulisanim uzorcima u kojima nije doslo do pojave
CPE zamrzavane su i odmrzavane 3 puta i nove cCelijske linije su ponovo, na
prethodno opisani nacin, inokulisane materijalom iz prve pasaze;

Utroseno vreme za ispitivanje svih uzoraka na prisustvo EHV-1, EHV-4, EHV-2
i EHV-5 iznosilo je ukupno 21 dan (3 pasaze u trajanju od po 7 dana), a uzorci
ispitivanog materijala koji nisu izazvali pojavu CPE posle treée pasaze su
proglasavani negativnim na prisustvo virusa;

Uzorci organa, nosnih briseva kao i arhivirani uzorci EHV-1 Katedre za
mikrobiologiju koji su doveli do pojave citopatogenog efekta u inokulisanim
¢elijskim linijama, ispitivani su metodom neutralizacije virusa na ¢elijskoj liniji
RK-13 uz korisc¢enje poliklonskog imunog seruma protiv EHV-1 i EHV-4, titra
1:128;

Svi supernatanti kultura tkiva poreklom od ispitivanih uzoraka koji su doveli do
pojave CPE su titrirani u razredenjima 1:10 u 7 kolona mikrotitracione ploce sa
96 udubljenja na Celijskoj liniji RK-13, a titar virusa je obracunavan metodom
po Karberu;

Neutralizacija virusa je izvodena tako $to su u udubljenjima mikrotitracionih
ploca za kulturu tkiva od 96 bunara prethodno napravljena desetostruka
razredenja superatanata ispitivanih uzoraka pomocu MEM sa 2% fetalnog
teleceg seruma kao rastvaraca;

Neutralizacija virusa vrSena je u jednom redu razredenja supernatanta
dodavanjem iste zapremine imunog seruma u svako udubljenje, dok je kao
kontrola sluzio paralelni red mikroploce sa istim desetostrukim razredenjima
ispitivanog materijala u koji je dodat negativan kontrolni serum;

Posle inkubacije u trajanju od jednog sata na temperaturi od 37°C, u svako
udubljenje mikroplo¢e dodato je po 50 pul suspenzije ¢elija linije RK-13 u MEM
sa 2% fetalnog teleceg seruma;

MikroploCe sa ispitivanim uzorcima su zatvorene, oblepljene parafilmom i

inkubisane na 37°C uz svakodnevno posmatranje na prisustvo CPE;
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» Dokaz neutralizacije virusa poliklonskim imunim serumom protiv virusa EHV-1
I EHV-4 predstavlja izostanak pojave CPE u dva ili vise desetostrukih
razredenja virusa u poredenju sa kontrolom virusa, tj. redom sa istim
razredenjima virusa u kojima virus nije bio neutralizovan i doveo je do pojave
CPE.

» Titar neutralizacije virusa izratunavan je metodom po Karberu oduzimanjem
logaritamske vrednosti dobijene titracijom virusa sa serumom od logaritamske

vrednosti titra kontrolnog virusa.

Metoda direktne imunofluorescencije (TFA)

Metoda direktne imunofluorescencije vrSena je prema uputstvu proizvodaca
FITC konjugata - poliklonskog antiseruma konjugovanog fluorescein izotiocijanatom
(FITC):

= Svi izolovani sojevi virusa koji su doveli do pojave citopatogenog efekta
inokulisani su na 24 sata staru celijsku liniju RK-13 u udubljenjima
mikrotitracione ploce sa 96 bunara sa ravnim dnom;

» Pred inokulaciju virusa, podloga za rast ¢elija (MEM sa 10% fetalnog teleCeg
seruma 1 meSavinom antibiotika 1 antimikotika) zamenjena je podlogom za
odrzavanje ¢elija - MEM sa 2% fetalnog teleceg seruma i meSavinom antibiotika
i antimikotika;

» U udubljenja mikrotitracione ploce sa ¢elijskom linijom je inokulisano po 25 pl
ispitujuceg materijala;

» U po dva udubljenja su inokulisani referentni soj EHV-1 i interni referentni soj
EHV-4, a poslednji red je ostao neinokulisan kao negativna kontrola;

= Mikrotitracione ploce su inkubisane u termostatu sa 5% CO; do pojave CPE koji
zahvata oko 50% celija;

= Posle inkubacije, udubljenja mikroploce su isprana fosfatnim slanim puferom
(pH 7,2) i susene na sobnoj temperaturi tokom 30 minuta;

= Celije u udubljenjima mikroploge su fiksirane uz pomoé 100% acetona tokom

10 minuta na sobnoj temperaturi;
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Posle fiksiranja, ¢elije su suSene na sobnoj temperaturi tokom 10 minuta;

U svako udubljenje sa fiksiranim celijama dodato je po 50 pl radnog rastvora
konjugata;

Mikrotitracione plo¢e su inkubisane u vlaznoj komori na 37°C tokom 30 minuta;
Posle inkubisanja, mikroploce su dva puta ispirane fosfatnim slanim puferom
(pH 7,2) 1 tre¢i put destilovanom vodom;

Mikrotitracione plo¢e su zatim osuSene na sobnoj temperaturi i posmatrane pod
vidnim poljem fluorescentnog mikroskopa u mracnoj komori;

Izrazena zuto-zelena fluorescencija u jedru i citoplazmi inokulisanih celija
predstavljala je dokaz prisustva antigena EHV-1 ili EHV-4 u ispitivanom

materijalu.

Metode lancane reakcije polimeraze (PCR) i Nested multiplex PCR

Preduslov za izvodenje metode lancane reakcije polimeraze (PCR) i Nested multiplex

PCR je ekstrakcija nukleinske kiseline virusa.

Metoda ekstrakcije nukleinske Kiseline virusa:

Kao materijal za ekstrakciju DNK upotrebljeni su ¢elijski talog poreklom od
uzoraka briseva i organa (prethodno izdvojeni prilikom pripreme istih uzoraka
za ispitivanje metodom izolacije virusa i virus neutralizacije) i svi uzorci u
kojima je prilikom izolacije virusa na kulturi delija zapaZena pojava
karakteristi¢nog citopatogenog efekta;

Uzorci za ispitivanje poreklom sa Celijske kulture su pripremljeni prethodnim
mehanickim skidanjem c¢elija sa povrsine mikrotitracionih ploca u trenutku kada
je CPE zahvatao oko 50% celija i prebacivanjem suspenzije ¢elija u mikrotube
zapremine 1,5 ml;

Suspenzije Celija su centrifugovane na 5000 obrtaja/min tokom 10 minuta, a

dobijeni talog je koriS¢en u proceduri ekstrakcije DNK;
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Pre pocetka ekstrakcije, koncentrovani puferi za ispiranje (Wash Buffer 1 i
Wash Buffer 2) su rastvoreni pomoc¢u 96-100% etanola, u odnosu navedenom u

uputstvu proizvodaca kita;

Postupak ekstrakcije virusne DNK iz ispituju¢eg materijala izvrSen je prema uputstvu

proizvodaca kita za ekstrakciju DNK, odnosno prema navedenom protokolu:

U svaku mikrotubu sa talogom ¢elija je dodato 180 pl rastvora za digestiju
(Digestion Solution) i 20 upl proteinaze K, a dobijena suspenzija je
homogenizovana pomocu vorteks mesalice;

Navedena suspenzija je inkubisana u vodenom kupatilu na 56°C do potpune lize
tkiva (tokom 1 do 2 h);

Posle inkubacije u sve mikrotube je dodato po 20 ul RN-aze A, a smesa je
homogenizuje pomocu vorteks mesalice i inkubisana tokom 10 min na sobnoj
temperaturi;

U sve mikrotube je dodato po 200 ul rastvora za liziranje (Lysis Solution) i
mesavina je homogenizovana na vorteks mesalici;

U sadraj mikrotuba je zatim sipano po 400 ul 50% etanola i smeSa je
homogenizovana na vorteks mesalici;

Pripremljeno lizirano tkivo je pomocu mikropipete prebaceno u kolone za
preciS¢avanje DNK ubafene u posebne mikrotube bez poklopca. Ovakve
mikrotube su centrifugovane 1 min na 7500 obrtaja/min;

Mikrotube sa profiltrovanim sadrZzajem su odbacene i kolone za precis¢avanje
DNK su stavljene u nove mikrotube bez poklopca;

U kolone za precis¢avanje DNK dodato je po 500 ul pufera za ispiranje 1 (Wash
Buffer 1), sadrzaj je centrifugovan tokom 1 min na 8700 obrtaja/min,
profiltrovana te¢nost je odlivena iz mikrotuba, a kolone za pre¢is¢avanje DNK
su vracene U iste mikrotube bez poklopca;

U kolone za prec¢is¢avanje DNK je dodato po 500 ul pufera za ispiranje 2 (Wash
Buffer 2) i mikrotube su centrifugovane 3 min na maksimalnoj brzini centrifuge
od 14000 obrtaja/min;
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= U laminarnoj komori su odbacene mikrotube bez poklopca u kojima se nalazio
profiltrovani sadrzaj, a kolone za pre¢i§¢avanje DNK su prebacene u sterilne
mikrotube sa poklopcem od 1,5 ml;

= U kolone za precis¢avanje DNK je dodato po 200 ul pufera za precisc¢avanje
(Elution Buffer) direktno na silikatnu membranu uz oprez da se ista ne probusi
vrhom mikropipete;

= Posle inkubacije od 2 min na sobnoj temperaturi i centrifugovanja 1 min na 8700
obrtaja/min, u laminarnoj komori su odbacene kolone za precis¢avanje DNK, a

mikrotube sa dobijenim ekstraktom DNK su odmah zamrzavane na -20°C.

Za pojedine uzorke, naro¢ito uzorke slezine i submandibularnih limfnih ¢vorova,
sadrzaj je centrifugovan viSe puta dok tecnost u potpunosti ne prodje kroz silikatnu
membranu kolona za precis¢avanje DNK. Posle svake faze te¢nost nije smela da ostaje
u kolonama ve¢ je postupak ekstrakcije nastavljan samo kada je sva tecnost prosla kroz

membranu.

Priprema reakcione smese i izvodenje metode Nested multiplex PCR:

S obzirom da se metoda Nested multiplex PCR izvodi u dve faze, pripremane su
dve reakcione smeSe sa razli¢itim parovima prajmera (Tabela 5.). U prvoj fazi su kao
ispitivani uzorci koriS¢eni pripremljeni DNK ekstrakti, dok su u drugoj fazi uzorke
predstavljali PCR produkti iz prve faze. Pre pripreme reakcione smese napravljen je

radni rastvor svih prajmera, odnosno rastvoreni su 10x pomo¢u vode za PCR.
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Tabela 5. Sastav reakcione smese za ispitivanje jednog uzorka u prvoj i drugoj fazi

Nested multiplex PCR

Supstanca Kolicina
DreamTaq PCR Master Mix (2X) 12,5 ul
Voda za PCR (Water, nuclease-free) 4,5 ul
EHV2L1 (10 uM) 1,5l
S EHV2R1 (10 M) 1,5 pl
‘f EHV5L1 (10 pM) 1,5l
EHV5R1 (10 pM) 1,5l
FC2 (10 pM) 1,5l
RC (10 pM) 1,5l
DreamTaq PCR Master Mix (2X) 12,5 pl
Voda za PCR (Water, nuclease-free) 4,5 ul
EHV2L2 (10 uM) 1,5l
EHV2R2 (10 pM) 1,5l
§ EHV5L1 (10 pM) 1,5l
D EHV5R2 (10 pM) 15ul
FC3 (10 uM) 1,5 ul
R1 (10 pM) 1,5l
R4 (10 pM) 1,5l

Analiza svih uzoraka u prvoj i drugoj fazi Nested multiplex PCR obavljena je u
zapreminama od po 30 pl, odnosno u prvoj fazi je pripremano 26 pl smese i 4 pl uzorka
ekstrahovane DNK, a u drugoj fazi 27,5 pl smese i 2,5 pl odgovarajuc¢eg PCR produkta
iz prve faze. Pored analiziranih ekstrakata DNK, u svaku reakciju ukljucene su
pozitivne kontrole (DNK ekstrakti referentnih sojeva virusa) i negativna kontrola
(umesto ekstrahovane DNK dodata je voda za PCR). Sve analize su obavljene u PCR
mikrotubama od 0,2 ml. Pripremljene smeSe sa uzorcima su postavljene u
termoprocesor za izvodenje PCR, a kori$¢en je isti termalni protokol za obe faze Nested
multiplex PCR (Tabela 6.).
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Tabela 6. Termalni protokol za izvodenje 1. i 2. faze Nested multiplex PCR sa
prajmerima za deo gena koji kodira glikoprotein B EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5
(Wang i sar., 2007)

Korak Temperatura Vreme Ponavljanje
Inicijalna denaturacija 94°C 5 min 1 put
Denaturacija 94°C 1 min
Hibridizacija prajmera 60°C 1 min 30 puta
Ekstenzija 72°C 1 min
Finalna ekstenzija 72°C 7 min 1 put

Priprema reakcione smese i izvodenje metode lanc¢ane reakcije polimeraze (PCR) —
amplifikacija delova gena ORF30 i ORF68 EHV-1:

Posle analize svih pripremljenih ekstrakata na prisustvo EHV-1, EHV-4, EHV-2
i EHV-5 metodom Nested multiplex PCR, ekstrakti DNK kod kojih je utvrdeno
prisustvo EHV-1 kao i ekstrakti DNK arhiviranih sojeva EHV-1 su analizirani
primenom dva razli¢ita PCR termalna protokola sa parovima prajmera koji amplifikuju
delove gena ORF30 i ORF68 navedenog virusa. Odnos supstanci u obe reakcione smese
je bio identi¢an, tj. analize su vrSene u zapreminama od po 25 ul (20 pl smese i 5ul
DNK ekstrakta) u mikrotubama od 0,2 ml (Tabela 7.). Pored analiziranih ekstrakata
DNK, u svaku reakciju ukljucene su pozitivna kontrola (DNK ekstrakt referentnog soja

virusa) i negativna kontrola (umesto ekstrahovane DNK dodata je voda za PCR).
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Tabela 7. Sastav reakcione smese za ispitivanje jednog uzorka metodom PCR

Supstanca Kolicina
DreamTaq PCR Master Mix (2X) 12,5 pl
Voda za PCR (Water, nuclease-free) 4,5 ul
F (Forward) prajmer 1,5 ul
R (Reverse) prajmer 1,5l

Termalni protokoli koriséeni za izvodenje PCR u cilju amplifikacije delova gena

ORF30 i ORF68 EHV-1 su navedeni u Tabelama 8. i 9.

Tabela 8. Termalni protokol za PCR sa prajmerima dela gena ORF30 EHV-1 (Negussie

I sar., 2015)
Korak Temperatura Vreme Ponavljanje
Inicijalna denaturacija 95°C 15 min 1 put
Denaturacija 94°C 1 min
Hibridizacija prajmera 55,5°C 1 min 34 puta
Ekstenzija 72°C 1 min
Finalna ekstenzija 72°C 10 min 1 put

Tabela 9. Termalni protokol za PCR sa

(modifikacija protokola Damiani i sar., 2014)

prajmerima dela gena ORF68 EHV-1

Korak Temperatura Vreme Ponavljanje
Inicijalna denaturacija 95°C 3 min 1 put
Denaturacija 94°C 0,5 min
Hibridizacija prajmera 50°C 1 min 30 puta
Ekstenzija 72°C 1 min
Finalna ekstenzija 72°C 6 min 1 put




Metoda izvodenja elektroforeze PCR produkata

Vizuelizacija produktata dobijenih primenom metoda Nested multiplex PCR i
PCR koji su razdvajani prema veli¢ini (broju baznih parova - bp) izvrSena je primenom
elektroforeze u agaroznom gelu. Za elektroforezu je pripremljen radni rastvor TAE
pufera pomocu destilovane vode, a uvek isti rastvor TAE pufera je upotrebljavan za
pravljenje gela sa 2% agaroze obojenog etidijum bromidom. Agarozni gel je pripreman
topljenjem agaroze u prahu u radnom rastvoru TAE pufera uz dodavanje 0,5 ul etidijum
bromida po mililitru gela neposredno pred razlivanje u drza¢ kadice za elektroforezu.

Pre meSanja boje za PCR produkte sa dobijenim PCR proizvodima, pravljen je
radni rastvor boje pomocu dejonizovane vode. Posle hladenja agaroznog gela, u jedan
bazen dodavano je 3 pl obojenog DNK markera koji se sastoji iz fragmenata poznate
veli¢ine i sluzi kao vizuelni pokazatelj za procenu veli¢ine trazenog PCR produkta. U
preostale bazencice agaroznog gela dodavano je po 5 pul PCR produkata prethodno
pomesanih sa bojom.

Elektroforeza je izvodena pod naponom struje od 120 V, pri jacini struje od 30
mA tokom 45 minuta. Posle zavrSene elektroforeze, gel sa ispitivanim uzorcima je
postavljan na transiluminator i posmatran pod ultraljubi¢astim (UV) svetlom. Pozitivna
reakcija se ispoljavala kao traka fluorescentno narandzaste boje u Sirini bazenci¢a na
gelu, a na mestu koje odgovara veli€ini, tj. broju baznih parova trazenog PCR
proizvoda, u poredenju sa elektroforeziranim fragmentima DNK markera, odnosno PCR
produkata pozitivne kontrole. Prilikom analize rezultata metode Nested multiplex PCR
bio je ocekivan nalaz viSe traka koje ukazuju na viSe umnoZenih delova gena razlicite

veli¢ine.

Metoda precis¢avanja DNK iz agaroznog gela

U cilju pripreme umnozenog dela gena ORF68 konjskog herpesvirusa 1 za
sekvenciranje, odgovarajuci fragmenti od oko 600 bp su posle elektroforeze isecani iz
agaroznog gela, a DNK je pre¢i§¢avana pomocu kita PureLink Quick Gel Extraction Kit

(Invitrogen, Velika Britanija) po uputstvu proizvodaca.
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Radni rastvor pufera W1 u Kkitu je pripremljen dodavanjem etanola prema
uputsvu proizvodaca;

Termalni blok je podesen na 50°C;

Isecci gela su izmereni na laboratorijskoj vagi i stavljeni u zasebne mini tube;
Dodat je pufer za rastvaranje gela - Gel Solubilization Buffer (L3) u odnosu 3:1
u svaku mini tubu;

Mini tube su inkubisane u termalnom bloku na 50°C tokom 15 minuta sa
povremenim muckanjem;

Rastvoreni uzorci gela su prebacivani u kolone za precis¢avanje - Quick Gel
Extraction Column inside ubacene u tubu za ispiranje;

Kolone su centrifugirane na 14000 obrtaja/min tokom jednog minuta, filtrat je
odbacen, a kolone vracene u tubice za ispiranje;

Dodato je 500 pL pufera za ispiranje - Wash Buffer (W1) u svaku kolonu;
Kolone su centrifugirane na 14000 obrtaja/min tokom jednog minuta, filtrat je
odbacen, a kolone vracene u tubice za ispiranje;

Kolone su centrifugirane na maksimalnoj brzini centrifuge tokom 1-2 minuta,
filtrat je odbacen;

Kolone su prebacene u tube za prikupljanje DNK i dodato je po 50 pL Elution
pufera (E5) u srediste svake kolone;

Tube su inkubisane na sobnoj temperaturi tokom 1 minuta;

Kolone su centrifugirane na 14000 obrtaja/min tokom jednog minuta, filtrat je

¢uvan u tubama na -20°C do postupka sekvenciranja.

Metoda preciS¢avanja PCR produkata

Pre izvodenja metode direktnog sekvenciranja izvrSeno je preciS€avanje

dobijenog DNK produkta primenom kita za precisc¢avanje Mini Elute purification kit

(Qiagen, SAD) po uputstvu proizvodaca.

Procedura precis¢avanja PCR produkata:

Radni rastvori svih pufera u kitu su pripremljeni dodavanjem etanola prema

uputsvu proizvodaca;

U PCR produkte dodat je fosfatni slani pufer (PBS) u odnosu 1:5;
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* Smesa je homogenizovana na vorteks mesalici u trajanju od nekoliko sekundi, a
zatim prebacivana u mini kolone za filtriranje pomocu centrifuge;

= Centrifugiranje uzoraka izvrSeno je na 8000 obrtaja/min tokom 1 minuta;

= Filtrati su odbaceni, a u mini kolone je dodato 750 ul PE pufera za
preciscavanje;

» Sadrzaj mini kolona je ponovo centrifugovan na 8000 obrtaja/min tokom 1
minuta;

= Filtrati su odbaceni, a kolone centrifugirane jo§ 1 minut na 8000 obrtaja/min u
cilju potpunog odstranjivanja PE pufera sa membrane;

* Mini kolone su prebacene u nove tube za sakupljanje prec¢is¢ene DNK;

= U svaku mini kolonu je dodato po 10 ul EB pufera (Elution Buffer), a mini
kolone su zatim inkubisane 1 minut na sobnoj temperaturi;

» Uzorci su zatim centrifugovani jo§ 1 minut na 8000 obrtaja/min i dobijena je
precisé¢ena dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) spremna za sekvenciranje;

» Uzorci precis¢ene DNK su odlozeni i ¢uvani na -20°C do postupka

sekvenciranja.

Metoda sekvenciranja PCR produkata
Jedan deo uzoraka je poslat na usluzno sekvenciranje u Macrogen Europe
Laboratory, Amsterdam, Holandija. Ostatak uzoraka je sekvenciran metodom direktnog

sekvenciranja po Sangeru. Sastav i termalni protokol izvodenje cycle sequencing PCR

reakcije su navedeni u Tabelama 10 i 11.
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Tabela 10. Sastav reakcione smese za izvodenje cycle sequencing PCR reakcije

Supstanca Kolicina
Dye mix 2 ul
Dye Buffer 2 ul
Prajmer (forward ili reverse)” 1,2 ul
H.0O 1,8 ul
Precisc¢eni PCR produkt 3ul
X 10pl

* . . . . v . . . v - v
Istovremeno za svaki uzorak je pojedinacno pripremana ista reakciona smesa, S tim $to

je umesto ,,forward* prajmera smesa sadrzavala ,,reverse* prajmer.

Tabela 11. Termalni protokol za cycle sequencing PCR

Temperatura Vreme Ponavljanje
96°C 2 min 1 put
96°C 10 sekundi
50°C 5 sekundi 40 puta
60°C 4 min

Pripremna faza pre postupka sekvenciranja podrazumevala je dodatno precis¢avanje
PCR produkata izopropanolom i denaturaciju formamidom:
» U svaku minitubu sa precis¢enom DNK je dodato po 80 pl izopropanola (75%),
a smesa je zatim inkubisana u mraku na sobnoj temperaturi tokom 15 minuta,;
= Posle zavrSene faze inkubisanja, smeSa je centrifugovana 45 minuta na 2000
obrtaja/min;
= Supernatant je odliven, a minitube su centrifugirane 2 minuta na 7000
obrtaja/min;
= Tube su zatim osuSene u mracnoj komori na sobnoj temperaturi tokom 15 do 30

minuta;
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» QOsuseni proizvod je zatim denaturisan dodavanjem 10 pl formamida, a tube sa
formamidom su inkubisane u cilju denaturacije 2 minuta na 95°C i 2 minuta na
4°C;

» Sadrzaj minituba je prebacen u strip tubice za sekvenciranje ¢ime je PCR
produkt pripremljen za postupak sekvenciranja.

= Za analizu dobijenih sekvenci koriS¢en je Sequence Analysis 5.1 softwer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) u kome su nukleotidne sekvence

predstavljene u vidu elektroferograma.

Utvrdivanje homologije nukleotidnih sekvenci odabranih sojeva EHV-1, EHV-4,

EHV-2 i EHV-5 sa sekvencama navedenih virusa registrovanim u banci gena

Molekularna i filogenetska analiza dobijenih nukleotidnih sekvenci izvrSena je u
programskom paketu MEGA verzija 7.0 (eng. Molecular Evolutionary Genetics
Analysis). MEGA program je bionformaticki kompjuterski program koji pored
programa za poravnanje sekvenci Clustal W, sadrzi programe za konstruisanje
filogenetskih stabala, pretragu baze podataka (PubMed, BLAST), procenu stope
mutacija, testiranje evolutivnih hipoteza i odredivanje genetic¢kih distanci.

Dobijene nukleotidne sekvence delova gB gena EHV-1, EHV-2, EHV-4 i EHV-
5 u vidu elektroferograma analizirane su u oba pravca, a zatim su primenom MEGA 7.0
uporedivane u 5’ i 3’ pravcu. Na taj nacin dobijena je kompletna (konsenzus) sekvenca,
koja je u cilju identifikacije dalje analizirana. Upotrebom BLAST programa (eng. Basic
Local Aligment Search Tool), konsenzus sekvence su poredene sa sekvencama
odgovarajucih regiona genoma EHV-1, EHV-2, EHV-4 i EHV-5 dostupnim u GenBank
bazi podataka, odnosno, NCBI (National Center for Biotechnology Information,
National Institutes of Health) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) u cilju utvrdivanja

sli¢nosti ili razlika izmedu njih.
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Odredivanje redosleda nukleotida u regionima ORF30 i ORF68 genoma EHV-1

Konsenzus sekvence delova gena ORF30 i ORF68 su primenom programa
BioEdit 7.2.5 poredene sa odgovarajuéim referentnim sekvencama preuzetim iz

GenBank baze podataka.

Izrada filogenetskih stabala odabranih i izolovanih sojeva herpesvirusa konja sa

teritorije Republike Srbije i Republike Srpske

Filogenetska analiza je izvrSena na osnovu automatski kreiranog stabla pomocu
ML (eng. Maximum Likelihood) metode. Za pouzdanost nodusa dendograma odnosno
statisticku podrSku koriS¢ena je metoda pseudoponavljanja (bootstrap) na osnovu 1000
permutacija. Pored toga u konstrukciji dendograma izabrani su slede¢i parametri: tip

supstitucije (nukleotid); opcija kompletne delecije.
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5. REZULTATI

Rezultati izolacije virusa

Ispitivano je 112 uzoraka nosnih briseva konja poreklom sa ergela i iz privatnog
sektora, 100 uzoraka organa (submandibularni limfni ¢vorovi, slezina, produZena
mozdina, ki¢mena mozdina) prikupljenih od 25 konja iz klanice, kao i 5 arhiviranih
sojeva EHV-1 Katedre za mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta
u Beogradu. Celijska linija RK-13 u koju je inokulisan ispituju¢i materijal je inkubisana
na 37°C u prisustvu 5% CO2, a prisustvo citopatogenog efekta (CPE) je praceno
svakodnevno tokom 7 dana. Uzorci ispitivanog materijala koji prilikom prve pasaze
kroz navedene ¢elijske linije nisu dali citopatogeni efekat, ponovo su inokulisani u iste
radi druge pasaze. Pre svake naredne inokulacije uzoraka u c¢elijske kulture u daljim
pasazama, vrSeno je njihovo trostruko odmrzavanje i zamrzavanje. Pri negativhom
nalazu u drugoj pasazi, postupak je ponovljen jo§ jedanput tako da su obavljene 3
pasaze u trajanju od po 7 dana. Citopatogeni efekat referentnih sojeva virusa je dobijen
prilikom prve pasaze. Od ukupno 217 inokulisanih uzoraka, pojava karakteristicnog
citopatogenog efekta zabelezena je u 84 uzorka (38,71%), pri ¢emu je 51 izolat bio
poreklom iz organa, 28 izolata poreklom iz nosnih briseva konja, dok su preostalih 5

predstavljali arhivirane sojeve EHV-1 Katedre za mikrobiologiju.

Uzorci arhiviranih sojeva EHV-1

Prilikom izolacije na ¢elijskoj liniji RK-13 do pojave citopatogenog efekta doslo
je u prvoj pasazi svih 5 inokulisanih uzoraka (100%) arhiviranih sojeva EHV-1 iz
kolekcije Katedre za mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu. Arhivirani sojevi EHV-1 Katedre za mikrobiologiju su obelezeni kao DI,
D2, D3, D4 i D5.

Uzorci organa

Tokom izolacije virusa iz ukupno 100 organa na c¢elijskoj liniji RK-13 do pojave
CPE doslo je u ukupno 51 uzorku (51%), od ¢ega u prvoj pasazi u 19 (37,25%), u
drugoj pasazi u 24 (47,06%) i posle trece pasaze u jo§ 8 (15,69%) uzoraka. Navedeni
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uzorci su obelezavani prema broju konja (1 do 25) uz oznake KM za izolate iz uzoraka
ki¢mene mozdine, PM za izolate iz produzene mozdine, S za izolate iz slezine i LN za
izolate iz uzoraka submandibularnih limfnih ¢vorova. Najveci broj izolata poticao je iz
uzoraka kiémene mozdine i slezine (po 15), zatim iz submandibularnih limfnih ¢vorova

(ukupno 13) i na kraju iz produzene mozdine (ukupno 8).

Uzorci nosnih briseva

Od ukupno 112 uzoraka briseva, prilikom izolacije virusa doslo je do pojave
CPE u Celijskim linijama RK-13 posle inokulacije 28 uzoraka (25%) i to kod 8
inokulisanih kultura ¢elija (28,57%) posle prve, a kod 20 (71,43%) posle druge pasaze
ispitivanog materijala. Svi pozitivni uzorci su bili poreklom od nosnih briseva konja iz
Republike Srpske. Navedeni uzorci su oznaeni sa dva broja pri ¢emu prva cifra
oznacava grupu zivotinja, a druga redni broj uzorka uz oznake MG (nosni brisevi konja

1z opstine Mrkonji¢ Grad), odnosno V (nosni brisevi konja sa ergele ,,Vucijak®).

Slika 7. Citopatogeni efekat (CPE) u ¢elijskoj liniji RK-13 posle 48 sati od inokulacije

soja D4 konjskog herpesvirusa 1 u 1. pasazi
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Slika 8. Citopatogeni efekat (CPE) u ¢elijskoj liniji RK-13 posle 72 sata od inokulacije
soja 25KM konjskog herpesvirusa 1 u 3. pasazi

Slika 9. Neinokulisana ¢elijska linija RK-13 (A); Citopatogeni efekat (CPE) u ¢elijskoj
liniji RK-13 posle 72 sata od inokulacije referentnih sojeva EHV-1 (B) i EHV-5 (C)
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Slika 10. Citopatogeni efekat (CPE) u ¢elijskoj liniji RK-13 posle 48 sati od inokulacije

soja 3S konjskog herpesvirusa 1 u 2. pasazi

A ‘it'x v
Slika 11. Citopatogeni efekat (CPE) u ¢elijskoj liniji RK-13 posle 48 sati od inokulacije

soja 22MG konjskog herpesvirusa 1 u 1. pasazi
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Slika 12. Citopatogeni efekat (CPE) u ¢elijskoj liniji RK-13 posle 72 sata od inokulacije

soja 16S konjskog herpesvirusa 5 u 3. pasazi

Slika 13. Citopatogeni efekat (CPE) u ¢elijskoj liniji RK-13 posle 72 sata od inokulacije

soja 13MG konjskog herpesvirusa 5 u 2. pasazi
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Rezultati identifikacije izolovanih sojeva EHV-1/EHV-4 primenom testa virus

neutralizacije

U testu virus neutralizacije prisustvo EHV-1, odnosno EHV-4 potvrdeno je u 47
uzoraka organa (92,16%), dok su rezultati VN testa za preostala Cetiri izolovana soja
bili negativni. Navedena cetiri izolata su poreklom iz dva uzorka submandibularnih
limfnih ¢vorova, odnosno dva uzorka slezine konja: 16LN, 16S, 23LN i 23S,
Ispitivanjem izolovanih sojeva virusa poreklom iz uzoraka nosnih briseva konja
primenom VN testa, prisustvo EHV-1/EHV-4 potvrdeno je u 25 uzoraka (89,29%) pri
¢emu prisustvo navedenih virusa nije utvrdeno u tri preostala uzorka. ldentifikacija svih
pet uzoraka arhiviranih sojeva EHV-1 Katedre za mikrobiologiju je potvrdena
primenom izolacije virusa na kulturi tkiva i testom virus neutralizacije. Neutralizacioni
titri izolovanih sojeva virusa dobijeni u testu virus neutralizacije navedeni su u
Tabelama 12., 13. i 14.

Tabela 12. Titri neutralizacije izolata arhiviranih sojeva EHV-1 Katedre za

mikrobiologiju

Oznaka soja | Titar neutralizacije
D1 3,5l0910
D2 2logl,
D3 2 logo
D4 4logio
D5 3logio

93



Tabela 13. Titri neutralizacije izolata iz uzoraka organa

Oznaka soja | Titar neutralizacije | Oznaka soja | Titar neutralizacije
1KM 2log10 18LN 3logio
1LN 3logio 18S 3logio

1S 3logio 19KM 3,5l0010
2KM 2,5l0010 19PM 2log10
2LN 3logio 19LN 4logio

2S 3logio 19S 4logio
3PM 4,5l0010 20KM 3logio
3LN 2log10 20PM 2log10
3S 3logio 20LN 4logio
4KM 2,510010 20S 3logio
SKM 2,510g10 21KM 5log10
KM 3logio 21PM 5log1o
8KM 2,510010 21LN 6log1o
12S 4logro 21S 5log10
15KM 2,510g10 22LN 6log1o
15S 5log10 22S 2l0g10
16KM 4,5l0010 23KM 5log10
16PM 3logio 23PM 5log10
17KM 21001 24LN 5logio
17PM 2log1o 24S 4logio
17LN 3logio 25KM 5log10
17S 2,5l0010 25LN 6log1o
18KM 2log1o 25S 610910
18PM 210910
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Tabela 14. Titri neutralizacije izolata iz nosnih briseva

Oznaka soja | Titar neutralizacije | Oznaka soja | Titar neutralizacije
21MG 4log1o 31V 3logio
22MG 4log1o 32V 3,5l0010
23MG 4log1o 33V 2log10
24MG 2,510010 34V 3logio
25MG 3logio 35V 3logio
26MG 2log10 44V 2,5l0910
27TMG 3logio 45V 2log1o
28MG 4logro 46V 2log10

11V 4logro 53V 3logio
12v 3logio 56V 3logio
13V 3logio 57V 3logio
14v 2,510g10 59V 3logio
15V 3logio

Rezultati identifikacije izolovanih sojeva EHV-1/EHV-4 metodom direktne

imunofluorescencije

Svih 79 uzorka suspektnog materijala uklju¢ujuci i 5 uzoraka arhiviranih sojeva
EHV-1 koji su izazivali pojavu citopatogenog efekta u ¢elijskoj liniji RK-13 ispitivano
je metodom direktne imunofluorescencije sa konjugatom poliklonskih antitela protiv
EHV-1/EHV-4  obelezenih  fluorescein izotiocijanatom. Metodom  direktne
imunofluorescencije potvrdeno je prisustvo antigena virusa EHV-1/EHV-4 u ¢elijskim
linijama RK-13 inokulisanim sa 72 uzoraka izolovanih sojeva EHV-1/EHV-4 prethodno
identifikovanih primenom VN testa. Preostalih 7 izolata (4 izolata iz organa i 3 izolata
iz nosnih briseva) dalo je negativan rezultat u testu direktne imunofluorescencije. Pored
toga u celijskim linijjama pojedinacno inokulisanim arhiviranim sojevima EHV-1
utvrdeno je prisustvo jasno izrazene zuto-zelene fluorescencije u jedru i citoplazmi

¢elija kulture tkiva.
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Slika 14. Pojava fluorescencije posle 72 sata od inokulacije referentnog soja EHV-1 u
¢elijsku liniju RK-13

Slika 15. Neinokulisana ¢elijska linija RK-13
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Slika 16. Pojava fluorescencije posle 72 sata od inokulacije soja D1 u ¢elijsku liniju

RK-13

Slika 17. Pojava fluorescencije posle 72 sata od inokulacije soja 12S u ¢elijsku liniju
RK-13
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Rezultati identifikacije izolata konjskih herpesvirusa primenom metode Nested
multiplex PCR

Sva 84 ispitivana uzorka koja su izazivala pojavu karakteristicnog citopatogenog
efekta (CPE) u inokulisanim c¢elijskim linijama RK-13 je ispitivano primenom metode
Nested multiplex PCR radi identifikacije izolovanih sojeva konjskih herpesvirusa. Kada
je CPE zahvatio oko 50% celija, iste su skidane su pomocu skrejpera i zajedno sa
podlogom prebacivane u sterilne mini tube. Posle centrifugovanja navedene suspenzije
10 minuta na 5000 obrtaja/min odbacden je supernatant, a ekstrakcija virusne DNK je
vr$ena iz preostalog taloga.

Primenom metode Nested multiplex PCR je pored precizne diferencijacije EHV-
1 i EHV-4 koja nije bila mogu¢a primenom metoda imunofluorescencije i VN testa,
omogucena i detekcija izolata EHV-5 i to u onim uzorcima koji su bili negativni posle
izvodenja navedenih standardnih metoda. Pored toga, primenom pomenute molekularne
dijagnosticke metode je dodatno potvrden identitet arhiviranih sojeva EHV-1 Katedre za
mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu.

Posle izvodenja Nested multiplex PCR izvrSena je definitvna identifikacija
ukupno 47 izolata virusa poreklom iz organa konja, odnosno 25 izolata poreklom iz
nosnih briseva konja koji su prethodno utvrdeni primenom VN testa i metode
imunofluorescencije (Slika 18A). U svim navedenim uzorcima detektovana je
nukleinska kiselina EHV-1. U ukupno 7 izolata, tj. 4 izolata poreklom iz organa konja
(dva izolata iz submandibularnih limfnih ¢vorova i dva izolata iz slezine) i 3 izolata
poreklom iz nosnih briseva konja detektovana je nukleinska Kiselina konjskog
herpesvirusa 5 (Slika 18B). lzolati konjskog herpesvirusa 5 poreklom iz organa su
doveli do pojave CPE na ¢elijskoj liniji RK-13 u 3. pasazi, dok je citopatogeni efekat
kod uzoraka poreklom iz nosnih briseva ustanovljen posle druge pasaze suspektnog
materijala. Nukleinske kiseline konjskog herpesvirusa 4 i konjskog herpesvirusa 2 nisu

utvrdene ni u jednom uzorku jer navedeni virusi nisu izolovani.
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Slika 18. DNK fragmenti koji odgovaraju delovima gB gena konjskih herpesvirusa 1

(A) 15 (B) uagaroznom gelu (L : Ladder ; - : negativna kontrola)

Rezultati Nested multiplex PCR - detekcija EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5 u uzorcima

organa i nosnih briseva konja

Primenom metode Nested multiplex PCR ispitano je ukupno 212 uzoraka,
odnosno 100 uzoraka organa i 112 uzoraka nosnih briseva konja. Ukupno 86 uzoraka
organa (86%) i 76 uzoraka nosnih briseva (67,86%) bilo je pozitivho na prisustvo
jednog ili vise konjskih herpesvirusa (Tabele 15 i 16). Metodom Nested multiplex PCR
je od ukupnog broja pozitivnih uzoraka kod 16,67% uzoraka utvrdeno prisustvo
meSovitih infekcija sa dva ili vise konjska herpesvirusa pri ¢emu su EHV-2 i EHV-4

identifikovani iskljucivo u okviru mesovitih infekcija sa EHV-1 i/ili EHV-5.
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Tabela 15. Rezultati detekcije EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5 u uzorcima organa
konja primenom Nested multiplex PCR; KM — ki¢mena mozdina; PM — produzena

mozdina; LN — submandibularni limfni ¢évorovi; S — slezina; Poslednje 4 kolone

oznacavaju mesovite infekcije.

EHV-1
EHV-1 | EHV-1 | EHV-1 +

EHV-1 | EHV-4 | EHV-2 | EHV-5 + + + EHV-2
EHV-4 | EHV-2 | EHV-5 +

EHV-5
KM 21 2 1 / 2 1 / /
PM 21 2 1 / 2 1 / /
LN 23 3 1 4 3 / 3 1
S 21 3 1 3 3 / 2 1
> 86 10 4 7 10 2 5 2

Tabela 16. Rezultati detekcije EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5 u uzorcima nosnih

briseva konja primenom Nested multiplex PCR; Poslednje 2 kolone oznacavaju

mesovite infekcije

EHV-1 | EHV-1
EHV-1 | EHV-4 | EHV-5 + +

EHV-4 | EHV-5
Srbija 24 1 / 1 /
Republika Srpska 43 / 16 / 7
2 67 1 16 1 7

U svim pozitivnim uzorcima organa detektovana je nukleinska kiselina konjskog

herpesvirusa 1 (100%), dok su svi ostali virusi bili prisutni u okviru mesovitih infekcija
sa EHV-1 i to: EHV-4 u 10 (11,63%), EHV-2 u 4 (4,65%) i EHV-5 u 7 (8,14%)

uzoraka. Prema tome, zastupljenost meSovitih infekcija sa dva ili viSe konjskih

herpesvirusa iznosila je 22,09% od ukupnog broja pozitivnih uzoraka organa. Mesovite
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infekcije konjskim herpesvirusima 1 i 4 su detektovane u po 2 uzorka ki¢mene i
produzene mozdine, odnosno po 3 uzorka submandibularnih limfnih ¢vorova i slezine i
to u uzorcima poreklom od tri konja. Nukleinska kiselina konjskog herpesvirusa 2
detektovana je u ispitivanim uzorcima samo jedne zivotinje, zdrebeta starog 8 meseci,
pri ¢emu je prisustvo navedenog virusa u ki¢menoj mozdini i produzenoj mozdini
praceno detekcijom EHV-1, dok je u uzorcima slezine i submandibularnih limfnih
¢vorova pronadena i nukleinska kiselina EHV-5. Konjski herpesvirus 5 je detektovan u
okviru mesSanih infekcija sa EHV-1, odnosno EHV-1 i EHV-2 u uzorcima
submandibularnih limfnih ¢vorova i slezine Cetiri konja uzrasta 8 meseci do 3 godine.

U nosnim brisevima porekom od konja sa teritorije Republike Srbije otkriveno
je prisustvo konjskih herpesvirusa 1 i 4 u 24 uzorka, pri ¢emu je EHV-4 detektovan u
okviru mesovite infekcije u nosnom brisu poreklom od jednog konja. Navedeni
pozitivni uzorci su poticali od konja sa Zlatibora rasa lipicaner, hrvatski posavac,
araber, haflinger i bosanski brdski konj i od konja iz Tutina rasa engleski punokrvnjak i
domaci brdski konj. Sve Zivotinje su poreklom iz individualnih gazdinstava drzane
zajedno u manjim grupama. Potrebno je napomenuti da su preostali uzorci koji su bili
negativni primenom Nested multiplex PCR poreklom od konja koji su drZani
pojedinac¢no u individualnim gazdinstvima u Tutinu i Kraljevu ili su bili slobodni na
ispasi, $to je bio slucaj sa domac¢im brdskim konjima sa Stare Planine.

Uzorci nosnih briseva konja poreklom iz Republike Srpske bili su pozitivni na
prisustvo nukleinskih kiselina konjskog herpesvirusa 1 i konjskog herpesvirusa 5,
medutim detektovane su i meSovite infekcije sa navedena dva virusa. U grupi 20
bosanskih brdskih konja sa individualnog gazdinstva u opstini Mrkonji¢ Grad, u nosnim
brisevima 6 Zivotinja starosti od 2 do 5 godina detektovana je nukleinska kiselina EHV-
5, dok je u preostalih 14 nosnih briseva konja starosti od 2 meseca do 14 godina
utvdeno prisustvo EHV-1. Od 42 uzorka nosnih briseva lipicanera sa ergele “Vucéijak™ u
Prnjavoru, 32 uzorka su bila pozitivna primenom Nested multiplex PCR. U prvoj grupi
od ukupno 16 konja drzanih u jednoj stali, EHV-1 je detektovan u nosnim brisevima 15
klinic¢ki zdravih kobila starosti 7 do 18 godina, dok je prisustvo EHV-5 utvrdeno u
nosnom brisu jedne omice sa klinickim simptomima respiratornog oboljenja.
Ispitivanjem uzoraka nosnih briseva druge grupe od ukupno 16 kobila drzanih zajedno

konjski herpesvirus 1 je detektovan u 14, a EHV-5 u ukupno 9 uzoraka, od cega je
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mesana infekcija sa dva pomenuta virusa bila prisutna u nosnim brisevima 7 konja.
Prisustvo konjskog herpesvirusa 5 utvrdeno je kod konja starosti od 6 do 8 godina.
Trecu grupu konja €inili su pastuvi drzani odvojeno od pomenutih kobila starosti od 8
do 17 godina u ¢ijim uzorcima nosnih briseva nije detektovano prisustvo nijednog od

Ispitivanih herpesvirusa konja.

-12 11/5
1/2/5

Slika 19. DNK fragmenti koji odgovaraju delovima gB gena konjskih herpesvirusa 1, 2
i 5 u agaroznom gelu. L : Ladder; 1+ : referentni soj konjskog herpesvirusa 1; 2+
referentni soj konjskog herpesvirusa 2; 5+ : referentni soj konjskog herpesvirusa 5; - :
negativna kontrola
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Slika 20. DNK fragmenti koji odgovaraju delovima gB gena konjskih herpesvirusa 1 i
4 u agaroznom gelu. 1, 2, 3, 4: Uzorci nosnih briseva; L : Ladder ; 1+ : referentni soj

konjskog herpesvirusa 1; 4+: referentni soj konjskog herpesvirusa 4

Poredenje rezultata dobijenih primenom izolacije virusa na kulturi éelija i Nested

multiplex PCR

Od ukupno 212 ispitanih uzoraka organa i nosnih briseva konja, primenom
metode Nested multiplex PCR detektovano je ukupno 162 uzorka pozitivna na prisustvo
jednog ili viSe konjskih herpesvirusa (76,42%), dok je izolacija virusa na kulturi ¢elija
RK-13 bila uspesna iz 79 uzoraka (37,26%) (Tabela 17). Kada su u pitanju pojedinacni
virusi, prisustvo EHV-1 je primenom metode Nested multiplex PCR detektovano u
ukupno 153 uzoraka organa i nosnih briseva konja, dok je izolacija navedenog virusa
bila uspesna iz ukupno 72 uzorka. Uprkos ¢injenici da je primenom metode Nested
multiplex PCR utvrdeno vise pozitivnih uzoraka nego metodom izolacije virusa na
kulturi tkiva iz ukupno 8 uzoraka organa je uspe$no izolovan EHV-1 pri ¢emu su isti
bili negativni posle ispitivanja pomenutom molekularnom metodom. Nukleinska
kiselina konjskog herpesvirusa 4 je detektovana u ukupno 11 uzoraka (10 uzoraka
organa i 1 uzorak nosnog brisa), medutim uvek u prisustvu EHV-1 koji je jedini
uspesno izolovan iz 7 uzoraka pomenutih organa. Konjski herpesvirus 2 je primenom
metode Nested multiplex PCR detektovan u ukupno 4 uzorka organa poreklom od
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jednog zdrebeta i to u okviru meSovitih infekcija sa EHV-1 u uzorcima ki¢mene
mozdine 1 produzene mozdine, odnosno sa EHV-1 i EHV-5 u slezini i
submandibularnim limfnim ¢vorovima. Od pomenuta 4 uzorka, iz produzene mozdine i
limfnih ¢vorova na ¢elijskoj liniji RK-13 uspes$no je izolovan samo EHV-1. Primenom
Nested multiplex PCR nukleinska kiselina EHV-5 detektovana je u ukupno 23 uzorka
organa (submandibularnih limfnih ¢vorova i slezine) i nosnih briseva konja, pri ¢emu je
navedeni virus uspesno izolovan iz 7 uzoraka (3 nosna brisa, dve slezine i dva uzorka

submandibularnih limfnih ¢vorova).

Tabela 17. Poredenje rezultata metoda kori$¢enih za identifikaciju izolata konjskih
herpesvirusa iz organa i nosnih briseva konja. KM — ki¢mena mozdina; PM — produZena

mozdina; LN — submandibularni limfni ¢vorovi; S — slezina

Nested multiplex PCR Izolacija virusa
Broj Broj
u\gsrfa F\’/‘;]ZI';' EHV- | EHV- | EHV- | EHV- ?I%ZI';' EHV- | EHV- | EHV- | EHV-
1 4 2 5 1 4 2 5
uzora uzora
ka ka
KM 21 21 2 1 / 15 15 / / /
PM 21 21 2 1 / 8 8 / / /
LN 23 23 3 1 4 13 11 / / 2
S 21 21 3 1 3 15 13 / / 2
Nosni | 76 67 1 / 16 28 25 / / 3
brisevi
5 162 | 153 11 4 23 79 72 0 0 7

Rezultati amplifikacije dela gena ORF30 EHV-1 primenom metode lan¢ane

reakcije polimeraze (PCR)

Ispitano je ukupno 15 odabranih ekstrakata DNK u kojima prethodno metodom
Nested multiplex PCR utvrdeno prisustvo EHV-1 i ekstrakata DNK izolovanih sojeva
EHV-1. Analizirani su DNK ekstrakti uzoraka obelezeni kao 2PM, 6LN, 8LN, 25PM,
22KM, 24KM i izolata D1, D2, D3, D4, 44V, 56V, 1KM, 3PM, 21KM. Svih 15 bilo je
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pozitivno na prisustvo fragmenta ORF30 gena EHV-1, pri ¢emu je DNK ekstrakt
jednog od izolata EHV-5 predstavljao negativnu kontrolu. Dobijeni PCR produkti su

dalje sekvencirani u cilju analize redosleda nukleotida u navedenom fragmentu.

Slika 21. DNK fragmenti koji odgovaraju delu gena ORF30 konjskog herpesvirusa 1 u
agaroznom gelu. 1, 2, 3, 4: Uzorci; L : Ladder ; + : referentni soj konjskog herpesvirusa
1; - : negativna kontrola, EHV-5 — negativna kontrola

Rezultati amplifikacije dela gena ORF68 EHV-1 primenom metode lan¢ane

reakcije polimeraze (PCR)

Ispitano je ukupno 15 odabranih ekstrakata DNK u kojima prethodno metodom
Nested multiplex PCR utvrdeno prisustvo EHV-1 i ekstrakata DNK izolovanih sojeva
EHV-1. Analizirani su DNK ekstrakti uzoraka obelezeni kao 2PM, 6LN, 8LN, 25PM,
22KM, 24KM i izolata D1, D2, D3, D4, 44V, 56V, 1KM, 3PM, 21KM. Svih 15 bilo je
pozitivno na prisustvo fragmenta ORF68 gena EHV-1 ¢ija je ocekivana veli¢ina bila
oko 600bp, medutim pored ocekivanih, u agaroznom gelu bilo je prisutno vise
nespecificnih fragmenata razlicitih veli¢ina (Slika 22). S obzirom da se i nakon
razli¢itih modifikacija PCR protokola rezultat nije menjao da bi se izbeglo dobijanje

neispravne sekvence ORF68 gena, fragmenti od oko 600bp su isecani iz agaroznog gela
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odakle je posle ekstrakcije DNK vrseno sekvenciranje u cilju analize redosleda

nukleotida u navedenom polimorfnom genetskom fragmentu.

Slika 22. DNK fragmenti koji odgovaraju delu gena ORF68 konjskog herpesvirusa 1 u
agaroznom gelu. 1, 2, 3, 4: Uzorci; L : Ladder ; + : referentni soj konjskog herpesvirusa

1; - : negativna kontrola.

Rezultati sekvenciranja delova gB gena EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5

Sekvencirani su odabrani PCR produkti, odnosno:

= 10 PCR produkata sojeva i izolata EHV-1 pozitivnih na prisustvo specifi¢nog
fragmenta gB gena konjskog herpesvirusa 1 veli¢ina 1180bp i 460bp primenom
Nested multiplex PCR;

» 3 PCR produkta sojeva EHV-4 pozitivnih na prisustvo specificnog fragmenta gB
gena konjskog herpesvirusa 4 veli¢ine 677bp primenom Nested multiplex PCR;

»= 1 PCR produkt soja EHV-2 pozitivnog na prisustvo specificnog fragmenta gB
gena konjskog herpesvirusa 2 veli¢ine 817bp primenom Nested multiplex PCR;

= 7 PCR produkata sojeva i izolata EHV-5 pozitivnih na prisustvo specifiénog
fragmenta gB gena konjskog herpesvirusa 5 veli¢ine 410bp primenom Nested
multiplex PCR.
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File: 12IF_1GBF.abl Run Ended: 2016/12/23 20:33:4 Signal G:3147 A:4919 C:7836 T-5157 %
Sample: 121F_IGBF Lane: 12 Base spacing: 15.870323 442 bases in 5274 scans Page 1 0f1

10 20 30 40 0 60 b B0 90 100 e 120
TN NA A MNNGNN AN NNNNOONTNENNN T GCA ACAATAACAATAACACCACGC GAAGAC GCAGGTCTCTCCTGTCAGTACCA GAACCT CAGC CAACCCAAGAT GGT GT GCATAGAGAACAAATTCTA

130 140 170 180 150 200 210 220 0 240 50
CATCGCTT GCACM.—\CGAGCAGTGO AG GCMCGGCAOUTACC GATTCTTCCAACOTCACCGCCAAACAGC TGOAGE TCATCAAAACCACGTCGTCTATCGAGTTTACCATGC TACAGTTTGCATA

e

270 360
CG-\TC:\C‘ATCCAATL‘L‘C-\L‘GTC-\-\TG-\-\ATGCT;\AGT-\GL-\ AT \GCv\-\CTGCGTGGTG‘I’AC(‘(.‘TCC\ \AAC;\.—\&GAGCGG&CCCT -\TGG -\:\(‘G;\.—\:\TGGTG\AG ATT -\ACCCGAGCGCCATKGTCT

f
] fi

Slika 23. Elektroferogram sekvence gB gena izolata 21KM konjskog herpesvirusa 1.

File: 53F_5GBF.abl Run Ended: 2016/7/18 22:1:18 Signal G:2893 A:4375 C:0317 T:4503 %
Sample: 53F_SGBF Lane: 13 Base spacing: -16.163063 884 bases in 10688 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 A0 ol b &0 90 100 1o 120
DGG GG GA A AGTKTA AMOACTATAA CTAC A TOTTCTA ACATAAC AAA AAAAAMMANC TAGTCAT TCCACACCATCTACAA AGGGTGGAATCA AG ATGCCATCACCAACCAATAC

140 130 160 17 180 190 200 210 220 230 240
ACCTCCAGC T TTGC TATGCCCCTC TGGGAGGL CAGGCTUGTGGATTACAATTATGAGTGCTATAACGGGATACAGGTG ACAG AAAACGGTCACCTCACCACCTACGTGG ACAGGE ACG

N [\ | \I'I M |!|'| ! |||”r r,H\”|I\ﬂ “'4\“ \Hl illlﬂl' |H; \ﬂn I‘I ly }‘

2! 2N 0
GGTACAACG AOT(‘L‘G'I’OCGCCT(‘GTALL(G[‘L‘GACGGI L'TC.\L‘CTL‘('AG(ATCAGOLOC TA' I’C.\CAG I‘CAAL L‘(‘GAAC’TCTAL‘G’I GAC‘L‘L[‘CAQAAAE‘CTGLTGTOOTCT I‘ACA('L‘ACTA

A T

G \ACGACGOTCA!\CTACTCGG (.‘C ceAAC \GTG-\C(‘G’I‘L‘(ﬂGC fGGTG'I‘lGGCCTC TCCTCT OGGGGGCCGGCGLCLGOGCCTI‘TOC!T TGTT TGL‘G carrre ItGCGT‘l‘GCGl"lG’l GGIGeG
1 1)

bbby L

450 S00 510 530 540 550 560 610
GTCGGGT GGG GI G GT GC GG CLCGTTGG ecccoc.acec G GGG GG GGGGGCGIGLGT GG GG TGGGGGTG GO:I"GI‘C‘!'GG‘.'TGC\’.‘ CCGGGO’."TI CGCCTI‘CTG‘GG(KI'I‘R}I‘G}G‘GGIC'H‘GCC

Slika 24. Elektroferogram sekvence gB gena izolata 16LN konjskog herpesvirusa 5.
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Sve dobijene sekvence su analizirane pomocu programa BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) u cilju dobijanja rezultata nukleotidne homologije sa
nukleotidnim sekvencama EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5 iz medunarodne baze gena.

Nukleotidne sekvence dela gB gena sojeva i izolata EHV-1 i njihova nukleotidna

homologija sa sekvencama drugih sojeva

Sekvenciranjem 10 PCR produkata, odnosno dela gB gena sojeva i izolata EHV-
1 pod oznakama: D1, D3, D4, 3KM, 44V, 5LN, 13KM, 24KM, 21KM i 20S uspesno su

dobijene sekvence prikazane u Tabeli 18.

Tabela 18. Nukleotidne sekvence dela gB gena sojeva i izolata EHV-1

Naziv soja/izolata EHV-1

Nukleotidna sekvenca dela gB gena

D1

TGGAATTCAGGCCTTGTTGCATGCTGAGATCTAACAGCA
ACGATGTGCACCACGCGCAAGACGCAGGTCTCTCCTGAT
CAGTACCAGAACCTCAGCCAACCCAAGATGGTGTGCAT
AGAGAACAAATTCTACATCGCTTGCACAAACGAGCAGT
GGAGGCAACGGCAGGTACCGATTCTTCCAACGTCACCG
CCAAACAGCTGGAGCTCATCAAAACCACGTCGTCTATCG
AGTTTGCCATGCTACAGTTTGCATACGATCACATCCAAT
CCCACGTCAATGAAATGCTAAGTAGAATAGCAACTGCG
TGGTGTACCCTCCAAAACAAAGAGCGGACCCTATGGAA
CGAAATGGTGAAGATTAACCCGAGCGCCATAGTCTCCG
CAACCCTTGACGAGCGAGTTGCAGCGAGGGTCCTGGGG
GACGTGATAGCTATAACGCACTGCGCCAAAATAGAGGG
CAACGTGTACTTGCAAAACTCCATGCGCTCGATGGACAG
TAACACGTGCTACTCCCGCCCCCCCGTAACATTTACAAT
TACTAAGAATGCAAACAACAGAGGGTCGATAGAAGGCC
AGCTGGGAGAGGAGAACGAGATTTTCACGGAGCGCAAG
CTGATCGAGCCGTGCGCCCTCAATCAGAAGCGCTACTTT
AAGTTTGGCAAAGAGTACGTTTACTACGAGAACTACAC
GTTCGTCCGCAAAGCGCCCCCCACGGAAATCGAGGTTAT
CAGCACGTACGTTGAACTAAACTTGACCCTTTTGGAAGA
CCGCGAGTTTCTGCCCCTGGAGGTGTACACGCGGGCTGA
GCTGGAGGACGCCGGCCTGCTAGACTACAGCGAAATAC
AGCGCCGCAACCAGCTCCACGCTCTCAGGTTTTACGACA
TCGACAGCGTGGTCAACGTGGACAATACCGCAGTGATT
ATGCAGGGGATCGCCAGCTTTTTCAAGGGCCTGGGTAAA
GTGGGGGGAGGCCGTGGGAACGCTCGTTCTCGGCGCCG
CCCGGCGCTGTTGTTTCAACCGTATCTGGAAAAAGCTTC
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GTTTTTTAAACAACCCATTTTGGGGGGGCTAGCCCTCCG
CCCTGCTGGTTAATCCCCCGGCCTGGTTAACCTGCGTTTT
TTTTGCTTACAAAATATGTAAAGGAGAATCCCCCATTAA
CCCTGAAAGATCCTCTTCCAACACAAAAAAGGGGAGGT
CGGTG

D3

GTCGTATTCTGTTGATTGGCAGGCTGATAGCACCCAATA
ACAATAACACCACGCGAAGACGCAGGTCTCTCCTGTCA
GTACCAGAACCTCAGCCAACCCAAGATGGTGTGCATAG
AGAACAAATTCTACATCGCTTGCACAAACGAGCAGTGG
AGGCAACGGCAGGTACCGATTCTTCCAACGTCACCGCCA
AACAGCTGGAGCTCATCAAAACCACGTCGTCTATCGAGT
TTGCCATGCTACAGTTTGCATACGATCACATCCAATCCC
ACGTCAATGAAATGCTAAGTAGAATAGCAACTGCGTGG
TGTACCCTCCAAAACAAAGAGCGGACCCTATGGAACGA
AATGGTGAAGATTAACCCGAGCGCCATAGTCTCCGCAA
CCCTTGACGAGCGAGTTGCAGCGAGGGTCCTGGGGGAC
GTGATAGCTATAACGCACTGCGCCAAAATAGAGGGCAA
CGTGTACTTGCAAAACTCCATGCGCTCGATGGACAGTAA
CACGTGCTACTCCCGCCCCCCCGTAACATTTACAATTAC
TAAGAATGCAAACAACAGAGGGTCGATAGAAGGCCAGC
TGGGAGAGGAGAACGAGATTTTCACGGAGCGCAAGCTG
ATCGAGCCGTGCGCCCTCAATCAGAAGCGCTACTTTAAG
TTTGGCAAAGAGTACGTTTACTACGAGAACTACACGTTC
GTCCGCAAAGCGCCCCCCACGGAAATCGAGGTTATCAG
CACGTACGTTGAACTAAACTTGACCCTTTTGGAAGACCG
CGAGTTTCTGCCCCTGGAGGTGTACACGCGGGCTGAGCT
GGAGGACGCCGGCCTGCTAGACTACAGCGAAATACAGC
GCCGCAACCAGCTCCACGCTCTCAGGTTTTACGACATCG
ACGGCGTGGTCAACGTGGACAATACCGCAGTGATTATG
CAGGGGATCGCCAGCTTTTTCAAGGGCCTGGGTAAAGTG
GGGGGAGGCCGTGGGAACGCTCGTTCTCGGLCGLCGLCCC
GGCGCTGTTGTTTCAACCGTATCTGGAAAAAGCTTCGTT
TTTAAACAACCCATTTGGGGGGGCTAGCCCTCCGGCCTG
CTTGGTAATCCCCCGGCCTGGGTAGCCTGCGTTTTTTTGC
TTACAGAATATGTAAGGCCAATCCCCCTTACCCAGGGGA
GGTGTTTTTCAACAACAAAAAAAAAAAAAAAGGGGAAA
AAG

D4

AAAAGGGCGCACAGACAGGAAGAAGCGATATATAACGC
ACCTAGTGAACCGCGCAGACCAGGTCTCTCCTGACAGTA
CCAGAACCTCAGCCAACCCAAGATGGTGTGCATAGAGA
ACAAATTCTACATCGCTTGCACAAACGAGCAGTGGAGG
CAACGGCAGGTACCGATTCTTCCAACGTCACCGCCAAAC
AGCTGGAGCTCATCAAAACCACGTCGTCTATCGAGTTTG
CCATGCTACAGTTTGCATACGATCACATCCAATCCCACG
TCAATGAAATGCTAAGTAGAATAGCAACTGCGTGGTGT
ACCCTCCAAAACAAAGAGCGGACCCTATGGAACGAAAT
GGTGAAGATTAACCCGAGCGCCATAGTCTCCGCAACCCT
TGACGAGCGAGTTGCAGCGAGGGTCCTGGGGGACGTGA
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TAGCTATAACGCACTGCGCCAAAATAGAGGGCAACGTG
TACTTGCAAAACTCCATGCGCTCGATGGACAGTAACACG
TGCTACTCCCGCCCCCCCGTAACATTTACAATTACTAAG
AATGCAAACAACAGAGGGTCGATAGAAGGCCAGCTGGG
AGAGGAGAACGAGATTTTCACGGAGCGCAAGCTGATCG
AGCCGTGCGCCCTCAATCAGAAGCGCTACTTTAAGTTTG
GCAAAGAGTACGTTTACTACGAGAACTACACGTTCGTCC
GCAAAGCGCCCCCCACGGAAATCGAGGTTATCAGCACG
TACGTTGAACTAAACTTGACCCTTTTGGAAGACCGCGAG
TTTCTGCCCCTGGAGGTGTACACGCGGGCTGAGCTGGAG
GACGCCGGCCTGCTAGACTACAGCGAAATACAGCGCCG
CAACCAGCTCCACGCTCTCAGGTTTTACGACATCGACAG
CGTGGTCAACGTGGACAATACCGCAGTGATTATGCAGG
GGATCGCCAGCTTTTTCAAGGGCCTGGGTAAAGTGGGG
GGAGGCCGTGGGAACGCTCGTTCTCGGCGCCGLCLCGGLG
CTGTTGTTTCAACCGTATCTGGAATAGCTTCGTTTTTAAA
CAACCCATTTGGGGGGGCTAGCCATCGGGCCTGCTTGGT
AATCCCCCGGCCTGGGTAGCTGGCGTTTTTTTGCTTACA
GAATATGTAATGGCAAATCCCCATTACCCCTAAAGAAGC
TCTTTTCCACAAAAAAAAAGAAGGAAGATAT

3KM

GGGGGGGCAGAAACTGGAGGCACTCTGCAGACATAACA
ATAACACCACGCGAAGACGCAGGTCTCTCCTGTCAGTAC
CAGAACCTCAGCCAACCCAAGATGGTGTGCATAGAGAA
CAAATTCTACATCGCTTGCACAAACGAGCAGTGGAGGC
AACGGCAGGTACCGATTCTTCCAACGTCACCGCCAAACA
GCTGGAGCTCATCAAAACCACGTCGTCTATCGAGTTTGC
CATGCTACAGTTTGCATACGATCACATCCAATCCCACGT
CAATGAAATGCTAAGTAGAATAGCAACTGCGTGGTGTA
CCCTCCAAAACAAAGAGCGGACCCTATGGAACGAAATG
GTGAAGATTAACCCGAGCGCCATAGTCTCCGCAACCCTT
GACGAGCGAGTTGCAGCGAGGGTCCTGGGGGACGTGAT
AGCTATAACGCAACGTTGAGAGGGGAAGGGGGG

SLN

GGGGGGGTACGGAACGGGAAAGGAGCAGAAGTGAGGC
TATACCGCGGGGGTTAGCGTAAACCCCGGTCTGTCCTGT
CAGTACCAGAACCTCATCCAACCCGGGATGGTGTGCATA
GAGAACAAATTCTACATCGCTTGCACAAACGAGCAGTG
GAGGCAACGGCAGGTACCGATTCTTCCAACGTCACCGCC
AAACAGCTGGAGCTCATCAAAACCACGTCGTCTATCGA
GTTTGCCATGCTACAGTTTGCATACTATCACATCCCATCC
CACATCAATGAAATGCTAAGTAGAATAGCAGCTGCGTG
GTGTACCCTCCAAAACAAAGAGCGGACCCTATGGAACG
AAATGGTGAAGATTAACCCGAGCGCCATAGTCTCCGCA
ACCCTTGACGAGCGAGTTGCAGCTAGGGTCCTGGGGGA
CGTGATAGCTATGACGCAGGGGGGGTGCGTGGGTGCCG
TCGCGGTGTCGGTGTTGGCTCCGTCTGCGGTTGGCGTTC
GTGTGGGCGGGGTTGTGGGG

44V

GGGGGATAAACTAAGCAAAACAATGCAACATAACAATA
ACACCACGCGAAGACGCAGGTCTCTCCTGTCAGTACCAG
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AACCTCAGCCAACCCAAGATGGTGTGCATAGAGAACAA
ATTCTACATCGCTTGCACAAACGAGCAGTGGAGGCAAC
GGCAGGTACCGATTCTTCCAACGTCACCGCCAAACAGCT
GGAGCTCATCAAAACCACGTCGTCTATCGAGTTTGCCAT
GCTACAGTTTGCATACGATCACATCCAATCCCACGTCAA
TGAAATGCTAAGTAGAATAGCAACTGCGTGGTGTACCCT
CCAAAACAAAGAGCGGACCCTATGGAACGAAATGGTGA
AGATTAACCCGAGCGCCATAGTCTCCGCAACCCTTGACG
AGCGAGTTGCAGCGAGGGTCCTGGGGGACGTGATACTA
TAACGCAAAATTGAATTTTTTTTTI

13KM

GGGCGACTATTTAAGATAAATGATGCTAACCATAACAAT
GAACACCACGCGAAGACGCAGGTCTCTCCTGTCAGTACC
AGAACCTCAGCCAACCCAAGATGGTGTGCATAGAGAAC
AAATTCTACATCGCTTGCACAAACGAGCAGTGGAGGCA
ACGGCAGGTACCGATTCTTCCAACGTCACCGCCAAACAG
CTGGAGCTCATCAAAACCACGTCGTCTATCGAGTTTGCC
ATGCTACAGTTTGCATACCATCACATCCAATCCCACGTC
AATGAAATGCTAAGTAGAATAGCAACTGCGTGGTGTAC
CCTCCAAAACAAAGAGCGGACCCTATGGAACGAAATGG
TGAAGATTAACCCGAGCGCCATAGTCTCCGCAACCCTTG
ACGAGCGAGTTGCAGCGAGGGTCCTGGGGGACGTGATA
GCTATAACGCACTGGATGCGGTTAGATCTCACAAGGTGC
GGTTAGATATCACAAGGTG

20S

GGGGTGGGACTCCTATCGTTTGCACTGCAACATAACAAT
AAACACCACGCGAAGACGCAGGTCTCTCCTGTCAGTACC
AGAACCTCAGCCAACCCAAGATGGTGTGCATAGAGAAC
AAATTCTACATCGCTTGCACAAACGAGCAGTGGAGGCA
ACGGCAGGTACCGATTCTTCCAACGTCACCGCCAAACAG
CTGGAGCTCATCAAAACCACGTCGTCTATCGAGTTTGCC
ATGCTACAGTTTGCATACGATCACATCCAATCCCACGTC
AATGAAATGCTAAGTAGAATAGCAACTGCGTGGTGTAC
CCTCCAAAACAAAGAGCGGACCCTATGGAACGAAATGG
TGAAGATTAACCCGAGCGCCATAGTCTCCGCAACCCTTG
ACGAGCGAGTTGCAGCGAGGGTCCTGGGGGACGTGATA
CCTATAACGCAAAATGGAAAAAAAAACGG

21KM

TNNAANNNGNNANNANNNCGNTNGGNNNTGCAACAAT
AACAATAACACCACGCGAAGACGCAGGTCTCTCCTGTC
AGTACCAGAACCTCAGCCAACCCAAGATGGTGTGCATA
GAGAACAAATTCTACATCGCTTGCACAAACGAGCAGTG
GAGGCAACGGCAGGTACCGATTCTTCCAACGTCACCGCC
AAACAGCTGGAGCTCATCAAAACCACGTCGTCTATCGA
GTTTGCCATGCTACAGTTTGCATACGATCACATCCAATC
CCACGTCAATGAAATGCTAAGTAGAATAGCAACTGCGT
GGTGTACCCTCCAAAACAAAGAGCGGACCCTATGGAAC
GAAATGGTGAAGATTAACCCGAGCGCCATAGTCTCCGC
AACCCTTGACGAGCGAGTTGCAGCGAGGGTCCTGGGGG
ACGTGATACCTAATTACGCAAAA

24KM

TTATTGCCGGAGGTGGAAAATAAGAGAAATGTAAACGA
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TAACAATAACACAACGCGAAGACGCAGGTCTCTCCTGTC
AGTACCAGAACCTCAGCCAACCCAAGATGGTGTGCATA
GAGAACAAATTCTACATCGCTTGCACAAACGAGCAGTG
GAGGCAACGGCAGGTACCGATTCTTCCAACGTCACCGCC
AAACAGCTGGAGCTCATCAAAACCACGTCGTCTATCGA
GTTTGCCATGCTACAGTTTGCATACGATCACATCCAATC
CCACGTCAATGAAATGCTAAGTAGAATAGCAACTGCGT
GGTGTACCCTCCAAAACAAAGAGCGGACCCTATGGAAC
GAAATGGTGAAGATTAACCCGAGCGCCATAGTCTCCGC
AACCCTTGACGAGCGAGTTGCAGCGAGGGTCCTGGGGG
ACGTGATAGCTATAACGCAAGTTGGACGTATTTGGGAA
AAGAT

Medusobna nukleotidna homologija navedenih sekvenci gB gena sojeva i izolata
EHV-1, kao i homologija sa sojevima navedenog virusa iz medunarodne banke gena
iznosila je od 98 do 100% (Slika 25). Arhivirani sojevi EHV-1 Katedre za
mikrobiologiju (D1, D2, D3) su medu sobom 100% homologni, dok su u poredenju sa
sojem 5LN 1 izolatom 21KM 98%, odnosno 99% sli¢ni. U poredenju sa ostalim
sojevima EHV-1 iz medunarodne banke gena, odnosno domacim sojevima i izolatima
navedenog virusa D1, D2 i D3 bili su 100% homologni. Soj 5LN poreklom iz uzorka
submandibularnih limfnih ¢vorova kobile iz Negotina (Borski okrug) je u poredenju sa
svim ispitivanim sojevima i izolatima EHV-1 iz Republike Srbije i Republike Srpske,
kao i sa sojevima iz banke gena bio 98% sli¢an. Izolat EHV-1 21KM poreklom iz
uzorka ki¢mene moZzdine konja iz Loznice (Macvanski okrug) bio je 99% slican svim
analiziranim sojevima EHV-1, izuzev 44V i 20S sa kojima je imao 100% homologiju
nukleotidnih sekvenci. Izolat EHV-1 44V poreklom iz nosnog brisa kobile sa ergele
,»Vucijak® bio 100% homologan sa svim ispitivanim sojevima EHV-1 izuzev 5LN (98%
sli¢nosti), odnosno 13KM i TR-GEA-11 (99% sli¢nosti).
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1.D1
2,03
3.D4
4. KM
5. 4V
6. SN
7, 13KM
8. 24M
9, 21KM
10, 205

11, KM593996. 1 EHV-1T953 SAD
12, KF644578.1EHV-101c1 Japan

O
0.00
0.00
0.00
0.00
0.02
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00

13, KIJ206473. 1 EHV-1 Yorkshire/114/1999 Velka Britanija  0.00

14, X644987. 1 EHV-1TR-MdlA-12
15, JX416466. 1 EHV-1TR-MCA-11
16, JX416465. 1 EHV-1 TR-GEA-11

17, IN705794. 1 EHV-1 TRO1

Slika 25. Medusobne sli¢nosti sekvenci dela gB gena sojeva i izolata
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konjskog

herpesvirusa 1 poreklom iz Republike Srbije i Republike Srpske i sli¢nosti sa sojevima

EHV-1 iz medunarodne banke gena (0,02 predstavlja slicnost od 98%; 0,01 predstavlja
sliénost od 99%:; 0,00 predstavlja slicnost od 100%)

Nukleotidna sekvenca dela gB gena soja EHV-4 i njegova nukleotidna homologija

sa sekvencama drugih sojeva

Posle sekvenciranja tri odabrana PCR produkta, odnosno dela gB gena sojeva

EHV-4 pod oznakama: 1LN, 17PM i 22LN, uspe$no je dobijena jedna sekvenca soja
1LN prikazana u Tabeli 19.

Tabela 19. Nukleotidna sekvenca dela gB gena soja 1LN EHV-4

Naziv soja
EHV-4

Nukleotidna sekvenca dela gB gena

1LN

GGGAGGAAGGGTGGTAGGGAAGCAGCTGCGTGGTGTACACTACA
AAACAAAGAGCGGACCCTCTGGAATAGAGATGGTAAAGGTTAAC
CCAAGCGCTATTGTTTCCGCCACTCTTGACGAGCGAGTTGCGGCA
AGGGTTTTGGGAGACGTTATAGCCATAACACATTGTGTAAAAATA
GAGGGCAATGTGTACTTACAAAACTCTATGCGCTCCTCGGACAGC
AACACGTGCTACTCCCGCCCACCTGTAACGTTTACCATTACTAAA
AATGCAAACAGCAGAGGGACGATAGAGGGCCAGTTGGGAGAAGA
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AAACGAGGTTTATACGGAGCGCAAGCTTATCGAGCCGTGCGCTAT
CAATCAAAAACGATACTTTAAGTTTGGCAAAGAGTATGTTTACTA
TGAGAACTACACGTACGTTCGCAAAGTGCCCCCGACTGAAATCGA
AGTGATCAGCACCTACATTGAACTAAACTTAACTCTTTTGGAAGA
CCGCGAGTTTCTACCCCTGGAGGTTTACACGCGAGCTGAGCTTGA
AGACACGGGGCTATTGGATTACAGCGAGATACAGCGCCGTAACC
AGCTTCACGCCGTCCGATTCTACGAGATAGACGGCGGTGTCGACG
TGGACGAGAGGGCGGGCGGTATGTGTGGGGACTAAAGAAGAGAG
TGCGGCACTATAGCGACGGTCAACGACTAAGGAGGAGAGTGGGG
CACTAGAGAACCGCGAAGGACGGCGGCGGTTGGGCGTCGGTGAA
GAGGAGGGGGGGTGGAGGGGGGGEGEGEGEGGGGGAGGGTGGEGEEGEE
GGGAGGGGGGGTGTGGGGAGTAGAGGTGGGGGTAGGGGGGE

Nukleotidna homologija sekvence dela gB gena soja 1LN EHV-4 sa sojevima

navedenog virusa iz medunarodne banke gena iznosila je 99% (Tabela 20).

Tabela 20. Sli¢nost sekvence dela gB gena soja konjskog herpesvirusa 4 poreklom iz

Republike Srbije sa sojevima EHV-4 iz medunarodne banke gena

Homologij
. . . . . . a

Registarski broj i naziv soja nukleotida

u sekvenci
AB986064.1 EHV-4 AQHY12LT2104/1/HM 99%

Japan

JN982956.1 EHV-4 MD4-TR2011 Turska 99%
JN982957.1 EHV-4 RJ4-TR2011 Turska 99%
.. JX416464.1 TR-EHV4-ED-11 Turska 99%
1LN EHV-4 Srbija 3796462 1 TR-EHV4-TCO-11 Turska 99%
JX416463.1 TR-EHV4-VSA-11 Turska 99%
LC075582.1 EHV-4 strain: 83-MB Japan 99%
LCO075587.1 EHV-4 strain: 11-10 Japan 99%
AF030027.1 EHV-4 NS80567 Irska 99%

Nukleotidna sekvenca dela gB gena soja EHV-2 i njegova nukleotidna homologija

sa sekvencama drugih sojeva

Sekvenciranjem jednog PCR produkta, odnosno dela gB gena soja EHV-2 pod

oznakom 3S uspesno je dobijena jedna sekvenca prikazana u Tabeli 21.
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Tabela 21. Nukleotidna sekvenca dela gB gena soja 3S EHV-2

Naziv soja
EHV-2

Nukleotidna sekvenca dela gB gena

3S

AAGGAGCGAGGGAGGCGGTGTCAACCACCCCCTGAAACATGTTG
TGGTCGACACAAATGAACCAACTCACCTGCAGAGTGAAATAGAA
GGGGGAGACGAGATGAAGCCCTTTGAATTCTTTGAGAGTTCCACC
TGGTGAACTATCGAGATGTCGCCCTTTTAAAAAGAAAATGGCACA
CAGCCGAGAAAATCTCGAAAAGACCACACTCTATTCAACTGCTGA
AAAACTATGCTGTCACAAAGTACGGTGTGGGGTTGGGGCAGGCTG
ATAACGCTACCAGATTCTTTGCAATATTTGGGGACTATTCCCTGTC
TTGGAAAGCCACCACTGAAAACAGCTCCTACTGTGATTTAATTTT
ATGGAAGGGGTTTTCCAATGCCATTCAAACTCAACACAATAGCAG
TCTCCATTTTATTGCCAATGATATAACAGCCTCCTTCTCTACTCCTT
TAGAAGAAGAGGCTAATTTTAACGAGACATTTAAGTGTATATGGA
ACAACACCCAAGAAGAAATTCAAAAAAAGTTAAAAGAGGTTGAA
AAAACTCACAGACCTAACGGTACTGCGAAGGTCTATAAAACAAC
AGGCAATCTGTACATTGTTTGGCAACCGCTTGTACAGATAGACCT
GCTAGATACTCATGCCAAGCTGTACAATCTCACAAACGCTACAGC
TTCACCCACATCACCACCCACAACATCTCCCAGTAGAAGGAGACG
CAGGGATACTTCAAGTGGTGGGGGTGGAAATAATGGAGACAACA
ACTCAACTAAGGAAGAAGTGTGGCAGGGGGGGATTGATCAACGG
GAAGGAGGAACCAAGACGGGTGGAACACGGTCCGGGTCCGGGTG
AGTTGGTGAGGAGGCGGTTGTGGGGGAGGTGGAGGCAGGTTGGA
GCGGTCGGGTGAGGAGATGTGAGCGGAGGAGAGAGCGAGGTGAG
TGGGGAGGGGTGGGG

Nukleotidna homologija sekvence dela gB gena soja 3S EHV-2 sa sojevima

navedenog virusa iz medunarodne banke gena iznosila je od 80 do 99% (Tabela 22). Soj

konjskog herpesvirusa 2 3S poreklom iz slezine zdrebeta iz Indije (Sremski okrug) bio

je 97-99% homologan sa sojevima poreklom iz Turske, odnosno 94-98% sa evropskim

sojevima EHV-2 (Nemacka i Velika Britanija) i 92% sa madarskim sojem Hun-1.

Znacajno nizi stepen nukelotidne homologije pronaden je u poredenju sa sojem Sa

Islanda Swe-2 (80%).
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Tabela 22. Sli¢nost sekvence dela gB gena soja konjskog herpesvirusa 2 poreklom iz

Republike Srbije sa sojevima EHV-2 iz medunarodne banke gena

Homologij

Registarski broj i naziv soja nukle?otida

u sekvenci
EF182697.1 EHV-2 Ger-7 Nemacka 94%
EF182696.1 EHV-2 Ger-5 Nemacka 94%
EF182701.1 EHV-2 Eng-3 Velika Britanija 98%
EF182699.1 EHV-2 Eng-13 Velika Britanija 94%
EF182704.1 EHV-2 Hun-1 Madjarska 92%
35 BHV-2Srbija "51065279.1 EHV2-TR-NS28 Turska 98%
EF182709.1 EHV-2 Swe-2 Svedska 80%
JN982963.1 IS-EHV2-TR2011 Turska 99%
JN982962.1 G-EHV2-TR2011 Turska 99%
JN982964.1 RM-EHV2-TR2011 Turska 97%

Nukleotidne sekvence dela gB gena sojeva i izolata EHV-5 i njihova nukleotidna

homologija sa sekvencama drugih sojeva

Sekvenciranjem 7 PCR produkata, odnosno dela gB gena sojeva i izolata EHV-5
pod oznakama: 3LN, 24LN, 47V, 23S, 16LN, 52V, 13MG, uspe$no su dobijene

sekvence prikazane u Tabeli 23.

Tabela 23. Nukleotidne sekvence dela gB gena sojeva i izolata EHV-5

Naziv soja/izolata EHV-5 Nukleotidna sekvenca dela gB gena

CCCTGATATAGACCTGCCTATCAATATACGAATATGTGT
AGCTCTAGTATATTTTTAACGTCAGAAAATATAGAAAGC
TGGTCACCTCCACCACCATCTACAAGGGGTGGAGTCAGG
ATGCCATCACCAACCAGTACACCTCCAGCTTTGCTATGC
CCCTCTGGGAGGCCAGGCTGGTGGATTACAATTATGAGT
GCTATAACGGGATACAGGTGACAGAAAACGGTCACCTC

3LN
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ACCACCTACGTGGACAGGGACGGGTACAACGAGTCCGT
GCGCCTCGTACCCGCCGACGGTCTCACCTCCAGCATCAG
GCGCTATCACAGTCAGCCCGAACTCTACGTGACCCCCAG
AAACCTGCTGTGGTCTTACACCACTAGAACAACGGTTCA
ACTACCCCCCCCCCCCCCCCCAAACAGCCCCCTGCACAA
CGAAACGCAACGACAACGAAGGCAGCGCACAAACGGCC
AACGAACCCATTGCCATACCTAAAGGAGGCCTCCGAAA
GGGCGGCGCAAGGCCCAGTAAACCAAGGGCCAGGTAGA
ACTCGGACAAGAGGAAAAAAGGGCGCCAACCACCAACG
GAGGATAGCAATCACAAAAACCGAGGCGAGACGGGGG
GTAAGGGAGAAGAGGAGGGGGAGGGACAGCGAGCGCA
GGGAGAAAGGAAGCAAATAGGAGAAATAAAGTAGAGG
CAAAACATAGGGAGATGAAGTCCCAGGCG

24LN

CCCGAAATTCATATCTACTCCTTAAATACGTGTAATCTTC
GTAGCTATATATTTTTAACGTCAGAAAATATAGAAAGCT
GGTCACCTCCACCACCATCTACAAGGGGTGGAGTCAGG
ATGCCATCACCAACCAGTACACCTCCAGCTTTGCTATGC
CCCTCTGGGAGGCCAGGCTGGTGGATTACAATTATGAGT
GCTATAACGGGATACAGGTGACAGAAAACGGTCACCTC
ACCACCTACGTGGACAGGGACGGGTACAACGAGTCCGT
GCGCCTCGTACCCGCCGACGGTCTCACCTCCAGCATCAG
GCGCTATCACAGTCAGCCCGAACTCTACGTGACCCCCAG
AAACCTGCTGTGGTCTTACACCACTAGAACACCGATTCA
ACTAGGAGGGAGGTAGAGAGACAAGCACTAAACAGAC
AATTAAATATTTTTATCTACGCTGCTGTTGGCCAACTCAT
TCTCGTTATATTTGTCTTTCTTTCGATTTCGCTTCTTTTTT
TCAACATGAAAATAGTTCACATTTTTGCTACAAAGAAAA
AAAAAATATGTATATGTTATAGTGTTTTATTGTAGTTTTG
GTTATTACGTTCTTTAGTGTATTAAATGGAGTTAGGTAG
TTTATG

47V

GAAGGGGGGAGGGCAGTCACACAGAAGAAGAGGAGCC
AGCAAATAAGTATTTAGCGTCAGAAAATATAGAAAGCT
GGTCACCTCCACCACCATCTACAGGGGTGGAGTCAGGAT
GCCATCACCAACCAGTACACCTCCTGCTTTGCTATGCCC
CTCTGGGAGGCCAGGCTGGTGGATTACAATTATGAGTGC
TATAACGGGATACAGGTGACAGAAAACGGTCACCTCAC
CACCTACGTGGACAGGGACGGGTACAACGAGTCCGTGC
GCCTCGTACCCGCCCACGGTCTCACCTCCCGCATCAGGC
GCTATCACAGTCAACCCGAACTCTACGTGACCCCCCGAA
ACCTGCTGTGGTCTTACACCACTAGAATAACCGTCAACT
AACTAGCACTGGGGTTACCTACTAGCAGTACTGTCAACT
TGTGGGCCCACTGCTACTAGGTTGGCTTTTGGTTTCTAGT
GTGGCTCTGGCATTAGGGTAGGCTTCTGTCTACGGGGCA
GGGCCTTCATCTTGGGTTGGTGAAAACTGTTCTCCTCTC
ACAACTGGTCTTCTATCTACCCTCTTTGTTCGATTCTTAG
TACTTGTAATGTTACAGGGGGGCGTTAGAGCATTGTGAC
TGTGCATCGATCGCTGGAGTTTTGCAAGTACACGTTGCC
CTCTATTTTGGCGCATTGCATTTTTGCTATCTAGTCTCTC
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GGGATCCTCGCTGCATCTCACTAAACAGGTTTTGCCGGA
CACCGTTGGTCTCGGGGCTGATCTGCTGCATTTCACTCC
CGTATGGTCCGCTCTTTGTTTTGGAGGGGTCACCACGCA
TTTCTTTCTACTTTAGCGTCTCTGTGGCTGGTATTGGATG
A

23S

CCCTGAAAGGAGTGGTAATCTGTAGCAACGACGGTCAG
CTATACATTTTAAACGTAAGAGATATAGAAGGCTGGTCA
CCTCCACCACCATCTACAAGGGGTGGAGTCAGGATGCC
ATCACCAACCAGTACACCTCCGCTTTGCTATGCCCCTCT
GGGAGGCCAGGCTGGTGGATTACAATTATGAGTGCTAT
AACGGGATACAGGTGACAGAAAACGGTCACCTCACCAC
CTACGTGGACAGGGACGGGTACAACGAGTCCGTGCGCC
TCGTACCCGCCGACGGTCTCACCTCCGCATCAGGCGCTA
TCACAGTCAACCCGAACTCTACGTGACCCCCAGAAACCT
GCTGTGGTCTTACACCACTAGAACGCGGTCAACACATCC
CAGCCGCTGACCGCCAGGCGGGTGATGGTCTTACTATCT
AGCATTACGCCACAATGTTTTCTATGTTGGAAGAGTTAA
TTTTGCCGAGCTCCTGGAGATGCTACCGATAAGCGGCGA
GAGGTTTGTGAGGAGGGGCATGCAATATGTGCTGCACT
AACTTGAAGTCCCATACAGGAAGTGTGCCGGATTCTGGT
TTTTTGAAA

16LN

CCCAGGGGGGTGGAAAATGTTGTAAAAACAACTGATAA
CTACATCTTCTAACATAACAAAAAAAAAAAACTAGTCAT
CTCCACCACCATCTACAAAGAGGTGGAATCAAGATGCC
ATCACCAACCAATACACCTCCAGCTTTGCTATGCCCCTC
TGGGAGGCCAGGCTGGTGGATTACAATTATGAGTGCTAT
AACGGGATACAGGTGACAGAAAACGGTCACCTCACCAC
CTACGTGGACAGGGACGGGTACAACGAGTCCGTGCGCC
TCGTACCCGCCGACGGTCTCACCTCCAGCATCAGGCGCT
ATCACAGTCAACCCGAACTCTACGTGACCCCCAGAAACC
TGCTGTGGTCTTACACCACTAGAACGACGGTCAACTACT
CGGCCCCAACAGTGACCGTCGTGCTGGTGTTGGCCTCTC
CTCTGGGGGGCCGGCGCCCGCGCCTTTGGCTGTTTGCGC
GTTTCTCGCGTTGCGTTGTGGTGCGGTCGGGTGGGGTGG
CGTGCGGCCCGTTGGGGGGEGEGEGGGGEEEEEGEGGGGEGL
GTGCGTGGGGTGGGGGTGGGGTGTCTGGCTGCCCCGGG
GGTTCGCCTTCTCTGGGGCTTGTCGGTGGCCTGTGCCGG
TGTGGGGGGGGGGGTGGGGGTGTGCGGTGGGGTTGTGG
GGGTTCTGGGGGGTGTGGGGTGCTCGTGTTGGGGGTGTG
TGTGGGGTTGGCTTGTGTGTGGTGCTTGGTTGGTGTTTTG
TGGGTTCGGTGTGGTGGGGGGGGGGGCGEGETGGGGEEGEE
GGTGGGGTGGTTGGGGTGGGTGGTGGGTGTGTTCCGGTG
GGTGGTGGGGTGGGGGGGGGGGGTGGGGGGGTGTTTGG
GTGTGGGGGGGGGTGGGGGGGGGGTGGGGGGGTTG

52V

CCACATTAAGACAACAACGGTCACTTACAATATAGAGA
CCTATGTCTTTAAAGTCAGAAAATATAGAAAGCTGGTCA
CCTCCACCACCATCTACAGGGGTGGAGTCAGGATGCCAT
CACCAACCAGTACACCTCCGCTTTGCTATGCCCCTCTGG
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GAGGCCAGGCTGGTGGATTACAATTATGAGTGCTATAAC
GGGATACAGGTGACAGAAAACGGTCACCTCACCACCTA
CGTGGACAGGGACGGGTACAACGAGTCCGTGCGCCTCG
TACCCGCCGACGGTCTCACCTCCAGCATCAGGCGCTATC
ACAGTCAGCCCGAAATCTACGTGACCCCCAGAAACCTG
CTGTGGTCTTACACCACTAGAACGACGGTCAACTACTCG
GGGGCCTGGCTTTTTTCCTTGGTGGTTGGCCGTCGTTCGT
GTGTTCTGCCCGTGGTTGGCCTTGGGGTTGTCGGGGTGG
GGGCGTTCGTGGGTGTTTGGTGTCGTGTTGGGGTGTGTT
TGTGTTTGTTTTGGGGCGGTGGGGGGGTGGGTTGGGGGEG
CTGGGGGTGGGGGGGGEEGEGETGGEETGGTGGGGEGEGEEETGT
GGGTTTGCGGCCTCGGTGTGGGCGTGGGGGCGGGTGGT
AGTTGGGGGGGGTGTTGGTGGGTGGTGTTTGGTGTGGTT
GCGGGGGTTTTTCT

13MG

CCAAGGAGCCGGAAGGAAAGAGCAATTACTGCTGCAGC
CTTAAGACTTTAAGGCCAGAGTGACCAACGGCTGGTCAC
CTCCACCACCATCTACAAGGGGTGGAGTCAGGATGCCAT
CACCAACCAGTACACCTCCGCTTTGCTATGCCCCTCTGG
GAGGCCAGGCTGGTGGATTACAATTATGAGTGCTATAAC
GGGATACAGGTGACAGAAAACGGTCACCTCACCACCTA
CGTGGACAGGGACGGGTACAACGAGTCCGTGCGCCTCG
TACCCGCCGACGGTCTCACCTCCAGCATCAGGCGCTATC
ACAGTCAACCCGAACTCTACGTGACCCCCAGAAACCTGC
TGTGGTCTTACACCACTAGAACGACGGTCAACACCTGCG
GTCAATATCCAGGCACTCGAACGCCGGGGAAATACTGG
GCGTAATAAACCGTCCTTATAAAGCCGGAGTCCTGTTGG
CAAAAAAAAAACAATGGTATGACGAGGGTACATGTTCG
TAGAGGGTGCATTCGTGAAAACTGTGATATTAAACAATG
GTGAAGATAAGCCCGATTGTTGATTCGAGGACTTGTCCA
AGATGCAAGAGAGATAATATAAGTTGTTGGGCGTGAGC
GCTTGAGATCGAGTGTATTGTTGCGATTATAGGGCGTAA
TCATATTGCAGTGTTCTTGGGATCTCGCTGCAGGGGCAC
CACGGTACCGAGAAGTTGTTTAAGGGAGTAGAGCACTC
TC

Medusobna nukleotidna homologija navedenih sekvenci gB gena sojeva i izolata

EHV-5, kao i homologija sa sojevima navedenog virusa iz medunarodne banke gena

iznosila je od 98 do 100% (Slika 26). Izolat 13MG poreklom iz nosnog brisa konja iz

opstine Mrkonji¢ Grad je 100% homologan u poredenju sa svim analiziranim sojevima

EHV-5, pri ¢emu je 99% homologije pokazano njegovim poredenjem sa izolatima 47V i

52V poreklom iz nosnih briseva kobila sa ergele ,,Vucijak® i juznokorejskim sojem

KREHV5/71. Medusobnim poredenjem nukleotidnih sekvenci delova gB gena izolata
47V i 52V detektovano je 98% homologije. Pored toga, lzolat 57V je 99% slican sa

svim ostalim ispitivanim sojevima, izuzev dva soja 24LN, 3LN iz Srbije i jednog
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turskog soja 1S-EHV5-TR2011sa kojima poseduje 100% homologiju. Svi ispitivani
sojevi i izolati poreklom iz Republike Srbije su bili 99-100% sli¢ni kako medu sobom,

tako i sa sojevima EHV-5 iz medunarodne banke gena.

1. 136 (]

2. 16LN 0.00

3. 235 0.00 0.00

4, 24N 0.00 000 0.00

5. 3N 0.00 000 0.00 0.00

6. 47V 001 001 001 001 0.01

7. 50 001 001 001 000 0.00 0.02

8. HM234090. 1 EHV-5 KREHVS/71 JumaKoreja  0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.02 0.01

9, IN982959. 1 IS-EHV5-TR2011 Turska 000 000 000 000 0.00 0.01 0.00 0.00

10. IN982960.1 M-EHV5-TR2011 Turska 000 000 000 0.00 0.00 0.01 001 001 0.00

11, IN982961, 1RD-EHV5-TR2011 Turska 000 000 000 001 001 0.01 0.01 0.01 001 0.00

12, KC715730. 1 EHV-5 Archey SAD 000 000 000 0.00 000 0.0t 0.01 001 000 000 0.00

13, KC715732.1 EHV-5 Chantily Lake SAD 0.0 0.00 0.00 000 000 001 0.0t 0.01 000 000 0.00 0.00
14, GQ325592. 1 EHV-5 BB5-5 Island 000 000 000 001 001 0.01 0.01 0.01 001 000 001 0.00 0.00

Slika 26. Medusobne sli¢nosti sekvenci dela gB gena sojeva i izolata konjskog
herpesvirusa 5 poreklom iz Republike Srbije i Republike Srpske i sli¢nosti sa sojevima
EHV-5 iz medunarodne banke gena (0,02 predstavlja sli¢nost od 98%; 0,01 predstavlja
sliénost od 99%:; 0,00 predstavlja slicnost od 100%)

Rezultati sekvenciranja delova gena ORF30 i ORF68 EHV-1

Sekvencirani su odabrani PCR produkti, odnosno:

= 15 PCR produkata sojeva i izolata EHV-1 pozitivnih na prisustvo specifiénog
fragmenta ORF30 gena konjskog herpesvirusa 1 veli¢ina 466bp lanc¢ane reakcije
polimeraze;

= 15 PCR produkta sojeva EHV-1 pozitivnih na prisustvo specifi¢nog fragmenta
ORF68 gena konjskog herpesvirusa 1 veli¢ine oko 600bp primenom lan¢ane

reakcije polimeraze;
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Sve dobijene sekvence su analizirane pomocu programa BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) u cilju provere nukleotidne homologije sa nukleotidnim

sekvencama EHV-1 iz medunarodne baze gena.

Nukleotidne sekvence dela ORF30 gena sojeva i izolata EHV-1

Sekvenciranjem 15 odabranih PCR produkata, odnosno dela ORF30 gena sojeva
I izolata EHV-1 pod oznakama 2PM, 6LN, 8LN, 25PM, 22KM, 24KM, D1, D2, D3,
D4, 44V, 56V, 1KM, 3PM i 21KM uspesno je dobijeno 12 sekvenci prikazanih u Tabeli

24.

Tabela 24. Nukleotidne sekvence dela ORF30 gena sojeva i izolata EHV-1

Naziv soja/izolata EHV-1

Nukleotidna sekvenca ORF30 gena

D1

GGGGGCCGGGTCGGAGGCGTGGGCTACCAGGGAGCAAG
GTTCTAGACCCCGTATCCGGCTTTCATGTGGACCCCGTG
GTTGTGTTTGACTTCGCTAGCTTATACCCAAGCATTATCC
AGGCCCATAACCTCTGTTTCACCACCCTGGCGCTCGATG
AAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCGACTCCT
CGACGTTCGAGGTGGGTGACCAAAAGTTATTTTTTGTCC
ACGCCCATATTCGCGAAAGCCTGCTTGGCATCTTGCTGC
GCGACTGGCTGGCCATGCGAAAGGCGGTGAGGGCGCGA
ATCCCCACCAGCACCCCCAAGGAGGCAGTTTTACTAGAT
AAGCAGCAGTCTGCGATTAAGGTGATATGCAACTCGGTT
TACGGATTCACGGGGGTGGCAAACGGCCTGTTGCCTGCC
TGGAAGGATAAAAGGACGGGCGGCGGGC

D2

[TTTTTTTTTTTTCTGAACAGGAAACGGGGGAACCGCGA
CCTCCGTGGGTCCGTGGTCGACCAGGGAGCAACATTTAT
GGCCCCCGGATCCGGCTTTCATAAGGCCCCCTCGTTGGG
GGTGGAGTTGGGGAGTTGATACCCAAGCATTATCCAGG
CCCATAACCTCTGTTTCACCACCCTGGCGCTCGTGGAAG
TGGATATGGCGGGGGTTCAAACAACCATAGATTCCTCCA
CGTACGAGAGGGGCGACCAAAAGGGGTTTGGGTCCACG
CCCATATTCGCGAAAGCCTGCTTGGAATTTGTAAGAAAT
ACGGGCACCATGGGAAACAACACAGCGCTGTTACTTTTG
AAAACGGAGGCCCTGCTACTTGGAAAATGCTGCTCTTTT
AGATAAAGGAGGCGGGCCAATGCACACCGTCTAAATNT
ATCTGAAGTCTTNCNNG

D3

GGGGCGGGGGGGCTGGGGTGGCCGTGGGCTCCAGGGAG
CAAGGTTCCTAGACCCCGTATCCGGCTTTCATGTGGACC
CCGTGGTTGTGTTTGACTTCGCTAGCTTATACCCAAGCA
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TTATCCAGGCCCATAACCTCTGTTTCACCACCCTGGCGC
TCGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCG
ACTCCTCGACGTTCGAGGTGGGTGACCAAAAGTTATTTT
TTGTCCACGCCCATATTCGCGAAAGCCTGCTTGGCATCT
TGCTGCGCGACTGGCTGGCCATGCGAAAGGCGGTGAGG
GCGCGAATCCCCACCAGCACCCCCAAGGAGGCAGTTTT
ACTAGATAAGCAGCAGTCTGCGATTAAGGTGATATGCA
ACTCGGTTTACGGATTCACGGGGGTGGCAAACGGCCTGT
TGCCTGCTTTAAAGGAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGCA
CC

D4

GGGGCGGGGGGTTGGGGATGCCGTGGGCTCCAGGGAGC
AAGGTTCCTAGACCCCGTATCCGGCTTTCATGTGGACCC
CGTGGTTGTGTTTGACTTCGCTAGCTTATACCCAAGCATT
ATCCAGGCCCATAACCTCTGTTTCACCACCCTGGCGCTC
GATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCGAC
TCCTCGACGTTCGAGGTGGGTGACCAAAAGTTATTTTTT
GTCCACGCCCATATTCGCGAAAGCCTGCTTGGCATCTTG
CTGCGCGACTGGCTGGCCATGCGAAAGGCGGTGAGGGC
GCGAATCCCCACCAGCACCCCCAAGGAGGCAGTTTTACT
AGATAAGCAGCAGTCTGCGATTAAGGTGATATGCAACT
CGGTTTACGGATTCACGGGGGTGGCAAACGGCCTGTTGC
CTGCTTAAAAGGAAAAAAACGGAGGCGGCACGGGGGEG
GGGGG

44V

TCCGGGGGAGGGGGAGGGGGGGTGGAATGTGGTCAGAG
GAAAGTTCTAGACCCCGTATCCGGCTTTCATGTGGACCC
CGTGGTTGTGTTTGACTTCGCTAGCTTATACCCAAGCATT
ATCCAGGCCCATAACCTCTGTTTCACCACCCTGGCGCTC
GATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCGAC
TCCTCGACGTTCGAGGTGGGTGACCAAAAGTTATTTTTT
GTCCACGCCCATATTCGCGAAAGCCTGCTTGGCATCTTG
CTGCGCGACTGGCTGGCCATGCGAAAGGCGGTGAGGGC
GCGAATCCCCACCAGCACCCCCGAGGAGGCAGTTTTACT
AGATAAGCAGCAGTCTGCGATTAAGGTGATATGCAACT
CGGTTTACGGATTCACGGGGGTGGCAAACGGCCTGTTGC
CGTGTCTGAGGATAAACCCAGCCGGGCGCGG

1KM

GGGGCGGGGAGGGGTCAGGGTGTTGCGTTGTCAAAGTA
AAAGGATATTCCCCGTGCCCCGGCTTGAAGGTAGGACCC
CGTGGTTGTGTTTGACGTCGCTGGCTTATCCCCAAGCAT
TATCCAGGCCCATAACCTCTGTTTCACCACCCTGGCGCT
CGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCGA
CTCCTCGACGTTCGAGGTGGGTGACCAAAAGTTATTTTT
TGTCCACGCCCATATTCGCGAAAGCCTGCTTGGCATCTT
GCTGCGCGACTGGCTGGCCATGCGAAAGGCGGTGAGGG
CGCGAATCCCCACCAGCACCCCCGAGGAGGCAGTTTTAC
TAGATAAGCAGCAGTCTGCGATTAAGGTGATATGCAACT
CGGTTTACGGATTCACGGGGGTGGCAAACGGCCTGTTGC
CGTGTCTGAGGATAAAGGGACGAGGGCGGTCGGACGGA
AGGGTAGGGGACGGAGCAGTCAAGAGAGTGGTAGCTGG
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ACGATTAGGATGGTTGAGGGG

2PM

CNNNCNNGAGGNGGANNNGNGAGNTAATNGTGTCNGA
GGANAGTTCTAGACCCCGTATCCGGCTTTCATGTGGACC
CCGTGGTTGTGTTTGACTTCGCTAGCTTATACCCAAGCA
TTATCCAGGCCCATAACCTCTGTTTCACCACCCTGGCGC
TCGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCG
ACTCCTCGACGTTCGAGGTGGGTGACCAAAAGTTATTTT
TTGTCCACGCCCATATTCGCGAAAGCCTGCTTGGCATCT
TGCTGCGCGACTGGCTGGCCATGCGAAAGGCGGTGAGG
GCGCGAATCCCCACCAGCACCCCCGAGGAGGCAGTTTT
ACTAGATAAGCAGCAGTCTGCGATTAAGGTGATATGCA
ACTCGGTTTACGGATTCACGGGGGTGGCAAACGGCCTGT
TGCCGTGTCTGAGGATAA

3PM

NNGNANGNGNCGNTGCTNTGTNTGATGAGNTGTCAGAG
GCATAAGGCATAGACCCGCGGATCCGGCTTGACGGTAG
GACCCCGTGGTTGTGTTTGACTTCGCTAGCTTATACCCA
AGCATTATCCAGGCCCATAACCTCTGTTTCACCACCCTG
GCGCTCGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCC
GTCGACTCCTCGACGTTCGAGGTGGGTGACCAAAAGTTA
TTTTTTGTCCACGCCCATATTCGCGAAAGCCTGCTTGGC
ATCTTGCTGCGCGACTGGCTGGCCATGCGAAAGGCGGTG
AGGGCGCGAATCCCCACCAGCACCCCCGAGGAGGCAGT
TTTACTAGATAAGCAGCAGTCTGCGATTAAGGTGATATG
CAACTCGGTTTACGGATTCACGGGGGTGGCAAACGGCCT
GTTGCCGTGTCTGAGGATAA

6LN

CCGGGGCAAGGGGGAGCGTGTCTGAGGAGAGGCCGAGT
CTGAGGATAGACCCGCGTGCCGGGCTTGAGGGTAGGAC
CCCGGGGTTGTGTTTGACTTCGCTAGCTTATACCCAAGC
ATTATCCAGGCCCATAACCTCTGTTTCACCACCCTGGCG
CTCGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTC
GACTCCTCGACGTTCGAGGTGGGTGACCAAAAGTTATTT
TTTGTCCACGCCCATATTCGCGAAAGCCTGCTTGGCATC
TTGCTGCGCGACTGGCTGGCCATGCGAAAGGCGGTGAG
GGCGCGAATCCCCACCAGCACCCCCGAGGAGGCAGTTT
TACTAGATAAGCAGCAGTCTGCGATTAAGGTGATATGCA
ACTCGGTTTACGGATTCACGGGGGTGGCAAACGGCCTGT
TGCCGTGTCTGAGGATAAAACTCTCTCGTGCGTGTTGGG
GG

8LN

TNGNNCCAANANNNNNGNGNGNNGAGTTGCCGAGTCTG
AGGANATTCTGTTGCCGTGTCTGAGGATAAGACCCCGGG
GTTGTGTTCGATGCCGCTGGTTGGTTTTTGCAGGGAGCC

AGGCCCAAAGACACTGTTTCACCACCCTGGCGCTCGATG
AAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCAACTCCT
CGACGTTCGAGGTGGGTGACCAAAAGTTATTTTTTGTCC

ACGCCCATATTCGCGAAAGCCTGCTTGGCATCTTGCTGC

GCGACTGGCTGGCCATGCGAAAGGCGGTGAGGGCGCGA
ATCCCCACCAGCACCCCCGAGGAGGCAGTTTTACTAAAT
AAGCAGCAGTCTGCGATTAAGGTGATATGCAACTCGGTT
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TACGGATTCACGGGGGTGGCAAACGGCCTGTTACCATG
AAAAANGATAAA

22KM

GGGGAGGGGGGAGGGGGGGGGCGGGAAGATGTGAAGT
GAAGTTCTAGACGCCGTAGCGGGCTTTCATGTGGACCCC
GTGGTTGTGTTTGACTTCGCTAGCTTATACCCAAGCATT
ATCCAGGCCCATAACCTCTGTTTCACCACCCTGGCGCTC
GATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCGAC
TCCTCGACGTTCGAGGTGGGTGACCAAAAGTTATTTTTT
GTCCACGCCCATATTCGCGAAAGCCTGCTTGGCATCTTG
CTGCGCGACTGGCTGGCCATGCGAAAGGCGGTGAGGGC
GCGAATCCCCACCAGCACCCCCGAGGAGGCAGTTTTACT
AGATAAGCAGCAGTCTGCGATTAAGGTGATATGCAACT
CGGTTTACGGATTCACGGGGGTGGCAAACGGCCTGTTGC
CGTGTCTGAGGATAAAGGGAGTTCTGGAGCCTCCGTTTT
AGGAGGG

25PM

CCGGTAATGGGTGAAGTGGCTGAGGAATACGGCGGAGG
AAGGGGCTAGGGGGAGAATCGGGCTTTCGTGTGGACCC
CGTGGTTGTGTTTGACTTCGCTAGCTTATACCCAAGCATT
ATCCAGGCCCATAACCTCTGTTTCACCACCCTGGCGCTC
GATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCGAC
TCCTCGACGTTCGAGGTGGGTGACCAAAAGTTATTTTTT
GTCCACGCCCATATTCGCGAAAGCCTGCTTGGCATCTTG
CTGCGCGACTGGCTGGCCATGCGAAAGGCGGTGAGGGC
GCGAATCCCCACCAGCACCCCCGAGGAGGCAGTTTTACT
AGATAAGCAGCAGTCTGCGATTAAGGTGATATGCAACT
CGGTTTACGGATTCACGGGGGTGGCAAACGGCCTGTTGC
CGTGTCTGAGGATAAGGGGGAGGGGGGGGGCAGGAGA
GG

Nukleotidne sekvence ORF68 gena sojeva i izolata EHV-1

Sekvenciranjem 15 odabranih PCR produkata, odnosno delova ORF68 gena
sojeva i izolata EHV-1 pod oznakama 2PM, 6LN, 8LN, 25PM, 22KM, 24KM, D1, D2,
D3, D4, 44V, 56V, 1KM, 3PM, 21KM uspesno su dobijene 2 sekvence prikazane u

Tabeli 25.

Tabela 25. Nukleotidne sekvence dela ORF68 gena izolata EHV-1

Ngzl_'ﬁ_?a Nukleotidna sekvenca dela gB gena
D1 GGGGGGGGTGAGCTAGATAGAAACGGGGTGGTTTACCACGAAGA
TAGAATGGGTGTGAGCATAGAGTGGCTCTCTGTACTCTCTGGCTA
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TAACCATCTCAACTCCAGCCTTATCATTAATCAGCCCTATCACCTC
TGGGTGCTGGGGGCAGCAGACTTGTGCAAGCCGGTGTTTGACCTG
ATACCCGGTCCTAAACGAATGGTATACGCAGAGATAGCAGATGA
GTTTCATAAATCTTGGCAGCCTCCCTTCGTGTGTGGAAAACTGTTT
GAGACAATACCATGGACCACCGTTGAGCATAATCATCCGCTCAAA
TTAAGAGCGGCGGGTGGAGAAGACACCGTAGTGGGTGAGTGTGG
GTTTTCCAAACATAGCTCGAATTCATTAGTTCATCCACCCACAGTT
AAGCGGGTGATTTAGCGGTGGTCGACCCCGCGCGCCTTCGGGAAA
TTCCCGCCCCGGGGCGGCLCGCTGCCGCGGCGGLCGGCLCGTCGGAGG
GGGGGATGCGCGCCCCGAGGCGGCGCTCGLGLGLTCCLCGLGLLC
GCTCGGTCCACGGCCGCCGCCGLCGACGCCGLCLCLCCGLLLCCGGGGAL
CCGCGGGCGLCLCCGCCGCCCGCCGGGCGGGAGACGTGACGTGGAT
GGAACGCCTACTCTGGGGAGTGTTCGGCCGGACATCCACACGTTA
AAAGGTAGGGGACTCTCGCCAGTACCTCACCTCGCTTTGTGGGTT
GAGCAGTGGGCGTCGGG

D4

TAACGGCACACCGTAGATAGAAACGGGGTGGTTTACCACGAAGA
TAGAATGGGTGTGAGCATAGAGTGGCTCTCTGTACTCTCTGGCTA
TAACCATCTCAACTCCAGCCTTATCATTAATCAGCCCTATCACCTC
TGGGTGCTGGGGGCAGCAGACTTGTGCAAGCCGGTGTTTGACCTG
ATACCCGGTCCTAAACGAATGGTATACGCAGAGATAGCAGATGA
GTTTCATAAATCTTGGCAGCCTCCCTTCGTGTGTGGAAAACTGTTT
GAGACAATACCATGGACCACCGTTGAGCATAATCATCCGCTCAAA
TTAAGAGCGGCGGGTGGAGAAGACACCGTAGTGGGTGAGTGTGG
GTTTTCCAAACATAGCTCGAATTCATTAGTTCATCCACCCACAGTT
AAGCGGGTGATTTAGCGGTGGTCGACCCCGCGCGCCTTCGGGAAA
TTCCCGCCCCGGGGCGGCCGCTGCCGCGGCGGLCGGCLCGTCGGAGG
GGGGGATGCGCGCCCCGAGGCGGLCGLTCGLGLGLTCLCCGLGLCC
GCTCGGTCCACGGCCGCCGCCGCGACGCCGLCLCLLCGLLCCCGGGGAL
CCGCGGGCGCCLCGLCGCCCGCCGGGCGGGAGACGTGACGTGGAT
GGAACGCCTACTCTGGGGAGTGTTCGGCCGGACATCCACACGTTA
AAAGGTAGGGGACTCTCGCCAGTACCTCACCTCGCTTTGTGGGTT
GAGCAGTGCTGCGCTCTT

Rezultati utvrdivanja redosleda nukleotida u regionu ORF30 genoma EHV-1

Konsenzus sekvence delova gena ORF30 sojeva i izolata EHV-1 poreklom iz
Republike Srbije i Republike Srpske su primenom programa BioEdit 7.2.5 poredene sa
odgovaraju¢im referentnim sekvencama sojeva konjskog herpesvirusa 1 preuzetim iz
GenBank baze podataka. Sojevi EHV-1 upotrebljeni za navedeno poredenje su: Ab4
(Gazs4 genotip), PL/2012/11 (G254 genotip) i V592 (Azzss genotip). Sekvence dela gena
ORF30 analiziranih 11 sojeva i izolata (91,67%) u ovoj studiji su posedovale

neurovirulentni genetski marker (Ggzzs4), 0dnosno supstituciju adenina guaninom na
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poziciji 2254 (Slika 27). Soj 6LN poreklom iz submandibularnog limfnog ¢vora konja
iz Negotina (Borski okrug) je jedini svrstan u Azzss genotip. Svi neurovirulentni sojevi i
izolati sa podacima o njihovom poreklu navedeni su u Tabeli 26. Analizom
anamnesti¢kih podataka prikupljenih prilikom uzorkovanja nosnih briseva konja sa
ergele “Vucijak” gde je detektovano prisustvo Gyzs4 S0ja EHV-1 utvrdeno je da u
navedenoj populaciji konja u skorijem vremenskom periodu nisu zabelezeni slucajevi

pojave neuroloskog oboljenja 1/ili pobacaja.

AY665713.1 2b4
KR080353.1 PL/2012/1II
AY464052.1 V592

25PM

'l'l'l"I""I'l"l"l'I"'l’|l"'l'l"IVI’"I'I"""'I"'V

2220 2230 2240 2250 2260 2270
CGATGRAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCGRACTACTCGACGTTCGAGGTG
CGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCAACTACTCGACGTTCGAGGTG
CGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCARCTACTCGACGTTCGAGGTG
CGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCRAACCATCCGTCGRACTCCTCGACGTTCGAGGTG
CGTGGAAGTGGATATGGCGGGGGTTCAARACAACCATAGATTCCTCCACGTACGAGAGG
CGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCGACTCCTCGACGTTCGAGGTG
CGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCRAACCATCCGTCGRACTCCTCGACGTTCGAGGTG
CGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCGACTCCTCGACGTTCGAGGTG
CGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCGACTCCTCGACGTTCGAGGTG
CGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCRAACCATCCGTCGACTCCTCGACGTTCGAGGTG
CGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCGRACTCCTCGACGTTCGAGGTG
CGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCAACCATCCGTCGACTCCTCGACGTTCGAGGTG
CGATGRAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCRAACCATCCGTCARCTCCTCGACGTTCGAGGTG
CGATGAAGTGGATCTGGCCGGGCTTCRAACCATCCGTCGACTCCTCGACGTTCGAGGTG
CGATGARGTGGATCTGGCCGGGCTTCRAACCATCCGTCGACTCCTCGACGTTCGAGGTG

Slika 27. Analiza redosleda nukleotida parcijalnih sekvenci ORF30 gena izolata i sojeva
EHV-1 poreklom iz Republike Srbije i Republike Srpske. Crvenom bojom je obeleZena
pozicija 2254 gde se moze videti prisustvo guanina (G) kod neuroviruentnih sojeva u

poredenju sa predstavnicima Azzs4 genotipa kod kojih je na istom mestu prisutan adenin

(A)

Tabela 26. Osnovni podaci o0 sojevima i izolatima EHV-1 poreklom iz Republike Srbije

i Republike Srpske koji pripadaju G254 genotipu

Naziv soja/izolata Osnovni podaci o poreklu

Arhivirani  soj EHV-1 Katedre za

D1 . : .
mikrobiologiju

D2 Arhivirani  soj EHV-1 Katedre za
mikrobiologiju

D3 Arhivirani  soj EHV-1 Katedre za
mikrobiologiju

D4 Arhivirani  soj EHV-1 Katedre za
mikrobiologiju

44\ Nos_m bris kobile, ergela “Vucijak” ,
Prnjavor
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Uzorak kicmene mozdine kobile, opstina

KM Indija, Sremski okrug

2PM Uzorak produzene mozdine kobile, opStina
Indija, Sremski okrug

3PM Uzorak produzene mozdine slezine
zdrebeta, Indija, Sremski okrug

8LN Uzo_rak sub_ma_ndibilarn_ih limfnih ¢vorova
konja, Zrenjanin, Srednjebanatski okrug

29KM Uzorak ki¢mene mozdine konja, Loznica,
Macvanski okrug

25PM Uzorak produzene mozdine kobile, Veliko

GradisSte, BraniCevski okrug

Rezultati utvrdivanja redosleda nukleotida u regionu ORF68 genoma EHV-1 sa

filogenetskom analizom

Sekvence delova gena ORF68 sojeva i izolata EHV-1 poreklom iz Republike

Srbije 1 Republike Srpske su primenom programa BioEdit 7.2.5 poredene sa

odgovaraju¢im referentnim sekvencama sojeva konjskog herpesvirusa 1 preuzetim iz

GenBank baze podataka, odnosno sa predstavnicima 10 geografskih grupa (Slika 28).

Sekvence delova ORF68 gena izolata D1 i D4 poseduju mutacije na nivou pojedinac¢nih

nukleotida koje su karakteristicne za sojeve EHV-1 koji pripadaju Cetvrtoj geografskoj

grupi. Ostale dobijene sekvence (ukupno 13) su posedovale preveliki broj mutacija na

osnovu Cije analize se nisu mogle svrstati ni u jednu geografsku grupu i zbog

preglednijeg prikaza rezultata nisu prikazane na slici. Na osnovu dobijenih sekvenci

dela gena ORF68, formirano je filogenetsko stablo (Slika 29).
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Slika 28. Analiza redosleda nukleotida parcijalnih sekvenci ORF68 gena izolata
D1 i D4 u poredenju sa predstavnicima 10 geografskih grupa EHV-1. Bojama su
obelezene mutacije na nivou pojedina¢nih nukleotida karakteristiCne za
pojedinacne grupe, a tackama su odredene nukleotidne sekvence koje se po

polozaju poklapaju sa referentnom sekvencom soja Ab4 EHV-1.
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Grupa 4 DE12_1_1 (KJ513013.1)

&

Grupa 5 US01_2_1 (DQ172376.1)

Slika 29. Filogenetsko stablo na osnovu sekvenci ORF68 gena arhiviranih sojeva D1 i
D4 i sekvenci 16 predstavnika 10 geografskih grupa EHV-1 preuzetih iz medunarodne
banke gena (algoritam: Maximum likelihood method, program MEGA 7)



Filogenetska analiza izolata i sojeva konjskih herpesvirusa poreklom iz Republike

Srbije i Republike Srpske

Na filogenetskom stablu formiranom na osnovu poredenja sekvenci gB gena
odabranih sojeva i izolata konjskih herpesvirusa 1, 4, 2 i 5 iz Republike Srbije i
Republike Srpske sa sekvencama predstavnika podfamilija Alphaherpesvirinae i
Gammabherpesvirinae ustanovljeno je grupisanje prema pripadnosti jednoj od navedenih
podfamilija (Slika 30).

g (D1 (EHV-1)
o || D4 (EHV-1)

44V (EHV-1)
95

3L 24KM (EHV-1)
BY

1LN (EHV-4)

a3

—— LC189063.1 EHV-3 strain: lwate-2

KY274369.1 HSV1 1-16

AF172333.1 HHV4 SNU-1103
5 ATV (EHV-5)
= —— 3LN (EHV-5)
B3L_ 16LM (EHV-5)
35 (EHV-2)
P

020

Slika 30. Filogenetsko stablo na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci gB gena
sojevalizolata EHV-1 (D1, D4, 44V, 24KM), EHV-4 (1LN), EHV-2 (3S) i EHV-5
(47V, 3LN, 16LN) iz Republike Srbije i Republike Srpske sa analognim sekvencama
virusa iz podfamilija Alphaherpesvirinae (EHV-3, HSV-1) i Gammaherpesvirinae

(HHV-4) (algoritam: Maximum likelihood method, program MEGA 7)
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Analizom filogenetskog stabla formiranog poredenjem sekvenci delova gB gena

odabranih sojeva i izolata konjskog herpesvirusa 1 poreklom iz Republike Srbije i

Republike Srpske sa sekvencama navedenog gena EHV-1 iz medunarodne banke gena

utvrdeno je grupisanje sa sojevima poreklom iz Turske, Velike Britanije, SAD i Japana

(Slika 31).

D4 izolat arhiv.
J¥416465.1 EHV-1 TR-GEA-11

5 5LM
10 13KM
7 21KM izolat
£d 44V izolat Rep. Srpska
43 205 izolat
g D1 izolat arhiv.
0 KM
KM593996.1 EHV-1T953 SAD
B KU206473.1 EHV-1 Yorkshire/114/1999 Velika Britanija
0 g D3 izolat arhiv.
24KM
I KFe44578.1 EHV-1 01c1 Japan
5 JN705794.1 ERHV-1 TROA
JX644987 1 EHV-1 TR-McllA-12
B JX416466.1 EHV-1 TR-MCA-11

Slika 31. Filogenetsko stablo na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci gB gena
sojeva/izolata EHV-1 (D1, D3, D4, 3KM, 5LN, 13KM, 20S, 21KM, 44V, 24KM) iz

Republike Srbije i Republike Srpske sa analognim sekvencama virusa preuzetim iz

medunarodne banke gena (algoritam: Maximum likelihood method, program MEGA 7)
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Na filogenetskom stablu koje je sastavljeno na osnovu dela gB gena konjskog

herpesvirusa 4 (Slika 32) soj 1LN EHV-4 poreklom iz Republike Srbije je grupisan sa

turskim sojevima navedenog virusa, a odvojeno od sojeva iz Irske i Japana.

16
Bl
13
18
f
4

I

JN952956.1 EHV-4 MD4-TR2011 Turska
JK416464 1 TR-EAVA-ED-11 Turska
JN982957 1 EHV-4 RJ-TR2011 Turska
JK416463 1 TR-EHVA-VSA-11 Turska

fLN

AB966064.1 ERV-4 AQHY1ZLT2104/1/HM Japan
AF030027 1 EHV-4 NSB056T Irska

LC075562.1 ERV4 strain: 83-MB Japan
JK416462 1 TR-EHVA-TCO-11 Turska
LC075567.1 ERV4 strain: 11-10 Japan

Slika 32. Filogenetsko stablo na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci gB gena soja

EHV-4 (1LN) iz Republike Srbije sa analognim sekvencama virusa preuzetim iz

medunarodne banke gena (algoritam: Maximum likelihood method, program MEGA 7)
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Na filogenetskom stablu formiranom na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci
dela gB gena soja konjskog herpesvirusa 2 3S poreklom iz Republike Srbije sa
sekvencama sojeva iz medunarodne banke gena ustanovljeno je grupisanje sa sojevima
EHV-2 iz Turske i Velike Britanije, dok su sojevi iz drugih evropskih zemalja

(Madarska, Nemacka, Svedska) odvojeni od navedene grupe (Slika 33).

JMN982963.1 I5-ERVZ-TR2011 Turska

JN982962.1 G-EHVZ-TR2011 Turska

52)  JN952964.1 RM-EHV2-TR2011 Turska
5 3S
| EF182701 1 EHV-2 Eng-3 Valika Britanija
| EF182704.1 EHV-2 Hun-1 Madjarska
rri

EF182697 1 EHV-2 Ger-T Nemacka

EF182693.1 EHV-2 Eng-13 Velika Britanija

EF182696.1 EHV-2 Ger-& Nemacka

EF182703.1 EHV-2 Swe-2 Svedska

GU0B5279.1 EHVZ-TR-N528 Turska

—
0.10

Slika 33. Filogenetsko stablo na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci gB gena soja
EHV-2 (3S) iz Republike Srbije sa analognim sekvencama virusa preuzetim iz

medunarodne banke gena (algoritam: Maximum likelihood method, program MEGA 7)
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Uvidom u filogenetsko stablo sastavljeno na osnovu poredenja nukleotidnih

sekvenci delova gB gena odabranih sojeva i izolata konjskog herpesvirusa 5 poreklom

iz Republike Srbije i Republike Srpske sa sekvencama navedenog gena EHV-5 iz

medunarodne banke gena zapaza se grupisanje sa
(Slika 34).

17

sojevima poreklom iz Turske i SAD

24LN EHV-5 Srbija

16

43

JNI82959.1 [S-EHVS-TR2011 Turska

43

JLN EHV-5 Srhija

20

62V EHV-5 Rep. Srpska
HM234090 1 EHV-5 KREHVA/T1 Juzna Koreja

24

JN982961.1 RD-EHVE-TR2011 Turska
47V EHV-5 Rep. Srpska

235 EHV-5 Srbija

(=)

10

JN982960.1 M-EHV5-TR2011 Turska
13MG EHV-5 Rep. Srpska

KCT7156732.1 EHV-6 Chantilly Lake SAD
16LN EHV-5 Srbija

[==]

KCT715730.1 EHV-5 Archey SAD

Slika 34. Filogenetsko stablo na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci gB gena
sojevalizolata EHV-5 (3LN, 16LN, 23S, 24LN, 13MG, 47V, 52V) iz Republike Srbije i

Republike Srpske sa analognim sekvencama virusa preuzetim iz medunarodne banke

gena (algoritam: Maximum likelihood method, program MEGA 7)
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6. DISKUSIJA

Izolacija virusa na kulturi tkiva pracena njegovom identifikacijom primenom
standardnih ili molekularnih dijagnostickih metoda predstavlja standardnu proceduru za
dijagnostiku herpesvirusnih infekcija konja, pri ¢emu je RK-13 ¢elijska linija jedna od
najcesce koris¢enih u svrhu detekcije EHV-1, EHV-2 i EHV-5 (Dunowska i sar., 1999;
Williams et al. 2007; Diallo et al. 2008; OIE 2008; Ataseven et al. 2010). U cilju
detekcije prisustva konjskih herpesvirusa u uzorcima organa i nosnih briseva konja
poreklom iz Srbije i Republike Srpske kori$¢ena je pomenuta celijska linija, pri ¢emu su
izolovani virusi EHV-1 i EHV-5. Ukupno je ispitivano 212 uzoraka klinickog materijala
poreklom od konja, pri ¢emu je posle pojedinaéne inokulacije 79 uzoraka (51 uzorka
organa i 28 uzoraka nosnih briseva) u celijske linije RK-13 ustanovljena pojava
karakteristi¢nog citopatogenog efekta (CPE) sa zaokrugljavanjem i skupljanjem celija,
odvajanjem celija od podloge, a u nekim slucajevima i formiranjem viSejedarnih
sincicijuma. Citopatogeni efekat u inokulisanim ¢elijskim linijama je utvrden posle prve
pasaze ukupno 27 uzoraka ispitivanog materijala (34,18%), druge pasaze 44 inokulisana
uzorka (55,7%) i tre¢e pasaze ukupno 8 inokulisanih uzoraka (10,13%).

Konjski herpesvirus 1 je izolovan iz ukupno 72 uzorka, pri ¢emu je njegova
identifikacija izvrSena primenom VN testa 1 metode direktne imunofluorescencije,
medutim kako se u obe procedure upotrebljava poliklonski imuni serum, rezultati su
potvrdeni primenom lan¢ane reakcije polimeraze. Celijska linija RK-13 se moZe
koristiti za izolaciju konjskog herpesvirusa 1, §to je i potvrdeno u mnogim studijama,
pri ¢emu je Cesto upotrebljavana kao metoda eliminacije prisustva EHV-4 u ispitivanom
uzorku, s obzirom da pomenuti virus, iako srodan sa EHV-1, ispoljava veci afinitet
prema celijskim linijama konjskog porekla (Ballagi-Pordany i sar., 1990; Welch i sar.,
1992; Edington i sar., 1994; Heldens i sar., 2001; Gryspeerdt i sar., 2011; OIE, 2008).
Kod preostalih 7 izolata je primenom metode lan¢ane reakcije polimeraze potvrdeno
prisustvo nukleinske kiseline konjskog herpesvirusa 5. lzolati EHV-5 poreklom iz
organa (dva izolata iz limfnih ¢vorova i dva izolata iz slezine konja) doveli su do pojave
CPE na ¢elijskoj liniji RK-13 u 3. pasazi suspektnog materijala. Citopatogeni efekat
preostala tri izolata EHV-5 iz nosnih briseva konja detektovan prilikom druge pasaze

kroz navedenu ¢elijsku liniju. Dunowska i sar. (1999) su ispitivali uzorke nosnih briseva
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i leukocita konja na prisustvo konjskih herpesvirusa primenom ¢elijskih linija RK-13,
Vero i EFK (eng. equine fetal kidney; fetalni bubreg konja). Posle tri sedmodnevne
pasaze suspektnog materijala, autori su zabelezili pojavu karakteristicnog CPE, pri
¢emu je primenom metode lan¢ane reakcije polimeraze izvrsena identifikacija konjskog
herpesvirusa 5. U navedenom ispitivanju je najveéi broj sojeva pomenutog virusa
izolovan na RK-13 ¢elijskoj liniji. Konjski herpesvirusi 2 i 5 u velikom broju slucajeva
veoma sporo dovode do pojave citopatogenog efekta u inokulisanim ¢elijskim linijama,
pri ¢emu njihova izolacija nije uvek uspe$na (Reubel i sar., 1995; Dunowska i sar.,
2002; Wang i sar., 2007; Williams i sar., 2007; Diallo i sar., 2008). U ispitivanju Diallo
1 sar. (2008) konjski herpesvirus 5 je izolovan iz uzoraka nosnih briseva zdrebadi posle
4 sukcesivne pasaze u ¢elijskim linijjama RK-13 i ED.

Prilikom identifikacije izolata herpesvirusa primenom lancane reakcije
polimeraze u ovoj doktorskoj disertaciji ni u jednom uzorku nisu detektovane
nukleinske kiseline EHV-2 i EHV-4. Nasuprot tome, primenom metode Nested
multiplex PCR u direktnom dokazivanju prisustva virusnih nukleinskih kiselina u
ispitivanim uzorcima, EHV-2 je identifikovan u 4, a EHV-4 u 11 uzoraka i to u okviru
mesovitih infekcija sa EHV-1 i/ili EHV-5. Veliki broj literaturnih podataka pokazuje da
¢elijska linjja RK-13 nije pogodna za izolaciju konjskog herpesvirusa 4, Sto je
potvrdeno i u ovoj doktorskoj disertaciji. U studiji Diallo i sar. (2008) detektovana je
infekcija konjskim herpesvirusom 4 kod Zdrebadi sa simptomima respiratornog
oboljenja primenom metode real-time PCR, pri ¢emu je izolacija navedenog virusa
pokusana u celijskim linijjama Vero, BHK-21, i ED. Pojava karakteristicnog
citopatogenog efekta EHV-4 zabelezena je samo u ¢elijama konjskog porekla. Ploszay i
sar. (2013) opisuju prvu uspesnu izolaciju EHV-4 u Poljskoj primenom ¢elijske linije
Vero, medutim zabeleZzena je znacCajno manja osetljivost navedene standardne
virusoloske metode u poredenju sa primenjenim molekularnim metodama PCR 1 real-
time PCR. Navedeni autori, sli¢no Heldens i sar. (2001), razmatraju da bi se osetljivost
metode izolacije EHV-4 povecala primenom celijskih linija poreklom od konja. Pored
toga, joS jedan od vaznih faktora vezanih za uspesnu detekciju i izolaciju konjskog
herpesvirusa 4 predstavlja sakupljanje uzoraka, odnosno duzina trajanja njihovog
transporta (Diallo i sar., 2008; Ploszay i sar., 2013), §to je u nekim slu¢ajevima u ovoj

studiji moglo da uti¢e na dobijanje adekvatnih rezultata, narocito prilikom uzorkovanja
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vrsenog U toplijem periodu godine. Neuspesna izolacija konjskog herpesvirusa 2 moze
se objasniti malom prevalencijom navedenog virusa u populaciji starijih konja od kojih
je poticao veci broj uzoraka u ovoj doktorskoj disertaciji (Dunowska i sar., 2002;
Nordegrahn i sar., 2002; Bell i sar., 2006; Hue i sar., 2014). Pored toga, postoji velika
verovatnoca da je EHV-2 u ispitivanim uzorcima bio prisutan u latentnoj formi. Metoda
reaktivacije latentno prisutnih konjskih herpesvirusa, a naro¢ito EHV-2, obuhvata
kokultivaciju ispitivanih uzoraka sa osetljivom ¢elijskom linijom, npr. RK-13 ili EEK
(Slater i sar., 1994; Reubel i sar., 1995; Franchini i sar., 1997; Bell i sar., 2006). U
ispitivanjima u okviru ove doktorske disertacije nije vrSena metoda kokultivacije
suspektnog materijala sa RK-13 celijskom linijom, veé¢ su Svi ispitivani uzorci
inokulisani u navedenu ¢elijsku liniju prethodno pripremani filtracijom dobijenih
supernatanata dobijenih posle njihove obrade. Konjski herpesvirus 2 je u naSim
ispitivanjima detektovan isklju¢ivo primenom metode PCR i to u ki¢menoj mozdini,
produzenoj mozdini, slezini i submandibularnim limfnim ¢vorovima jednog zdrebeta. U
pomenutim uzorcima je detektovana mesovita infekcija sa EHV-2 i EHV-1 i/ili EHV-5,
pri ¢emu je EHV-1 izolovan iz 3 od 4 pomenuta uzorka $to se moZe objasniti i
prisustvom vecih koli¢ina ovog virusa u ispitivanim uzorcima koji je svojim
umnozavanjem sprecio replikaciju EHV-2. S druge strane, u studiji Edington i sar.
(1994) je primenom metode kokultivacije iz iste vrste uzoraka u najve¢em broju
slucajeva izolovan EHV-2 bez obzira na prisustvo meSovite infekcije sa EHV-1 i/ili
EHV-4 koji su iz istih uzoraka uspesno izolovani tek ponovljenim postupkom izolacije
iz istih uzoraka. Banbura i sar. (2006) su ispitivali uzorke krvi poreklom od klini¢ki
zdravih kobila na prisustvo EHV-1 i EHV-2 primenom metode nested PCR, izolacije
virusa na kulturi ¢elija i metodom kokutivacije. Za razliku od nasih rezultata, iz uzoraka
koji su bili pozitivni na prisustvo oba virusa primenom navedene molekularne metode
uspesno je izolovan samo EHV-2. S obzirom da EHV-1 nije izolovan ni iz jednog
uzorka, autori su ukazali da EHV-2 najverovatnije nema znacajnu ulogu u njegovoj
reaktivaciji u in vitro uslovima, kao ni u patogenezi oboljenja koja izaziva.

Svi uzorci nosnih briseva i organa konja u ovim ispitivanjima su pored metode
izolacije virusa na kulturi ¢elija ispitivani 1 primenom metode Nested multiplex PCR.
¢ijom primenom je zabelezen veliki broj meSovitih infekcija sa dva ili vise konjskih

herpesvirusa. U poredenju sa izolacijom virusa na kulturi ¢elija koja je bila uspesna kod
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ukupno 79 uzoraka (37,26%), primenom Nested multiplex PCR identifikovano je
ukupno 162 pozitivna uzorka (76,42%). Lancana reakcija polimeraze predstavlja
pouzdanu metodu za laboratorijsku dijagnostiku virusnih infekcija, pri ¢emu je njena
primenljivost potvrdena u velikom broju istrazivanja vezanih za herpesvirusne infekcije
konja (Nordegrahn i sar., 2002; Wang i sar., 2007; Torfason i sar., 2008; Ataseven i sar.,
2009; Ataseven i sar., 2013). Klasi¢ne virusoloske metode su manje ekonomicne i
njihovo izvodenje Cesto zahteva dugacak vremenski period, $to nije primenljivo u
klinickoj praksi kada je potrebno brzo dobijanje rezultata ispitivanja. Pored toga, virusi
kao $§to su EHV-2 i EHV-5 veoma sporo dovode do pojave citopatogenog efekta na
¢elijskoj kulturi, dodatno produzavajué¢i vreme za dobijanje konacne dijagnoze
(Dunowska i sar., 2002; Williams i sar., 2007; Diallo i sar., 2008). Metoda Nested
multiplex PCR je osetljiv i specifican test za simultanu identifikaciju veéeg broja
razli¢itih konjskih herpesvirusa u ispitivanim uzorcima, ¢ime se dodatno ubrzava
dijagnostika pomenutih infekcija konja (Diallo i sar. 2007; Wang i sar. 2007; Ataseven i
sar. 2009; Negussie i sar. 2017). Mogucnost primene navedene metode za detekciju i
diferencijaciju EHV-1 i EHV-4 medu prvima opisuju Kirisawa i sar. (1993) koji pri tom
utvrduju potpuno slaganje izmedu rezultata izolacije virusa na kulturi Celija 1 Nested
multiplex PCR. Protokol prema Wang i sar. (2007) koji je koris¢en 1 u ovoj studiji,
uspostavljen je u cilju simultane identifikacije konjskih herpesvirusa 1, 4, 2 i 5 u
klini¢kim uzorcima poreklom od konja. U studiji navedenih autora, sli¢no kao i u nasem
ispitivanju, Nested multiplex PCR je koriS¢en za analizu uzoraka nosnih briseva konja
sa 1 bez klinicki manifestnih simptoma respiratornog oboljenja. U ovoj doktorskoj
disertaciji potvrdena je osetljivost i specifinost pomenute multiplex PCR tehnike i
sli¢no rezultatima Wang i sar. (2007) pokazala se osetljivijom od izolacije virusa u
kulturi ¢elija. U studiji Ataseven i sar. (2009) dokazana je primenljivost pomenute
metode u cilju detekcije meSanih respiratornih infekcija konja izazvanih EHV-1 i EHV-
4. Autori su takode dokazali vecu osetljivost Nested multiplex PCR u detekciji
pomenutih virusa kod konja sa respiratornim simptomima u odnosu na primenjene
standardne virusoloske metode. Pored toga, rezultati naseg ispitivanja se podudaraju sa
zakljuCkom Ataseven 1 sar. (2013) koji su potvrdili osetljivost 1 specificnost Nested
multiplex PCR u detekciji i diferencijaciji EHV-1 i EHV-5 iz uzoraka nosnih briseva i

leukocita konja. Potrebno je napomenuti da je u ovoj studiji, uprkos tome $to je
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primenom metode Nested multiplex PCR detektovan veéi broj pozitivnih uzoraka nego
primenom klasi¢nih virusoloskih metoda, iz ukupno 8 uzoraka organa koji su bili
negativni na prisustvo nukleinskih kiselina ispitivanih virusa uspesno izolovan EHV-1.
Navedeni rezultat se moZe objasniti moguc¢nos$cu postojanja PCR inhibitora u reakciji, a
pored toga je poznato da prilikom ekstrakcije nukleinskih kiselina iz uzoraka bioloskog
porekla moze do¢i do gubitka ciljne DNK. U oba pomenuta slucaja dolazi do lazno
negativnih rezultata reakcije. S ozirom na navedene moguénosti, u multiplex PCR
protokolima se mogu koristiti interne kontrole, $to nije izvedeno u ovom ispitivanju
(Markoulatos i sar. 2000).

Primenom Nested multiplex PCR je uspesno detektovan veliki broj meSovitih
infekcija iz razlicitih vrsta uzoraka. U uzorcima organa konja zabelezene su infekcije sa
dva ili vise konjskih herpesvirusa, pri ¢emu su EHV-1 i EHV-4 bili simultano prisutni u
sva Cetiri ispitivana tkiva. MeSovite infekcije konjskim herpesvirusima 1 i 2 su
pronadene u po jednom uzorku ki¢mene, odnosno produzene mozdine jednog zdrebeta,
dok su dva navedena virusa zajedno sa EHV-5 detektovana u uzorcima limfnih ¢vorova
i slezine iste zivotinje. Pored toga, EHV-5 je bio prisutan u okviru meSovite infekcije sa
EHV-1 u ukupno 5 uzoraka slezine i limfnih ¢vorova. MeSovite infekcije razli¢itim
herpesvirusima su bile prisutne 1 u uzorcima nosnih briseva, pri ¢emu su simultano
detektovani EHV-1 i EHV-4 odnosno EHV-1 i EHV-5. Reubel i sar. (1995) potvrduju
da je multiplex PCR brza i pouzdana metoda za detekciju meSovitih infekcija sa
gamaherpesvirusima konja, a slicno navedenim autorima, u novijoj studiji Negussie i
sar. (2017) detektuju veliki broj meSovitih infekcija konjskim herpesvirusima 2 i 5 u
nosnim brisevima u punoj krvi konja primenom Nested multiplex PCR.

U ispitivanim organima konja prisustvo EHV-1 je primenom Nested multiplex
PCR detektovano u ukupno 86 uzoraka, pri ¢emu je nukleinska kiselina pomenutog
virusa bila u najzastupljenija u limfnim ¢vorovima (26,74%), dok je u ostalim tkivima
bila ujednaceno zastupljena (po 24,42%). S druge strane, najveci broj izolata navedenog
virusa bio je poreklom iz uzoraka ki¢mene mozdine, a zatim iz slezine i
submandibularnih limfnih ¢vorova. Slater i sar. (1994) su pomocu metode lancane
reakcije polimeraze identifikovali prisustvo EHV-1 u limfoidnim tkivima, leukocitima
iz pune krvi, kao i u uzorcima trigeminalnih ganglija konja. Primenom metode PCR,

nukleinska kiselina EHV-1 je otkrivena u svim ispitivanim uzorcima (limfoidno tkivo,
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leukociti, trigeminalne ganglije), medutim metodom kokultivacije sa RK-13 ¢elijskom
linjjom, do umnozavanja virusa doslo je samo u uzorcima trigeminalnih ganglija.
Navedeni istrazivaci izvode zakljucak je limfoidno tkivo od manjeg znacaja od
trigeminalnih ganglija kada je u pitanju reaktivacija EHV-1. Edington i sar. (1994) su
ispitivali prevalenciju latentnih infekcija konjskim herpesvirusima u razlic¢itim tkivima
poreklom od konja i u navedenom istrazivanju, za razliku od nasih rezultata, EHV-1
nije izolovan ni iz jednog uzorka nervnog tkiva. Prilikom prisustva EHV-1 u uzorcima
submandibularnih limfnih ¢vorova i trigeminalnih ganglija ukupno 153 konja primenom
PCR, Pusterla i sar. (2010) su zabelezili znac¢ajno vecu prevalenciju pomenutog virusa u
nervnom (12,4%) nego u limfoidnom tkivu (3,3%). U nasem ispitivanju konjski
herpesvirus 4 bio je prisutan u uzorcima limfoidnog i nervnog tkiva u 3,49% i 2,33%
pozitivnih uzoraka detektovanih primenom metode Nested multiplex PCR. Welch i sar.
(1992) su ispitivanjem razli¢itih tkiva konja primenom metode lancane reakcije
polimeraze takode detektovali meSovite infekcije sa EHV-1 i EHV-4 iskljucivo u
limfoidnom tkivu (razli¢itim limfnim ¢vorovima i slezini), navodeci pri tom vecu
efikasnost PCR u detekciji navedenog virusa. Neurotropizam konjskog herpesvirusa 4
dokazan je i u istrazivanju Borchers i sar. (1997) koji su primenom direktne in situ PCR
metode dokazali prisustvo nukleinske kiseline EHV-4 u uzorcima trigeminalnih ganglija
konja. U studiji Edington i sar. (1994) konjski herpesvirus 2 je izolovan iz vise od 75%
ispitanih uzoraka limfnih ¢vorova od ukupno 40 konja. Rizvi i sar. (1997) su ispitivali
distribuciju EHV-2 u nervnom i limfoidnom tkivu 12 konja primenom metode PCR.
Nukleinska kiselina EHV-2 je utvrdena u limfnim ¢vorovima vecine konja pri ¢emu je
identifikovana i u centralnom nervnom sistemu, kao i u trigeminalnim ganglijama kod
50% zivotinja ukazujuci na znacaj pomenutih tkiva u ostvarivanju latentne infekcije
ovog virusa. U nasem ispitivanju prisustvo EHV-5 je primenom Nested multiplex PCR
potvrdeno u samo U uzorcima submandibularnih ¢vorova i slezine i to u 15,91% od
ukupnog broja pozitivnih uzoraka limfoidnog tkiva. Nukleinska kiselina EHV-2 je
detektovana u svim uzorcima nervnog i limfoidnog tkiva poreklom od jedne Zivotinje.
Torfason i sar. (2008) su ispitivali 52 uzorka razlicitih organa konja primenom semi-
nested PCR metode za detekciju i diferencijaciju konjskih herpesvirusa 2 i 5,
ukljucujuéi i uzorke slezine i limfnih ¢vorova. Za razliku od navedenih rezultata

dobijenih u okviru ove disertacije, ispitivanja drugih autora su pokazala da je u

140



organima klinicki zdrave Zdrebadi i odraslih konja konjski herpesvirus 2 bio vise
zastupljen od EHV-5 $to moze da zavisi i od uzrasta ispitivanih zivotinja s obzirom na
vecéu prevalenciju EHV-2 kod mladih kategorija konja (Hue i sar., 2014).

Ispitivanjem uzoraka nosnih briseva konja primenom metoda izolacije virusa na
kulturi ¢elija i Nested multiplex PCR detektovano je ukupno 28, odnosno 76 pozitivnih
uzoraka. lzolacija herpesvirusa iz uzoraka nosnih briseva konja u velikom broju
slu¢ajeva nije uspes$na s obzirom na osetljivost virusa, prisustvo virus neutralizuju¢ih
antitela u nosnom sekretu, momenat uzorkovanja, kao i koli¢inu vijabilnih viriona
neophodnih za formiranje vidljivog CPE na ¢celijskoj kulturi. Lancana reakcija
polimeraze iz navedenog razloga u nekim situacijama predstavlja metodu izbora jer
moze biti podjednako, a Cesto i vise osetljiva od standardnih metoda detekcije virusa
(van Maanen, 2002; Hussey i sar., 2006; Wang i sar., 2007; Perkins i sar., 2009).
Odsustvo klinickih simptoma kod vedine zivotinja iz €ijih nosnih briseva je uspesno
izolovan EHV-1 ili EHV-5 u ovoj studiji se moZe objasniti na viSe nacina. Konjski
herpesvirusi su prisutni u nosnom sekretu zivotinja ¢esto i vise od od 4 nedelje posle
infekcije pri ¢emu u tom periodu klini¢ki simptomi respiratornog oboljenja ne moraju
biti prisutni. Pored toga, navedeni konji mogu predstavljati latentno inficirane jedinke
kod kojih je doslo do reaktivacije virusa bez klini¢ki manifestnih simptoma (Burrows i
Goodridge, 1984; Gilkerson i sar., 1999a; Foote i sar., 2004; Patel i Heldens 2005;
Pusterla i sar., 2005; Pusterla i sar., 2010; Slater i sar., 2014). U nosnim brisevima
poreklom od konja iz individualnih gazdinstava sa teritorije Republike Srbije primenom
Nested multiplex PCR identifikovano je prisustvo EHV-1 i EHV-4 u ukupno 24 uzorka,
pri ¢emu je EHV-4 detektovan u okviru mesovite infekcije u nosnom brisu poreklom od
jednog konja. Sve pomenute zivotinje su drzane zajedno u manjim grupama, pri ¢emu
su preostali ispitivani uzorci koji su bili negativni poticali od konja koji su drzani
pojedina¢no u individualnim gazdinstvima ili su bili slobodni na ispa$i. Rezultati
dobijeni u okviru ove doktorske disertacije su u potpunosti bili u skladu sa poznatim
¢injenicama vezanim za epizootioloske karakteristike herpesvirusnih infekcija konja.
Konjski herpesvirusi 1 i 4 se u populaciji konja brzo Sire direktnim i indirektnim
kontaktom pri ¢emu uloga aerosola u prenoSenju ovih infekcija zavisi od koli¢ine
oslobodenog infektivnog virusa, klimatskih uslova, provetrenosti prostorija u kojima se

konji nalaze kao i udaljenosti medu Zivotinjama. Sirenje ovih infekcija indirektnim
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putem ima najveéi znacaj kod konja koji se drze u malom ili zatvorenom prostoru
(Friday i sar., 2000; Van Maanen, 2002; O’Callaghan i Osterrieder, 2008; Slater, 2014).
Sli¢ni rezulati su dobijeni i ispitivanjem uzoraka nosnih briseva konja poreklom iz
Republike Srpske. U grupi od 20 bosanskih brdskih konja sa jednog individualnog
gazdinstva detektovana je nukleinska kiselina EHV-5 u nosnim brisevima 6 zivotinja
starosti od 2 do 5 godina, dok je kod preostalih 14 nosnih briseva konja starosti od 2
meseca do 14 godina utvdeno prisustvo EHV-1. Od ukupno 42 uzorka nosnih briseva
lipicanera sa ergele “Vucijak* ispitivanih metodom Nested multiplex PCR, 32 uzorka su
bila pozitivha na prisustvo nukleinskih kiselina EHV-1 i/iliEHV-5. U prvoj grupi od
ukupno 16 konja drzanih u jednoj $tali, EHV-1 je identifikovan u nosnim brisevima 15
klinicki zdravih kobila, dok je prisustvo EHV-5 utvrdeno u nosnom brisu jedne omice
sa klinickim simptomima respiratornog oboljenja. U nosnim brisevima druge grupe od
ukupno 16 kobila drzanih zajedno EHV-1 je detektovan u 14, a EHV-5 u 9 uzoraka
konja starosti od 6 do 8 godina. Mesovita infekcija sa dva pomenuta virusa bila prisutna
u nosnim brisevima 7 konja. Treéu grupu konja ¢inili su pastuvi drzani odvojeno od
pomenutih kobila starosti od 8 do 17 godina u ¢ijim uzorcima nosnih briseva nije
detektovano prisustvo nijednog od ispitivanih herpesvirusa konja. Navedeni rezultati se
slazu sa rezultatima drugih autora koji tvrde da upravo populacija kobila i zdrebadi
predstavlja rezervoar EHV-1 u velikim grupama konja (Gilkerson i sar., 1999a; Foote i
sar., 2004).

Uzimajuci u obzir starost svih konja u ovom ispitivanju (8 meseci do 27 godina),
prisustvo konjskih gamaherpesvirusa je utvrdeno kod mladih kategorija konja, pri ¢emu
je EHV-2 identifikovan u uzorcima poreklom od jednog Zdrebeta starog 8 meseci, dok
je EHV-5 detektovan iz uzoraka organa i nosnih briseva konja starosti od 8 meseci do 8
godina. Veliki broj ispitivanja drugih autora pokazuje sli¢ne rezultate dovodeci u vezu
uzrast konja sa infekcijama pomenutim virusima. Nordengrahn i sar. (2002) su dokazali
visoku prevalenciju EHV-2 i EHV-5 u populacijama konja u Svedskoj, Madarskoj i
Velikoj Britaniji primenom PCR sa prajmerima za deo gena koji kodira sintezu
glikoproteina H (gH) EHV-2, odnosno EHV-5. Konjski herpesvirus 2 je identifikovan
kod 93% uzorka nosnih briseva ispitivanih konja, dok je ustanovljena prevalencija
EHV-5 bila znacajno niza i kretala se od 15 do 24%. Pored toga, utvrdeno je da do

infekcije konjskim herpesvirusom 2 dolazi u uzrastu izmedu 6 i 8 nedelja, dok je
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prisustvo EHV-5 detektovano nesto kasnije, kod zdrebadi uzrasta od 4 do 6 meseci.
Slicno, Dunowska 1 sar. (2002) zakljucuju da do infekcije konjskim
gamaherpesvirusima dolazi u prvih nekoliko meseci zivota konja. Konjski herpesvirus 5
je identifikovan u uzrocima leukocita i nosnih briseva 78% zdrebadi 1 47% odraslih
konja u ispitivanju Wang i sar. (2007), dok je EHV-2 detektovan u kod 30% zdrebadi
od kojih su kod vecine bili ispoljeni simptomi respiratornog oboljenja. Marenzoni i sar.
(2010) potvrduju rezultate ispitivanja starosne prevalencije infekcija konjskim
herpesvirusom 5 dobijene u drugim studijama. Zastupljenost EHV-5 u nosnim
brisevima i leukocitima mladih konja u ispitivanju pomenutih autora iznosila je 73,3%,
odnosno 80%, dok je kod starijih kategorija Zivotinja navedeni virus detektovan u 20%
uzoraka krvi i 40% nosnih briseva. Bell i sar. (2006) su u svojim istrazivanjima
ustanovili da je pored dokazane visoke prevalencije prisustva EHV-2 i EHV-5 u
ispitivanoj populaciji konja, nalaz EHV-2 u uzorcima nosnih briseva bio ¢es¢i kod
mladih Zivotinja, dok se infekcija konjskim herpesvirusom 5 uglavnom pojavljivala
nekoliko meseci kasnije u periodu kada zdrebad ¢eS¢e dolaze u kontakt sa drugim
konjima. Sli¢no, Negussie i sar. (2017) su ustanovili visoku prevalenciju infekcije
konjskim herpesvirusom 5 kod konja mladih od 3 godine. Hue i sar. (2014) takode
dovode u vezu uzrast konja sa detekcijom pomenutih virusa. Prisustvo EHV-2 je bilo
¢esc¢e kod najmladih kategorija konja, pri ¢emu su i prevalencija infekcije i koli¢ina
detektovanog virusa opadali sa staroS¢u Zivotinja. Autori su pokazali da prevalencija
EHV-5 u populaciji raste u prvih nekoliko meseci Zivota, pri c¢emu prilikom poredenja
starijih i mladih kategorija konja nema razlika u koli¢inama izlu¢enog virusa. Laabassi i
sar. (2017) ispituju prisustvo konjskih herpesvirusa u ukupno 100 nosnih briseva konja
uzrasta od 1 do 27 godina primenom metode real-time PCR pri ¢emu su ustanovili da je
97,3% konja starosti do 3 godine inficirano konjskim herpesvirusom 5 i da prevalencija
navedene infekcije kao i koli¢ina izlu¢enog virusa opadaju sa staro$¢u Zivotinja.

Nalaz konjskog herpesvirusa 2 u uzorcima poreklom od samo jednog konja od
ukupno 212 ispitanih uzoraka primenom metode Nested multiplex PCR se pored veceg
broja starijih konja u naSoj studiji moZe objasniti iz jo§ jedne perspektive. U velikom
broju studija ustanovljena je znacajna genetska heterogenost medu razli¢itim sojevima
EHV-2 i to upravo u predelu gena koji kodira sintezu glikoproteina B ¢iji segment je

predstavljao ciljni region amplifikovan primenom metode Nested multiplex PCR u
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ovom ispitivanju (Bell i sar., 2006;. Ataseven i sar., 2010; Brault i sar., 2011; Bilge
Dagalp i sar., 2018). Ruszczyk i sar. (2004) su prilikom ispitivanja prevalencije
infekcija konjskim herpesvirusom 2 u uzorcima leukocita poreklom od ukupno 139
konja pored izolacije virusa na kulturi tkiva koristili dve kombinacije prajmera s
obzirom na veliku genetsku heterogenost sojeva EHV-2, pri ¢emu je primenom
prajmera za gB gen uspesno identifikovano svega 8 izolata za razliku od rezultata PCR
sa prajmerima za IL-10 homolog kada je potvrden identitet 34 izolata EHV-2. Iz
navedenog razloga Thorsteinsdottir i sar. (2013) analiziraju sekvence gena koji kodiraju
sintezu gB, gH, DNK polimeraze i DNK terminaze terenskih sojeva EHV-2 sa Islanda.
Rezultati njihovog istrazivanja pokazuju znacajnu varijabilnost u okviru gB i gH gena
(73-99% sli¢nosti), za razliku od gena DNK terminaze i DNK polimeraze (98-100%
sli¢nosti). Pretpostavlja se da razlike u sekvencama gB gena razllicitih sojeva
gamaherpesvirusa konja najverovatnije odrazavaju razlike u imunoloskom odgovoru na
navedene patogene kod pojedina¢nih Zivotinja tako da se prisustvo mutacija u gB genu
moze smatrati mehanizmom adaptacije virusa iz podfamilije Gammaherpesvirinae
(Dunowska i sar., 2000).

S obzirom da nukleotidna sekvenca gena koji kodira sintezu glikoproteina B
(gB) predstavlja visokokonzerviran region u genomima konjskih herpesvirusa 1 i 4,
velike sli¢nosti sojeva i izolata ispitivanih u ovoj studiji u poredenju sa sojevima EHV-
1, odnosno EHV-4 iz celog sveta su o¢ekivan rezultat. Medutim, analizom dobijenih
filogenetskih stabala ustanovljeno je grupisanje sojeva EHV-1 i EHV-4 poreklom sa
ovih prostora sa turskim sojevima pomenutih virusa. Turan i sar. (2012) su na osnovu
filogenetske analize turskih sojeva EHV-1 i EHV-4 utvrdili da su isti grupisani zajedno,
izuzev jednog soja EHV-1 koji je izdvojen i grupisao se sa evropskim sekvencama
pomenutog virusa. Ataseven i sar. (2016) su prilikom ispitivanja slicnosti delova gB
gena turskih izolata EHV-1 pokazali da u Turskoj genetski identi¢ni sojevi EHV-1
cirkuliS$u na terenu, medutim za razliku od rezultata Turan i sar. (2012), svi su bili
srodni sa sekvencama sojeva poreklom iz Evrope. Analizom filogenetskog stabla
sastavljenog poredenjem sekvenci delova gB gena domacih sojeva i izolata konjskog
herpesvirusa 1 sa sekvencama navedenog gena EHV-1 iz medunarodne banke gena
utvrdeno je njihovo grupisanje sa sojevima poreklom iz Turske, Velike Britanije, SAD i

Japana. Bilge Dagalp i sar. (2018) su ustanovili da su sekvence gB gena svih ispitivanih
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turskih sojeva EHV-4 veoma sli¢ne i formiraju zasebnu grupu na filogenetskom stablu
zajedno sa sekvencama EHV-4 prijavljenim u studiji Turan i sar. (2012), pri ¢emu se
jedan soj EHV-4 izdvajao i grupisao sa sojevima iz Evrope i Japana. Nukleotidna
homologija sekvence dela gB gena domaceg soja 1LN EHV-4 sa sojevima navedenog
virusa iz medunarodne banke gena iznosila je 99%, medutim rezultati filogenetske
analize su pokazali njegovo grupisanje sa turskim sojevima navedenog virusa, a
odvojeno od sojeva iz Irske i Japana, kao $to je opisano i u studiji Bilge Dagalp i sar.
(2018). Sli¢nost sojeva konjskih herpesvirusa poreklom sa ovih prostora sa turskim
sojevima navedenih virusa se moze objasniti aktivnim transportom Zzivotinja koji se
izmedu Evrope i Azije odigrava preko podrucja Balkana.

Nukleotidna homologija sekvence dela gB gena domaceg soja 3S konjskog
herpesvirusa 2 sa sojevima navedenog virusa iz medunarodne banke gena iznosila je od
80 do 99%. Ispitivani soj bio je 97-99% homologan sa sojevima poreklom iz Turske,
odnosno 94-98% sa evropskim sojevima EHV-2 iz Nemacke i Velike Britanije, a jos$
nizi stepen homologije utvrden je poredenjem sa madarskim sojem Hun-1 (92%),
odnosno sojem sa Islanda (80%). Analizom dobijenog filogenetskog stabla zapaza se
grupisanje sa sojevima EHV-2 iz Turske i Velike Britanije, dok su sojevi iz drugih
evropskih zemalja (Madarska, Nemacka, Svedska) odvojeni. Filogenetsaka analiza
izvrSena u radu Ataseven i sar. (2010) pokazuje da nijedan turski soj EHV-2 nije 100%
identi¢an u poredenju sa evropskim izolatima ovog virusa $to su potvrdili i rezultati
dobijeni u okviru ove doktorske disertacije. Filogenetska analiza gamaherpesvirusa
sprovedena od strane Bilge Dagalp i sar. (2018) pokazala je visok stepen genetske
heterogenosti njihovih gB sekvenci, nasuprot prethodno pomenutim sojevima EHV-4.
Parcijalne sekvence gB gena turskih sojeva konjskog herpesvirusa 2 su bile 85,7-99,7%
1 92,4-99,7% sli¢ne izolatima navedenog virusa iz studije Ataseven i sar. (2010). Pored
toga, ispitivani turski sojevi navedenog virusa su posedovali visok stepen sli¢nosti sa
evropskim  sojevima EHV-2. Filogenetska analiza identifikovanih  sojeva
gamaherpesvirusa detektovanin kod konja u Etiopiji pokazala je njihovu veliku
genetsku heterogenost, pri ¢emu su se medusobne sli¢nosti sojeva EHV-2 i EHV-5
kretale od 94 do 99,4%, odnosno od 95,1 do 100%. Sli¢nost pomenutih sojeva EHV-2 i
EHV-5 sa izolatima iz drugih zemalja iznosila je od 92,9 do 99,5% (Negussie i sar.,

2017). Nukleotidna homologija sekvenci gB gena sojeva i izolata EHV-5 utvrdena u
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nasim ispitivanjima kao i homologija sa sojevima navedenog virusa iz medunarodne
banke gena iznosila je od 98 do 100%. Filogenetska analiza delova sekvenci gB gena
izolata i sojeva EHV-5 sa ovih prostora pokazala je znacajne sli¢nosti i grupisanje sa
izolatima navedenog virusa poreklom iz Turske i SAD. Turski izolati konjskog
herpesvirusa 5 analizirani u studiji Ataseven i sar. (2010) su se izdvajali od evropskih
sojeva na zasebnu granu filogenetskog stabla, a poredenjem njihovih nukleotidnih
sekvenci odredena je njihova medusobna sli¢nost od 77,3-90,2%, ukazujuci na veliku
genetsku heterogenost sekvenci gB gena pomenutih sojeva. Analiza sekvenci turskih
sojeva EHV-5 u radu Bilge Dagalp i sar. (2018) pokazala je iste poseduju visok stepen
medusobne sli¢nosti od 98,8 do 99,7%, sli¢no rezultatima u nasem ispitivanju.
Analizom nukleotidnih sekvenci gB gena EHV-2 i EHV-5 u studiji Bell i sar. (2006)
pokazana je veca genetska heterogenost sojeva konjskog herpesvirusa 2 u odnosu na
EHV-5 (95,5-99,3% nasuprot 98,8-99,3% homologije). Genetska heterogenost sojeva
EHV-5 opisana u ovom ispitivanju se slaze sa rezultatima drugih autora, pri ¢emu se
moze zakljuciti da su varijacije u genomu EHV-5 uglavnom manje ucestala pojava nego
u slu¢aju EHV-2 (Dunowska i sar., 2000; Brault i sar., 2011).

Dobijene sekvence dela gena ORF30 analiziranih 11 od ukupno 12 ispitanih
sojeva i izolata (91,67%) u ovoj doktorskoj disertaciji su posedovale neurovirulentni
genetski marker (Gazs4). Podaci retrospektivnog ispitivanja Smith i sar. (2010) pokazuju
da su neurovirulentni sojevi EHV-1 prisutni na terenu jo$ od pedesetih godina proslog
veka, pri ¢emu je njihov proj rastao od zabelezenih 3,3% Sezdesetih godina, do ¢ak
19,4% 2006. godine. Ovakvi rezultati ukazuju da prevalencija mutiranih neuropatogenih
sojeva raste iz godine u godinu ¢ime se povecava rizik od epizootija neuroloskog
oboljenja u populacijama konja. Medu neurovirulentnim sojevima EHV-1
identifikovanim u naSim ispitivanjima bila su i Cetiri arhivirana izolata iz kolekcije
Katedre za mikrobiologiju. Poznato je da su pomenuti virusi izolovani osamdesetih
godina proslog veka iz sluCajeva pobacaja gravidnih kobila, odnosno uginuca
novorodene Zdrebadi sa ergele ,,Ljubi¢evo®. U retrospektivnoj studiji Perkins i sar.
(2009) ispitivana je prevalencija neurovirulentnog genotipa EHV-1 medu ukupno 176
terenskih izolata prikupljenih u laboratoriji Univerziteta Cornell u periodu od 1984. do
2007. godine. Pomenuti autori su zabelezili da je svega 11% izolata pripadalo

neurovirulentnim sojevima, pri ¢emu je vecina izolovana iz slucajeva mijeloencefalitisa,

146



a manji broj izolata je poreklom iz klinickih slucajeva pobacaja i/ili respiratornog
oboljenja. Malik i sar. (2010) su ispitivali 35 terenskih izolata EHV-1 iz perioda od
1977. do 2008. godine poreklom iz slucajeva pobacaja gravidnih kobila u Madarskoj.
Rezultati njihovog istrazivanja pokazuju da 14,3% od ukupnog broja ispitivanih izolata
EHV-1 poseduje Gazs4 genotip. Fritsche i Borchers (2011) su ispitivali rasprostranjenost
neuropatogenih sojeva EHV-1 medu izolatima iz slu¢ajeva pobacaja gravidnih kobila u
Nemackoj, kao 1 medu arhiviranim izolatima prikupljenim u periodu od 1987. do 2009.
godine. Za razliku od rezultata ove doktorske disertacije, svega 10,6% izolata EHV-1 je
posedovalo neurovirulentni genetski marker. Marenzoni i sar. (2013) su ispitivali
etiologiju pobacaja kobila u Italiji u periodu od 2004. do 2011. godine, pri ¢emu su u
50% uzoraka detektovali EHV-1 i dokazali ve¢u prevalenciju neurovirulentnih sojeva u
navedenim slucajevima. Pored toga, Damiani i sar. (2014) su opisali enzootiju abortusa
na ergeli u Nemackoj pri ¢emu je sprovedenim virusoloskim ispitivanjima dokazano da
su izolovani sojevi virusa pripadali neurovirulentnom genotipu EHV-1.

Kod preostalih sojeva EHV-1 ispitivanih u ovoj doktorskoj disertaciji poreklom
iz nervnog tkiva i limfnih ¢vorova 6 konja iz razlicitih krajeva Republike Srbije
identifikovana je G4 mutacija u okviru ORF30 gena. Jedini dostupni podaci o
navedenim Zivotinjama su da su iste bile nevakcinisane i klinicki zdrave. Navedeni
rezultat ukazuje na postojanje latentnih infekcija neurovirulentnim sojevima EHV-1 u
populaciji konja u Srbiji. U istrazivanju Pusterla i sar. (2010) izvrSena je detekcija i
karakterizacija sojeva EHV-1 iz uzoraka submandibularnih limfnih ¢vorova i
trigeminalnih ganglija konja pri ¢emu je u 44% ispitivanih uzoraka tkiva, pretezno
uzoraka trigeminalnih ganglija, detektovano prisustvo DNK kako neurovirulentnih, tako
I Azss Sojeva. Allen i sar. (2008) su prilikom ispitivanja uzoraka submandbularnih
limfnih ¢vorova poreklom od 132 odrasle kobile uginule sa simptomima
mijeloencefaloipatije, prisustvo latentne infekcije Gazss Sojem EHV-1 identifikovali u
18% uzoraka, naglasivs$i pri tom da znacajan broj Zivotinja koje su latentno inficirane
neurovirulentnim sojevima pomenutog virusa moze predstavljati ozbijan epizootioloski
problem. Jedan izolat G4 S0ja EHV-1 je poreklom iz nosnog brisa kobile sa ergele
“Vucijak” gde je detektovana visoka prevalencija infekcija konjskim herpesvirusom 1.
Preostali sojevi i izolati EHV-1 nisu ispitani na prisustvo navedene mutacije u ovoj

studiji. Anamnesti¢ki podaci pokazuju da u ispitivanoj populaciji konja u skorijem
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vremenskom periodu nisu zabelezeni slucajevi pojave neuroloskog oboljenja i/ili
pobacaja. Postoji verovatnoc¢a da je pomenuta populacija konja imunoloski adaptirana
na infekciju konjskim herpesvirusom 1, odnosno da postoji zadovoljavaju¢ nivo
specificnog imuniteta prema pomenutim sojevima virusa koji o¢igledno cirkulisu u ovoj
populaciji. Medutim, rizik moze predstavljati uvodenje novih nevakcinisanih konja ili
mesanje jedinki latentno inficiranih neurovirulentnim sojevima sa imunoloski naivnim
populacijama konja. Najve¢i broj autora se bavio iskljucivo ispitivanjem postojanja
neurovirulentnog markera kod izolata EHV-1 poreklom od konja kod kojih su
prethodno ustanovljeni klinic¢ki simptomi neuroloskih i/ili reproduktivnih poremecaja
(Gryspeerdt 1 sar., 2002; Barbi¢ i sar., 2012; McFadden 1 sar., 2014; Negussie i sar.,
2015; Stasiak i sar., 2017) tako da ne postoji adekvatna osnova za poredenje sa
rezultatima koji se odnose na detekciju ovih sojeva kod konja bez klini¢kih simptoma.
U cilju umnozavanja fragmenta ORF68 gena EHV-1 ¢ija je ocekivana veliina
bila oko 600bp primenom lan¢ane reakcije polimeraze prema protokolu i sa
kombinacijama prajmera opisanim od strane Nugent i sar. (2006) ispitano je ukupno 15
ekstrakata DNK odabranih sojeva i izolata EHV-1. Pored ocekivanih fragmenata,
prilikom analize agaroznog gela ustanovljeno je prisustvo vise nespecifi¢nih fragmenata
razli¢itih veli¢ina. Uvidom u literaturu i primenom PCR protokola opisanih u radovima
drugih autora dobijani su uvek isti rezultati. Da bi se izbeglo dobijanje neispravne
sekvence ORF68 gena, fragmenti od oko 600bp su isecani iz agaroznog gela odakle je
posle adekvatne obrade vrseno sekvenciranje u cilju analize redosleda nukleotida u
navedenom polimorfnom genetskom segmentu pri ¢emu su uspes$no dobijene samo 2
sekvence sojeva D1 i D4. Njihovim poredenjem sa predstavnicima 10 geografskih grupa
prema Nugent i sar. (2006) i Malik i sar. (2012) otkriveno je da sekvence delova ORF68
gena izolata D1 i D4 poseduju mutaciju na nivou pojedina¢nih nukleotida koja je
karakteristi¢na za sojeve EHV-1 koji pripadaju Cetvrtoj geografskoj grupi (prisustvo A
umesto G na poziciji 629), odnosno evropskim sojevima EHV-1. U navedenu grupu su
svrstani jo$ i sojevi iz Velike Britanije, Francuske i Nemacke. Ostale dobijene sekvence
ORF68 gena EHV-1 u ovoj disertaciji su posedovale veliki broj mutacija na osnovu ¢ije
analize se nisu mogle svrstati ni u jednu geografsku grupu i zbog preglednijeg prikaza
rezultata nisu dalje posebno analizirane. 1z dobijenih rezultata se moze zakljuciti da

ORF68 ne predstavlja pogodan molekularni marker za analizu sojeva EHV-1 sa ovih
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prostora. Pored toga, prajmeri opisani od strane Nugent i sar. (2006) nisu dovoljno
specificni da bi se pravilno vezali za genetski segment ORF68 gena domacih sojeva
EHV-1 zbog njegovog izrazenog polimorfizma. Prema Nugent i sar. (2006), u grupe 1,
3, 4 1 6 spadaju pretezno evropski sojevi, dok su u grupama 2 i 5 uglavnom izolati iz
SAD. Malik i sar. (2012) su svrstali madarske izolate iz slucajeva pobacaja u periodu od
1977. do 2008. godine u nekoliko geografskih grupa, pri ¢emu su samo 23 od 35
ispitanih izolata pripadala grupama prethodno opisanim od strane Nugent i sar. (2006),
dok su zabelezeni polimorfizmi na nivou pojedinaénih nukleotida u sekvencama
preostalin 12 izolata EHV-1 uslovili stvaranje 4 dodatne geografske grupe. Autori su
koristili nukleotidnu sekvencu referentnog soja Ab4 EHV-1 koji je svrstan u 1. grupu
kao osnovu za pravljenje poredenja na nivou pojedina¢nih nukleotida. Dobijeni podaci
pokazuju da sojevi EHV-1 iz ovog dela Evrope pokazuju poseban polimorfizam, $to bi
uslovilo formiranje velikog broja grupa pri ¢emu postoji rizik da ¢itava podela izgubi
smisao. Madarski sojevi EHV-1 su svrstani u grupe 2, 3 i 4, pri ¢emu je najveci broj
pripadao 2. geografskoj grupi. Navedeni nalaz je u suprotnosti sa podacima Nugent i
sar. (2006) koji su u grupu 2 svrstali severnoamericke izolate pomenutog virusa.
Madarski sojevi konjskog herpesvirusa 1 iz 7. grupe su, prema Malik i sar. (2012),
introdukovani iz Srbije prilikom transporta konja u Nemacku preko Madarske, medutim
u nasem ispitivanju nisu detektovani virusi iz navedene grupe. Anagha i sar. (2016) su
ukupno 9 indijskih izolata EHV-1 i svrstali u geografske grupe 4 i 5, pri ¢emu se jedan
izolat razlikovao na pozicijama Crii C713 ¢ime su i ovi autori formirali dodatnu grupu.
Cuxson i sar. (2014) su analzom sekvenci ORF68 genetskog segmenta 66 australijskih
izolata EHV-1 ustanovili veliku geneticku heterogenost medu pomenutim sojevima i
pored njihove klasifikacije u geografske grupe 2, 3 i 5 kod nekih sojeva je utvrden visok
nivo varijabilnosti u okviru ORF68 sekvenci, ne dovodeé¢i ih pri tom u vezu sa
geografskim poreklom. Slicni su rezultati Stasiak i sar. (2017) koji su vrsili
karakterizaciju 38 izolata EHV-1 poreklom iz slu¢ajeva pobacaja kobila iz perioda od
1999. do 2016. godine.. Vecina ispitivanih sekvenci (81,6%) nije klasifikovana ni u
jednu od grupa prema Nugent i sar. (2006), pri ¢emu su preostale sekvence pripadale 3.,
odnosno 4. grupi. Stasiak i sar. (2017) su na osnovu dobijenih podataka takode
zaklju€ili da ORF68 ne predstavlja pouzdan molekularni marker za izvodenje

epizootioloskih studija infekcija izazvanih konjskim herpesvirusom 1.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobijenih identifikacijom i molekularnom karakterizacijom
sojeva konjskih herpesvirusa 1, 4, 2 i 5 sa teritorija Republike Srbije i Republike
Srpske, kao i arhiviranih sojeva EHV-1 Katedre za mikrobiologiju, izvedeni su sledeéi
zakljucci:

1. Metodom izolacije i identifikacije virusa na kulturi tkiva primenom testa virus
neutralizacije, direktne imunofluorescencije i metode Nested multiplex PCR od ukupno
212 ispitivanih uzoraka organa i nosnih briseva konja prisustvo konjskog herpesvirusa 1
je utvrdeno u 72 uzorka, dok je metodom izolacije virusa na kulturi celija sa
identifikacijom primenom metode Nested multiplex PCR iz prethodno navedenih
uzoraka konjski herpesvirus 5 detektovan u 7 uzoraka, a konjski herpesvirusi 4 i 2 nisu
izolovani ni iz jednog uzorka nosnih briseva i organa konja.

2. Prisustvo nukleinskih kiselina EHV-1, EHV-4, EHV-2 i EHV-5 je utvrdeno u
ukupno 162 ispitana uzorka nosnih briseva i organa konja pri ¢emu je EHV-1
detektovan u 153 uzorka, EHV-4 u 11, EHV-2 u 4, a EHV-5 u 23 uzorka ispitivanog
materijala.

3. Metodom Nested multiplex PCR je ustanovljeno prisustvo meSovitih infekcija
sa dva ili vise konjska herpesvirusa u 16,67% od ukupnog broja pozitivnih uzoraka, pri
¢emu su EHV-2 i EHV-4 identifikovani isklju¢ivo u okviru mesovitih infekcija sa EHV-
1i/ili EHV-5.

4. Metodom direktnog sekvenciranja po Sangeru dobijeno je ukupno 10
sekvenci delova gB gena EHV-1, jedna sekvenca dela gB gena EHV-4, jedna sekvenca
dela gB gena EHV-2 i 7 sekvenci delova gB gena EHV-5, 12 sekvenci dela gena
ORF30 EHV-1i 2 sekvence dela gena ORF68 EHV-L1.

5. Medusobna nukleotidna homologija sekvenci delova gB gena identifikovanih
sojeva EHV-1 kao i homologija njihovih sekvenci sa sekvencama sojeva navedenog
virusa iz medunarodne banke gena iznosila je od 98 do 100%, dok je analizom
filogenetskog stabla sastavljenog poredenjem sekvenci delova gB gena odabranih
sojeva konjskog herpesvirusa 1 poreklom iz Republike Srbije i Republike Srpske sa
sekvencama navednog gena EHV-1 iz medunarodne banke gena ustanovljeno njihovo

grupisanje sa sojevima poreklom iz Turske, Velike Britanije, SAD i Japana.
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6. Nukleotidna homologija sekvence dela gB gena identifikovanog soja EHV-4
sa sojevima navedenog virusa iz medunarodne banke gena iznosila je 99%, a na
filogenetskom stablu sastavljenom na osnovu dela gB gena konjskog herpesvirusa 4, soj
EHV-4 poreklom iz Republike Srbije grupisan je sa turskim sojevima navedenog virusa
I odvojeno od sojeva iz Evrope i Japana.

7. Nukleotidna homologija sekvence dela gB gena identifikovanog soja EHV-2
sa sojevima navedenog virusa iz medunarodne banke gena iznosila je od 80 do 99%,
dok je na filogenetskom stablu formiranom na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci
dela gB gena soja konjskog herpesvirusa 2 poreklom iz Republike Srbije sa sekvencama
sojeva iz medunarodne banke gena utvrdeno njegovo grupisanje sa sojevima EHV-2 iz
Turske 1 Velike Britanije, pri ¢emu su sojevi iz drugih evropskih zemalja (Madarska,
Nemacka, Svedska) bili odvojeni od navedene grupe.

8. Medusobna nukleotidna homologija sekvenci delova gB gena identifikovanih
sojeva EHV-5 kao i njihova sli¢nost sa sojevima navedenog virusa iz medunarodne
banke gena iznosila je od 98 do 100%, a na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci
delova gB gena odabranih sojeva i izolata konjskog herpesvirusa 5 poreklom iz
Republike Srbije i Republike Srpske sa sekvencama sojeva EHV-5 iz medunarodne
banke gena ustanovljeno je njihovo grupisanje sa sojevima poreklom iz Turske i SAD.

9. Sekvence dela gena ORF30 11 analiziranih sojeva EHV-1 (91,67%) su
posedovale neurovirulentni genetski marker (Gazs4) $to je posledica supstitucije adenina
guaninom na poziciji 2254, pri ¢emu su medu identifikovanim neurovirulentnim
sojevima EHV-1 bila i cCetiri arhivirana soja EHV-1 iz kolekcije Katedre za
mikrobiologiju.

10. U sekvencama delova ORF68 gena arhiviranih sojeva EHV-1 Katedre za
mikrobiologiju utvrdene su mutacije na nivou pojedinacnih nukleotida karakteristicne
za sojeve EHV-1 koji pripadaju cCetvrtoj geografskoj grupi, odnosno evropskim
sojevima pomenutog virusa, dok je kod ostalih dobijenih sekvenci ustanovljen veliki
broj mutacija na osnovu ¢ije analize se isti nisu mogli svrstati ni u jednu geografsku
grupu Sto ukazuje da ORF68 ne predstavlja pogodan molekularni marker za

proucavanje sojeva EHV-1 sa ovih prostora.
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Mpwunor 1.

U3jaBa 0 ayTopCcTBY

MoTtnucaHu-a _AHapea Papars

6poj ynuca

M3jaBruyjem
Aa je AoKTopCcKa AucepTayuja nog Hacnosom

NaeHTudukaumja u MonekynapHa kapakTepusauuja xepneceupyca Kowa

e pEe3ynTaTt CONCTBEHOr NCTPaXXUBa4Kor paga,

e [1a NPeAnoXeHa AucepTauuja y LenvHu Hy y Aenosuma Huje 6una npepnoxeHa
3a pobujakbe 6uno Koje Agvnnome npema CTYAWCKUM nporpaMuma  Apyrux
BWCOKGLUKOCKNX YCTAHOBA,

e [a cy pesynTtaTu KOPeKTHO HaBefAEeH! W

e [1a HUCaM KpLUWO/Na ayTopcKa NpaBa W KOPUCTWUO MHTENEKTyarnHy CBOjUHY ApYyrux
nuua.

Mornuc gokTOpaHAaa

Y Beorpagy, 30.04.2018. Q( M W




Mpwnor 2.

MU3jaBa 0 MICTOBETHOCTMU WTaAaMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKoOr paaa

Mme n npesume aytopa AHapea Papare
bpoj ynuca
Cryavjckv nporpam  QOKTOPCKe akafemcke cTyavje

Hacnos pana WneHtudwukauuja n MonekynapHa kapakrepuaaumja xepnecsupyca komwa

Mentop [lpod. ap Henapg Munuh

MotnucanHn AHgpea Papan

u3jaBrbyjem Aa je wrTamnaHa Bep3uja Mor AOKTOPCKOr pana WUCTOBETHAa eNeKTPOHCKO)
BEep3avju kojy cam npepaao/na 3a ofjasrbuBae Ha nopTany [urutanHor
peno3uTopujyma YHuBep3utera y beorpaay.

[Jo3eorbasam aa ce o6jaBe Moju N4HKU NoAaum BesaHu 3a aoburjartbe akageMcKor 3patba
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 npesume, roguHa n Mecto pofewa u Aatym onbpaHe
papa.

OBu nuuHM nopaun mory ce o06jaBuTM Ha MpeXHUM CcTpaHuuama aurutande
6ubnuoTeke, y @NeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauvjama YHusepsuterta y beorpapy.

MorTnuc aoxTopaHAaa

Y Beorpagy, 30.04.2018.




Mpwnor 3.

UsjaBa 0 kKopuwheky

Osnawhyjem YHusepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh" pa y Aurutanuu
penosuTopujym YHuBep3auTeTa y Beorpaay yHece Mojy AOKTOpcKy Awuceprauujy nop
HacnoBoMm:;

WaeHTndgukaumja u monekynapHa kapakrepuv3sauuja xeprneceupyca Korba

Koja je moje ayTopcko aeno.

AvcepTaumjy ca csum npunosvuma npegao/na cam y enekTPOHCKOM hOpMaTy NorogHoM
3a TpajHoO apxuBupame.

Mojy nokTopcky AvcepTauujy noxpareny y [MrutanHu penosvTopujym YHuBepauTteTa y
beorpagy mory fa kopucte cBu Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y oaabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuuo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HekoMepLuu1janHo
@Ay‘ropcrso — HekomepuwmjanHo — 6e3 npepage
4, AyTOpCTBO — HEKOMEpUMjanHo — A4enuTi nog UCTUM ycrosuma
5. Aytopcteo — 6e3 npepage
6. AyTopcTBO — AE€nUTK NoA UCTUM yCrnoBuMa

(Monumo ga 3aokpyxute camo jeAHy oA wWecT NoHyReHuX nuueHuWn, Kpatak onuc
nuueHun aat je Ha nonefuHn nucra).

Motnuc aokTopaHaa

Y Beorpaay, 30.04.2018.
ﬁ,m/%g
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