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MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA SOJEVA VIRUSA PARAINFLUENCE 3 

GOVEDA IZOLOVANIH NA TERITORIJI REPUBLIKE SRBIJE 

 

 

REZIME 

Glavni cilj ove doktorske disertacije je da se izvrši   identifikacija i  molekularna 

karakterizacija izolovanih sojeva virusa parainfluence 3 (PI3) goveda sa teritorije 

Republike Srbije. Izvršena ispitivanja su  obuhvatila izolaciju virusa parainfluence 3 iz 

nosnih briseva goveda na kulturi tkiva i identifikaciju izolovanih sojeva virusa metodom  

virusneutralizacije,  direktne imunofluorescencije i njihovu molekularnu karakterizaciju  

metodom lanĉane reakcije polimeraze (RT PCR) uz korišćenje  prajmera za 

konzervisane regione HN i F gena  virusa PI3 goveda sa  sekvenciranjem radi njihove 

genotipizacije i  svrstavanja na filogenetsko stablo izolovanih sojeva pomenutog 

patogena.   Filogenetska analiza izolovanih sojeva izvršena je na osnovu utvrĊivanja 

homologije i poreĊenja pozicije njihovih nukleotidnih sekvenci sa sekvencama 

registrovanih sojeva virusa u bazi gena. Na osnovu nukleotidne homologije i pozicije 

domaćih izolovanih sojeva virusa na filogenetskom stablu, izvršena je njihova 

genotipizacija.   

U navedenim ispitivanjima je korišćen referentni soj SF4 virusa PI3 goveda 

(izolovan u drţavi Tenesi ,SAD). Nazalni  brisevi poreklom od 119 goveda razliĉitih 

rasnih i starosnih kategorija sa  ispoljenim simptomima  infekcije  gornjih partija 

respiratornog trakta su ispitivani na prisustvo virusa PI3 metodom izolacije na ćelijskoj 

liniji MDBK (Madin Darby Bovine Kidney). Izolacija virusa vršena je posle najviše tri 

pasaţe suspektnog materijala na navedenoj ćelijskoj liniji do pojave citopatogenog 

efekta. Citopatogeni efekat je ustanovljen u ćelijskim linijama posle inokulacije  11 

uzoraka ispitivanog materijala,  dok je primenom metode virusneutralizacije i direktne 

imunofluorescencije ustanovljeno prisustvo virusa parainfluece 3  kod 6 inokulisanih 

ćelijskih linija.  U ostalim ćelijskim linijama, pojedinaĉno inokulisanim sa po 5  uzoraka 



poreklom od ispitivanih nosnih briseva goveda nije dokazano prisustvo virusa 

parainfluence 3 primenom prethodno navedenih metoda.   

Svi uzorci nosnih briseva goveda  su zatim direktno ispitivani  metodom lanĉane 

reakcije polimeraze sa reverznom transkripcijom - RT PCR  u cilju dokazivanja 

prisustva i identifikacije sojeva virusa parainfluence  3 goveda.  Pored 6 prethodno  

identifikovanih izolovanih sojeva  virusa PI3 ,  prisustvo virusnog  genoma je dokazano 

i kod dva uzorka ispitivanih nosnih briseva  kod  kojih nije uspela izolacija pomenutog 

virusa na ćelijskoj liniji MDBK .    Analizom uzoraka metodom  RT PCR  uz korišćenje 

prajmera za F gen virusa PI3, dobijene su   sekvence dezoksiribonukleinske kiseline - 

DNK od 400 baznih parova  što je potvrdilo identifikaciju virusa parainfluenze 3 

goveda. Kod svih 8 uzoraka ispitivanih  metodom lanĉane reakcije polimeraze sa 

reverznom transkripcijom ( RT PCR)  sa prajmerima za konzervisani deo HN gena 

virusa parainfluenze 3, dobijeni su  proizvodi RT PCR sa sekvencama DNK od 647 

baznih parova ĉime je potvrĊena identifikacija navedenog virusa.  Osam sekvenci 

dobijenih metodom RT PCR uz korišćenje prajmera za  F i HN gen je preĉišćeno i 

sekvencirano direktnom metodom po Sangeru. Procena nukleotidne homologije svih  

sekvenci domaćih izolovanih virusa sa odgovarajućim sekvencama registrovanih  virusa 

PI3 iz baze gena izvršena je uz primenu BLAST softvera. Na osnovu procenta utvrĊene 

nukleotidne homologije izmeĊu nukleotidnih sekvenci domaćih sojeva izolovanih virusa 

i registrovanih sojeva virusa PI3 iz baze gena izvršeno je  pozicioniranje domaćih 

sojeva pomenutog  virusa na filogenetsko stablo ĉime  je utvrĊena  i njihova genotipska 

pripadnost virusima PI3 goveda. Za izradu filogenetskog stabla korišćen je  program 

MEGA 6. Sekvence osam ispitanih sojeva  virusa PI3 goveda  ispoljile su  najviši 

procenat nukleotidne homologije u odnosu na izolovane sojeve ovog virusa  poreklom 

iz  Kine (SD0835, SD811, SD805 i SD809) koji se kretao u intervalu  od 95% do 99%.  

Kod domaćih sojeva izolovanih virusa ustanovljen je nešto niţi procenat homologije u 

odnosu na sojeve virusa koji pripadaju genotipu C izolovanih iz goveda u Koreji  (soj  

12Q061) i Japanu  (soj HS9). Procenat nukleotidne homologije utvrĊen kod domaćih 

sojeva izolovanih virusa sa sojevima  genotipa A iz Japana (izolat BN-CE) i Kine (izolat 

NM09) se kretao u intervalu od 82 do 84%. Homologija izolovanih sojeva virusa  sa   

sojem virusa genotipa B  izolovanim u Australiji (soj Q5592)  kretala se u intervalu od 

79 do 83%. Na osnovu  analize filogenetskog stabla virusa PI3,   moţe se zakljuĉiti  da 



svi domaći idenitifikovani sojevi  navedenog patogena pripadaju genotipu C  virusa PI3 

goveda. 

 

Kljuĉne reĉi: virus parainfluenza 3, goveda, izolacija virusa, imunofluorescencija,  

RT PCR, sekvenciranje, molekularna karakterizacija,  filogenetsko stablo 
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Uţa nauĉna oblast: mikrobiologija 

UDK broj: 579.62 : 578.2 : 636.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

MOLECULAR CHARACTERISATION OF PARAINFLUENZA 3 VIRUS STRAINS 

OF CATTLE ISOLATED ON THE THERITORY OF REPUBLIC OF SERBIA 

 

 

ABSTRACT 

The main objective of this doctoral thesis was the identification and molecular 

characterization of isolated strains of parainfluenza 3 (PI3) from cattle on the territory 

of the Republic of Serbia. The investigations  included isolation of parainfluenza 3 virus 

from nasal swabs from cattle in tissue culture and identification of isolated strains of the 

virus by method of virusneutralisation, direct imunoflurescense and their molecular 

caracterisation by method of  polymerase chain reaction (RT-PCR) using primers from 

conserved regions of the HN and F genes of the virus PI3 cattle, with sequencing and 

genotyping of domestic strains by help of their inclusion on the phylogenetic tree of 

mentioned pathogens. Phylogenetic analysis of the isolated strains was carried out on 

the basis of determination of the homology of the nucleotide sequences with the 

sequences of strains of the virus registered in gene base NCBI . Genotyping of domestic 

strains was done on the basis of nucleotide homology and position of local isolated 

virus strains on the phylogenetic tree, of PI3 virus. 

 In these experiments, reference strain SF4 of virus PI3 of cattle was used 

(isolated in Tennessee, USA). Nasal swabs originating from 119 cattle with symptoms 

of infection in upper parts of the respiratory tract were examined for the presence of the 

virus PI3 by method of isolation of virus on cell line MDBK (Madin Darby Bovine 

Kidney). Virus isolation was done after three passages of suspected material on cell line 

till the appearance of cytopathic effect. Cytopathic effect was detected in cell lines after 

inoculation of 11 tested samples, while applying the method of virusneutralisation and 

direct immunofluorescense, identification of the virus parainfluece 3 were conformed in 

6 inoculated cell lines, but not confirmed in other 5 tested samples  from nasal swabs of 

cattle . 



 

 

All nasal swabs of cattle were then directly tested by the polymerase chain 

reaction with reverse transcription – RT PCR for presence of parainfluenza 3 virus 

strains of cattle. In addition to the six previously identified isolated strains of the virus 

PI3, the presence of the viral genome has been confirmed in two samples of nasal swabs 

in which the isolation of mentioned virus on cell line MDBK failed. The analysis of 

samples by RT-PCR were done by use of  primers for the F gene of the virus PI3,  and 

sequences of deoxyribonucleic acid - DNA of 400 bp  were obtained  as a confirmation 

the identification of parainfluenza virus 3 cattle. 

All eight samples were tested by polymerase chain reaction (RT-PCR) with 

primers for the conserved part of the HN gene of PI3 virus, and sequences of 647 bp 

were obtained. Eight sequences obtained by RT PCR using primers from F and HN 

gene were purified and sequenced directly by the method of Sanger. Assessment 

nucleotide sequence homology of all local virus isolated strains with corresponding 

sequences of registered PI3 virus strains from the database of genes were performed by 

the BLAST software. On the basis of the determined percentage of nucleotide 

homology between the nucleotide sequences of domestic strains of virus with  strains of 

the virus PI3 from the gene base , positioning of domestic strains of PI3 virus in the 

phylogenetic tree  were done with genotypisation of domestic strains  of virus PI3 of 

cattle. To create a phylogenetic tree, MEGA 6 programe was used. The sequences of the 

eight tested strains of the PI3 virus of  cattle showed the highest percentage of 

nucleotide homology with the isolated strains of this virus originated in China and 

belongs to genotype C (SD0835, SD811, SD805 and SD809), which ranged from 95% 

to 99%.  Domestic isolated strains of PI3 virus are established in a slightly lower 

percentage of homology with the strains belonging also to genotype C, isolated from 

cattle in Korea (strain 12Q061) and Japan (strain HS9). The percentage of nucleotide 

homology observed in domestic isolates of the virus with strains of genotype A from 

Japan (isolate BN-CE) and China (isolate NM09) ranged from 82 to 84%. The 

homology of the isolated strains of the virus with genotype B strain isolated in Australia 

(strain Q5592) ranged from 79 to 83%. Based on the analysis of phylogenetic tree of 



PI3 virus, it can be concluded that all domestic strains of virus belong to genotype C of 

PI3 virus of cattle. 

 

Keywords: bovine parainfluenza 3 virus, cattle, virus isolation, immunofluorescence,  

RT-PCR, sequencing, molecular characterization, phylogenetic tree 

Science area: Veterinary medicine 

Field area: Microbiology 

UDK : 579.62 : 578.2 : 636.2 
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1.   UVOD 

 

Virus parainfluence 3 goveda (PI3) spada u familiju Paramyxoviridae. Nekoliko 

najvećih i ekonomski najznaĉajnih epidemija u ţivotinjskom svetu dvadesetog veka 

izazvano je upravo virusima koji pripradaju ovoj familiji  . MeĊu njima su kuga goveda, 

štenećak pasa, New Castlle bolest odnosno  atipiĉna kuga ţivine (Frederiks at al. 

2000). Istoj familiji  pripadaju  i neki znaĉajni uzroĉnici  virusnih epidemija ljudi kao 

što su virus  boginja i virus zauški.  Familija Paramyxoviridae zajedno sa familijama 

Rhabdoviridae, Filoviridae i Bornaviridae saĉinjavaju red Mononegavirales. Red je 

uspostavljen na osnovu zajedniĉkih filogenetskih osobona navedenih familija koje se 

reflektuju u konzerviranim genskim domenima, sliĉnoj strategiji ekspresije gena i 

replikaciji. Sve navedene familije virusa pa i familija Paramyxoviridae u koju je svrstan 

virus parainfluence 3 goveda, spadaju u viruse sa omotaĉem koji na svojoj površini 

imaju peplomere (antene) i sadrţe genom koji se sastoji od jednog molekula negativnog 

lanca RNA.  

 

Slika br. 1  Filogenetsko stablo reda Mononegavirales 

 Phylogenetic tree of members of the order Mononegavirales. Fener, MacLachan, Dubovi; Veterinary 

Virology 4. Edition, 2011. p. 300. 
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Familija Paramyxoviridae je podeljena u dve subfamilije i to Paramyxovirinae i 

Pneumovirinae. Familija Paramyxovirinae je sastavljena od rodova Respirovirus, 

Rubelavirus i Morbilivirus dok je familija Pneumovirinae sastavljena  od rodova 

Pneumovirus i Methapneumovirus. Pored poznatih i sistematizovanih virusa u novije 

vreme su  otkriveni  i identifikovani  novi virusi koji pripadaju familiji  

Paramyxoviridae ali još nisu u potpunosti sistematizovani. MeĊu njima su najznaĉajniji 

virusi „fer de lance“ reptila, paramyxovirus delfina, Mapuera virus slepih miševa, 

Nariva virus glodara i nekoliko virusa pingvina koji se znaĉajno razlikuju od do sada 

poznatih avijarnih paramiksovirusa. U istu familiju svrstan je i relativno skoro otkriven   

morbili virus kopitara koji je patogen i za ljude  ĉesto sa fatalnih ishodom kao i    canine 

parainfluenza virus 2, koji je vrlo sliĉan  Simian virusu i izaziva inaparentnu 

respiratornu infekciju ali  moţe biti i uzroĉnik oboljenjaa CNS- a kod pasa. Virus 

parainfluence 3 goveda spada u rod Respirovirusa i na osnovu molekularne 

karakterizacije odnosno poloţaja izolata na filogenetskom stablu, sojevi su podeljeni u 3 

genotipa : A, B i C, (Neil i sar. 2015). 

Virione paramyxovirusa karakteriše i polimorfizam zbog   savitljivosti 

spoljašnjeg virusnog omotaĉa – peplosa tako da se pored   sferiĉnih  pojavljuju  i 

filamentozne forme virusne ĉestice.  Veliĉina viriona   parainfluence 3 kreće se od 80 do 

300 nm, najĉešće od 130 do 140 nm (Shibuta i sar. 1979). Virus sadrţi heliĉni 

simetriĉni  nukleokapsid duţine 600 do 800 nm i dijametra od 13 do 18 nm.  Genom 

virusa parainfluence sastoji se od jednog negativnog lanca RNA veliĉine od 15 do 16 kb 

(Wen i sar. 2012) Genom sadrţi u svom sastavu 6 do 10 gena odvojenih nekodiranim 

sekvencama koje sadrţe terminalne poliadenilne i inicijalne signale.   
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Slika br. 2   Sastavi genoma razliĉitih rodova iz familije Paramyxovirusa 

Izvor:  Genoms of Paramyxoviruses. Fener, MacLachan, Dubovi; Veterinary Virology 4. Edition,  2011. 

p. 303. 

 

Genom  virusa PI3 goveda sadrţi  više gena u koje spadaju  N, P, M, F, HN i L 

geni koji su odgovorni za kodiranje sinteze  6 strukturnih virusnih proteina pored  tri 

nestrukturna proteina viriona (Wen i sar. 2012).  Navedeni geni kodiraju sintezu 

virusnih   proteina koji su nosioci najznaĉajnijih  funkcija pomenutog virusa vezanih za 

njegovu antigensku specifiĉnost, virulenciju i   replikaciju u ćeliji domaćina , dok 

funkcija  nekih proteinskih komponenti virusne ĉestice   nije  u potpunosti razjašnjena. 

Gen P virusa PI3 kodira sintezu virusnih proteina C i V  koji su antagonisti proizvodnje 

interferona u ćelijama domaćina u kojima je prisutan virus PI3 što ima za posledicu 

ostvarivanje imunosupresije u organizmu inficiranom pomenutim uzroĉnikom. 

(Komatsu i sar. 2007). Glikoproteinski F antigen ili fuzioni protein predstavlja 

strukturnu komponentu peplomera koji grade spoljašnji virusni omotaĉ – peplos koji je 
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odgovoran za fuziju virusnog omotaĉa i citoplazmatiĉne membrane ćelije domaćina, što 

omogućuje prodiranje virusa u ćelijsku citoplazmu kao i širenje virusa iz ćelije na ćeliju 

tokom razvoja virusne infekcije na nivou organizma. Fuzioni proteinski antigen 

predstavlja imunološki znaĉajnu komponentu virusne ĉestice na osnovu ĉije antigenske 

specifiĉnosti moţe da se izvrši identifikacija sojeva virusa PI3 primenom odgovarajućih 

imunoloških i molekularnih  metoda. Neaktivni prekusor fuzionog proteina  F0 se 

sastoji od dve subjedinice F1 i F2 koje su meĊusobno spojene disulfidnom vezom. 

Fuzioni antigen virusa PI3 obavlja svoju funkciju posle  aktivacije njegove F1 

komponente što je posledica odvajanja manje subjedinice F2 od prekuzorskog F0 

proteina posle ĉega ispoljava svoju funkciju u procesu vezivanja i prodiranja virsnih 

ĉestica u ćelije  prijemĉivog organizma.  

  Hemaglutininsko-neurimidazni protein HN ispoljava svojstvo hemaglutinacije i  

enzimsku funkciju neuraminidazne komponente  virusa PI3. Pored proteina F on 

predstavla strukturnu komponentu peplomera na omotaĉu virusa. Hemaglutininsko 

neuraminidazni protein predstavlja imunološki najznaĉajniju antigensku komponentu  

virusa PI3 jer stimuliše humoralni imunološki odgovor kod inficiranih jedinki koji se 

karakteriše sintezom neutralizujućih antitela protiv NH antigena.   Ispitivanjem 

subjediniĉnih vakcina protiv virusa PI3 goveda, utvrĊeno je da neutralizujuća antitela 

protiv HN i  F antigena virusa imaju kljuĉnu ulogu u specifiĉnoj zaštiti jedinki od 

infekcije pomenutim virusom.  Pored toga hemaglutininski antigeni virusa su odgovorni 

za vezivanje virusa za površinu osetljive ćelije dok je neuraminidaza odgovorna za 

oslobaĊanje viriona iz ćelije domaćina kao i razgradnju sijalomukoidnih receptora na  

membrani ćelije a samim tim i za otpuštanje virusne ĉestice sa njene površine – kao na 

primer kod elucija odnosno otpuštanja virusa sa površine eritrocita za ĉije su se 

sijalomukoidne receptore  sa N acetil neuraminskom kiselinom prethodno vezali svojim 

HN  antigenima. Specifiĉna antitela protiv HN i F proteina imaju najznaĉajniju  ulogu u 

zaštiti goveda od infekcije virusom PI3 ( Klippmark i sar. 1990).  Protein M (matriks 

protein) je veliki hidrofobni molekul koji ima odluĉujuću ulogu u zaštiti i stabilnosti  

genoma virusa odnosno njegove ribonukleinske kiseline - RNK  i  u formiranju 

nukleokapsida u toku virusne replikacije pomenutim virusom.  Pored toga navedeni 

protein ima znaĉajnu ulogu i u odrţavanju  perzistentne infekcije kod inficiranih 

organizama. (Vainionpaa i sar. 1994).  Proteini L koji predstavlja najveći virusni 
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protein  i protein P koji je fosfoprotein ĉije sve funkcije nisu u potpunosti razjašnjene 

imaju znaĉajnu ulogu u  transkripciji i replikaciji virusa. 

  

 

Slika br.  3 : genom virusa PI 3 goveda          

http://www.viprbrc.org/brc/viprStrainDetails.spg?ncbiAccession=EU277658&decorator

=paramyxo 

 

Virus parainfluenze 3 goveda spada u relativno neotporne viruse. Organski 

rastvaraĉi ga lako inaktivišu (etar, hloroform, alkohol)  što je osobina veĉine virusa sa 

omotaĉem zbog prisustva lipidnih komponenti u njemu. Nije otporan na visoku 

temperaturu i  inaktiviše se na 56 stepeni za 30 minuta. U sasušenom materijalu moţe 

dugo ostati aktivan. Titar virusa znaĉajnije opada ĉuvanjem virusa na -20 °C nego na 

+4° C. Virus se najbolje odrţava na -80 ° C.  Na temperaturii od 37 °C u prisustvu vlage 

od 90% virus gubi titar i do 5  log10 TCID /ml u toku jednog dana (Elezhaey i sar . 

1989). 

Za izolaciju i umnoţavanje virusa PI3 goveda moţe se koristiti više razliĉitih 

ćelijskih linija. Najveći uspeh se  postiţe sa ćelijskim linijama homologih vrsta ţivotinja 

kao što je ćelijska linija MDBK (Allawe i sar. 2012, Greenberg i sar. 2005) ali i na 

ćelijskim linijama drugih vrsta sisara (primer,  ćelijska linija VERO) (Breker Klassen i 

sar. 1996.). Pojedini autori su uspešno umnoţavali virus PI3 goveda i na kokošijim 

embrionima (Marshall i sar. 1964.) što ima svojih prednosti jer se na ovaj naĉin mogu 

eliminisati neki drugi virusi koji su ĉesti uzroĉnici sekundarnih infekcija, kao što je 

virus IBR-IPV, BRSV drugi. Vrlo ĉesto je potrebna adaptacija virusa na ćelijske linije 

pa se virus ne umnoţava lako u prvoj pasaţi. Virusna replikacija u ćelijskoj kulturi je 

obiĉno propraćena litiĉnim efektom (pojava citopatogenog efekta-CPE). Neke ćelijske 
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linije su se u meĊuvremenu adaptirale na izvesne paramiksoviruse i postale  “host cell 

sistem” (nije prisutan citopatgeni efekat virusa nego se virus kontinuirano umnoţava u 

ćelijskoj liniji koja se takodje nesmetano umnoţava i pasira) (Frederiks i sar. 2000).  

Formiranje sincicijuma in vitro i in vivo je jedna od osobina kod umnoţavanja virusa 

parainfluence mada je pojava sincicijuma izraţenija kod morbilivirusa. Acidofilne 

inkluzije su vidljive u  citoplazmi inficiranih ćelija, dok je hemadsorpcija sa 

suspenzijom eritrocita petla i zamorca ustanovljena na ćelijskim linijama inokulisanim 

virusima parainfluence kao i nekim morbilivirusa.  

Iako se umnoţavanje svih paramiksovirusa odigrava u citoplazmi ćelija 

domaćina, ustanovljeno je da se virus moţe umnoţavati i u nekim bezjedarnim ćelijama 

(Frederiks i sar. 2000). Virion se vezuje preko hemaglutitinsko -neuraminidaznog 

proteina za ćelijske receptore na membrani  koji su najĉešće sialoglikoproteinski ili 

glikolipidni receptori. Fuzioni F protein tada obavlja fuziju virusnog omotaĉa i  ćelijske  

plazma membrane u fiziološkim odnosno optimalnim uslovima pH sredine. OsloboĊeni 

nukleokapsid ostaje intaktan sa sva tri svoja proteina N P i L koji su neophodni za 

transkripciju uz pomoć virionske RNA zavisne RNA polimeraze. Genom se  

transkribuje u 6 do 10 neprocesiranih molekula informacione ribonukleinske kiseline 

sekvencionalnom prekidanom sintezom jednog jedinog promotora. Ceo pozitivni lanac 

RNK je takodje sintetisan i sluţi kao matrica za replikaciju negativnog lanca genomske 

RNK virusa. Dok je većina gena virusa PI3 odgovorna za sintezu jedne proteinske 

komponente virusne ĉestice, P gen virusa iz podfamilije Paramyxovirinae kodira 

sintezu 2 do 5 razliĉitih virusnih proteina . Sazrevanje viriona podrazumeva ugradnju  

virusnih glikoproteina u plazma membranu ćelije domaćina posle ĉega  dolazi do 

povezivanja M proteina i ostalih neglikolizovanih  proteina  sa  citoplazmatiĉnom  

membranom ćelije. Uz samu ćelijsku membranu se kompletira virusni  nukleokapsid  sa 

M proteinom  što dovodi  do potpunog formiranja viriona  koji napušta ćeliju procesom 

pupljenja ĉime stiĉe i spoljašnji virusni omotaĉ sa kljuĉnim glikoproteinskim HN i F 

antigenima .  

Virus parainfluence 3 goveda, izaziva oboljenje gornjih delova respiratornog 

trakta i ponekad zahvata organe celog respiratornog trakta. Vrata infekcije za 

parainfluenca 3 virus najĉešće predstavlja sluznica nosa. Oboljenje  se prenosi aerogeno 
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i predstavlja tipiĉnu kapljiĉnu infekciju koja se širi kohabitacijom zdravih sa obolelim 

jedinkama. Posle izvoĊenja ogleda veštaĉke infekcije goveda, ustanovljena je pojava 

oboljenja sa izraţenim kliniĉkim simptomima gornjih partija respiratornog trakta sa 

tendencijom descedentnog širenja na donje partije respiratornog trakta i pojave 

bronhopneumonije, ukoliko je inokulacija virusa eksperimentalnih ţivotinja  izvršena 

intratrahealno. Veštaĉka infekcija intranazalnim putem dovodi do pojave blaţih 

simptoma respiratornog oboljenja izraţenih samo u gornjim partijama respiratornog 

trakta. Iako bolest moţe imati visok morbiditet, mortalitet  parainfluence 3 kod goveda 

je  nizak. Najĉešće oboljevaju mlaĊe starosne kategorije, ali se bolest moţe otkriti i kod 

starijih goveda. Infekcija goveda virusom  parainfulence 3 moţe biti i asimptomatska 

inaparentna infekcija, dok u drugim sluĉajevima moţe biti praćena pojavom blagih 

simptoma poremećaja gornjih partija respiratornog trakta (kašalj, nosni iscedak, 

abdominalno disanje, hipertermija, ubrzano disanje, anoreksija), dok se reĊe manifestuje 

pojavom razvijenih pneumonija (Thorsen i sar. 1969). Bolest najĉešće prolazi bez 

posledica nakon 3 do 7 dana bolovanja, ukoliko ne doĊe do sekundarnih infekcija. 

Letalitet inficiranih jedinki sa parainfluenca virusom je izuzetno nizak. Najveći problem 

predstavlja imunosupresivo dejstvo virusa PI3 ĉime se otvaraju putevi sekundarnim 

virusnim i bakterijskim infekcijama. Poznato je da virus parainfluence 3  na više naĉina 

vrši supresiju proizvodnje beta interferona u domaćinu i tako sniţava intenzitet i kvalitet  

imunog odgovora. Kao najĉešći uzroĉnici sekundarnih infekcija pojavljuju se virusi 

infektivnog goveĊeg rinotraheitisa (IBR) (Ghram i sar. 1988), adenovirusi goveda,  

respiratorni sincicijalni virus goveda (BRSV), bovina virusna dijareja (BVDV), 

respiratorni bovini korona virus (RBCV) (Storz i sar. 2000.), zatim neke mikoplazme i 

Pasteurella vrste odnosno Majnhaimia haemolitica i M. multocida. Dok primarna 

infekcija virusom PI3 dovodi skoro redovno do leukopenije, pojava sekundarne 

infekcije, posebno bakterijske etiologije, dovodi u krvnoj slici do pojave leukocitoze 

(Saunders i sar. 1964.). Kliniĉka slika, patološki i patohistološki nalaz mogu biti 

veoma razliĉiti u zavisnosti od opšteg stanja jedinke,  faktora stresa, pojave sekundarnih 

infekcija i same patogenosti  uzroĉnika  primarne i sekundarne infekcije. Pojedini autori 

su otkrili  pojavu teških pneumonija sa obilnim proteinskim eksudacijama i prisustvom 

velikog broja makrofaga i polimorfonukleara u bronhiolarnom i alveolarnom epitelu  i 

bez pojave sekundarne infekcije (Jolly i sar. 1965). Faktori stresa igraju odluĉujuću 
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ulogu kao okidaĉ u razvoju primarne bolesti infekcije virusom PI3 i kao takvi uvek 

pogoduju razvijanju bolesnog stanja i pojavi izraţenijih simptoma nastalih usled 

sekundarne infekcije. Ćelije respiratornog trakta koje pokazuju najveću osetljivost 

prema virusu PI3 goveda su alveolarne ćelije tipa 2 (Tsai i sar. 1975). 

Iako se kao najozbiljniji kliniĉki i patološki  nalaz kod primarne infekcije  sa 

virusom PI3 javlja intersticijalna pneumonija, ukoliko doĊe do sekundarnih infekcija 

posebno sa Pasteurella vrstama, bolest se komplikuje, kliniĉka slika respiratorne 

infekcije postaje znatno ozbiljnija i neretko završava fatalno. Tada su na 

patoanatomskom pregledu skoro uvek makroskopski  vidljivi znaci teške hemoragiĉne i 

purulentne  pneumonije, siva i crvena hepatizacija na plućima, jak otok i kongestija 

alveolarnih septa i dr. U patohistološkom nalazu vidljiva je ispunjenost alveola i 

bronhiola velikom koliĉinom proteinskog eksudata sa mononuklearima, a u manjoj meri 

i polimorfonuklearnim ćelijama. Formiranje sincicijuma kao i intercitoplazmatske 

inkluzije se pronalaze u ćelijama epitela bronhiola i alveola. Teške pneumonije, nastale 

usled sekundarnih infekcija,  atelektaze pluća  i emfizemi ĉesto vode ka fatalnom ishodu 

kod teladi. Bolest se javlja najĉešće u jesen i zimu pošto klima kao stresogeni faktor 

ima, pored infektivnog agensa, odluĉujuću ulogu u razvoju bolesti. Najĉešće stresogene 

predisponirajuće faktore, pored ekstremnih klimatskih uslova, predstavljaju i loša nega 

ţivotinja, prenaseljenost, neprovetrenost objekata ili prevoznih sredstava,  nekvalitetna i 

nedovoljna ishrana ţivotinja. Oboljenje se ĉesto javlja posle  transporta ţivotinja zbog 

ĉega je i nazvano „sheeping fever“ ili „transportna bolest“ odnosno „transportna 

groznica“. 

Razliĉiti sojevi virusa Parainfluence 3 goveda izolovani su iz velikog broja 

ţivotinjskih vrsta i to kod kamila (Intisar i sar. 2010), nosoroga, oriksa, Tompson 

antilope (Niaga i sar. 1981), obiĉne gazele, bivola, divljeg afriĉkog goveĉeta, svinje,  

ali i kod ljudi koji su imali simptome poremećaja gornjih partija respiratornog trakta 

(uglavnom kod dece). TakoĊe je dokazano da su neki humani sojevi virusa PI3 patogeni 

za zamorca (Horwood i sar. 2008). Shi i sar. 2014. dokazali su patogenost virusa PI3 

goveda genotipa C za albino zamorce i ispitali njegovu patogenezu. Oshawa i sar. 1998 

dokazali su da je infekcija zamoraca na farmi eksperimentalnih ţivotinja bila izazvana 

humanim sojem virusa PI3. Tek 2012. godine Dong i sar. uspeli su da inficiraju 
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laboratorijske miševe virusom PI3 goveda genotipom C, sa ispoljavanjem kliniĉke slike 

parainfluence. Ovaj poduhvat je doprineo novim izuĉavanjima i boljem razumevanju 

patogeneze same bolesti. Poslednji izolovani soj virusa PI3 delfina (Nollens i sar. 2007) 

sa respiratornim poremećajima je po svom genomu toliko sliĉan virusu parainfluence 3  

goveda da su autori predloţili njegovo svrstavanje u  genotip B goveĊih izolata virusa 

PI3 (Eberkle i sar. 2015.). Dva izolovana soja virusa PI3 svinja koja su izolovana u 

Sjedinjenim Ameriĉkim Drţavama (Quao i sar. 2010.) takoĊe spadaju u sojeve PI3 

virusa goveda, što je ustanovljeno na osnovu epidemioloških karakteristika i 

nukleotidne homologije navedenih izolata sa ostalim izolatima parainfluence 3 goveda.  

Mogućnost virusa da izazove infekciju drugih vrsta nije iznenaĊenje ako se ima u vidu 

da neke epitope nukleokapsidnog proteina poseduju dva genotipa virusa PI3 goveda, 

dok sojevi trećeg genotipa B imaju zajedniĉki epitop sa humanim sojevima virusa PI3 

(Ren i sar 2015.). Sliĉnost jednog od najbitnijih imunogena virusa PI3, HN proteina, 

izuzetno je velika izmeĊu humanih i goveĊih sojeva virusa PI3 dok se dosta  razlikuje 

od HN proteina Sendai virusa koji pripada istoj sistematskoj kategoriji (Coelingh i sar. 

1986). 

Virus PI3 zajedno sa virusima infektivnog bovinog rinotraheitisa odnosno 

bovinim herpes virusom 1 (IBR, BHV1), respiratornim sincicijalnim virusom goveda  

(BRSV), virusom infektivne bovine dijareje (BVDV), Koronavirusima i nekim 

Adenovirusima, predstavlja uzroĉnike takozvanog virusnog  respiratornog sindroma 

goveda. Frekvencija zajedniĉkog pojavljivanja navedenih virusa kod jedinki sa 

izraţenim respiratornim simptomima je toliko visoka da se na farmaceutskom trţištu 

već mogu naći reagensi koji povezuju dijagnostiku navedenih uzroĉnika jednom 

zajedniĉkom analizom (multiplex PCR), (Horwood i sar. 2011.). 

Virus Parainfluence 3 dovodi do stvaranja neutralizujuĉih antitela prvenstveno 

protiv HN i F proteina. Karakteristiĉno je da u imunološkom odgovoru domaćina prema  

PI3 virusu goveda, ćelijski imunitet ima veliki znaĉaj. Jedinke koje su pozitivne na 

prisustvo antitela protiv virusa PI3 goveda, mogu naknadno oboleti od virusa PI3. 

Eksperimentima je dokazano da antitela nastala preboljevanjem ili kao produkt 

veštaĉkog aktivnog imuniteta (vakcinacijom), štite grla u smislu smanjenja intenziteta 
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simptoma bolesti kao i duţine trajanja bolesnog stanja, ali u malom procentu i kratkom 

vremenskom periodu štite jedinke od sledeće infekcije istim virusom.  

U dijagnostici virusa PI3 najviše su u upotrebi metode izolacije i identifikacije 

virusneutralizacionim testom, metoda direktne imunofluorescencije (Van der Marten 

et al. 1969.), a poslednjih godina u svetu sve više su u upotrebi i metode lanĉane 

reakcije polimeraze (PCR), kao i direktno sekvenciranje PCR proizvoda u cilju detaljne 

molekularne identifikacije sekvence izolovanog virusa. Kao poĉetni materijal za 

dijagnostiku virusa najviše se koristi nazalni bris od jedinki sa simptomima infekcije 

gornjih partija  disajnih puteva iako je izolacija virusa uspela i iz mleka, testisa bikova 

vaginalnog brisa, pobaĉenog ploda i iz slezine (Lilly i sar. 2004). Virus se izluĉuje u 

nosnom sekretu do sedmog, a u nekim sluĉajevima do devetog  dana od poĉetka pojave 

simptoma infekcije (Crandel i sar 1974). Za veću uspešnost izolacije virusa PI3 

preporuĉuje se ĉuvanje brisa sa virusom potopljenim u minimalni esencijalni medijum i 

na temperaturi od -70° C do obrade materijala.  U  serološkim pretragama najĉešće se 

koriste testovi hemaglutinacije i heminhibicije (Rossi i sar. 1971.), ELISA test i 

serumneutralizacioni test (Neil i sar. 2015).  

Metoda izolacije virusa na ćelijskoj liniji i danas se smatra zlatnom standard 

metodom u virusološkoj dijagnostici. Najveći problemi u uspešnoj izolaciji  virusa leţe 

u pravilnom uzorkovanju i transportu uzroka do laboratorije, vremenu koje je potrebno 

da bi se završio regularan protokol metode koji moţe trajati i 21 dan (tri pasaţe izolacije 

virusa) (Oem i sar. 2013), kao i posebna oprema i veštine samog analitiĉara (rad sa 

ćelijskim linijama, strogo sterilni uslovi rada i dr.). Uputstvo za uzorkovanje (Sampling 

directive 2011, Virology division Celibridge Kildare, Department of agricuture, 

Republic of Ireland) propisuje uzimanje šest briseva od razliĉitih jedinki sa jednog 

ţarišta što znatno povećava verovatnoću izolacije i taĉnost postavljene dijagnoze. Treba 

imati u vidu da metoda izolacije virusa ne moţe otkriti prisustvo inaktivisanih virusa u 

ispitivanom materijalu. 

Transport uzoraka i osetljivost virusa PI3 goveda prema razliĉitim 

temperaturama i procentima vlage, od presudnog je znaĉaja za izolaciju. Ustanovljeno 

je da virus PI3 moţe izgubiti i do 5 log 10 TCID u jednom danu, ukoliko se transport 

uzoraka u laboratoriju vrši bez hladnog lanca ili zamrzavanja briseva. Navedene 
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ĉinjenice nas upućuju na sumnju da postoji znaĉajna verovatnoća neuspešne izolacije 

virusa i iz briseva od jedinki obolelih od virusa PI3 od kojih je uzorak uzet na pravi 

naĉin i u pravo vreme.  Pojava citopatogenog efekta moţe biti vidljiva i posle nekoliko 

dana inkubacije u prvoj pasaţi na ćelijskoj liniji, ali se u svim negativnim rezultatima 

prve pasaţe izolacije virusa mora postaviti druga i treća pasaţa. Svaka pasaţa traje do 7 

dana  inkubacije ukoliko se ne pojavi citopatogeni efekat. Minimum od dvadeset jedan 

dan koliko je potrebno za tri pasaţe izolacije virusa, predstavlja dug vremenski  period 

od momenta postavljanja sumnje do postavljanja taĉne dijagnoze. Veliki broj autora nije 

uspeo da izoluje virus PI3 na odgovarajućoj ćelijskoj liniji u prvoj i drugoj pasaţi 

(Gafer i sar. 2009, Fulton i sar. 2012., Kawakami i sar. 1966.). Potrebno je  uzeti u 

obzir da izolacija virusa koja se karakteriše pojavom citopatogenog efekta na ćelijskoj 

liniji koja je prijemĉiva za rast više razliĉitih vrsta virusa, nije dovoljna za  postavljanje 

dijagnoze. Posle izolacije potrebno je uraditi identifikaciju virusa jednom od specifiĉnih 

virusoloških laboratorijskih metoda, kao što su virusneutralizacija ili metoda direktne 

imunofluorescencije što produţava vreme ĉekanja na finalnu dijagnozu (Fulton i sar. 

2012). Reagens za metodu direktne imunofluorescencije  predstavljaju monokolonska 

antitela protiv virusa PI3 goveda koja su preko trikarbamidskih veza konjugovana sa 

fluoresceinizotiocijanatom (FITC) (Mohan i sar. 2008) tako da epitopi na antitelima za 

vezivanje za specifiĉan antigen ostaju slobodni, a FITC dovodi do fluorecencije 

vezanog reagensa sa antigenom. Fluoresceinizotiocijanat ima eksicaticiju fluorescencije 

na 495 nm talasne duţine i emisiju na 525 nm  koja se oĉitava kao jasna fluorescentna 

ţutozelena boja (Robinson i sar. 2000). MeĊutim za metodu imunofluorescencije 

potrebno je izolovati i umnoţiti virus na ćelijskoj liniji ili uraditi iseĉak preparat iz tkiva 

u kome je prisutan antigen. Navedeni postupak ukazuje na potrebu uvoĊenja drugih  

metoda koje imaju pribliţnu pouzdanost (specifiĉnost i osetljivost), a zahtevaju znatno 

kraće vreme koje je potrebno za postavljanje konaĉne dijagnoze. Zbog toga je upotreba 

molekularnih metoda u dijagnostici virusnih bolesti dobila veliki znaĉaj. Molekularne 

metode ne zahtevaju strogo sterilne uslove rada, dok se vreme od poĉetka analize do 

postavljanja dijagnoze  meri satima. Molekularne metode, kao što je polimeraza lanĉane 

reakcije (PCR), zasnivaju se na otkrivanju dela genoma u ispitivanom materijalu koji je 

visoko specifiĉan za jednu vrstu virusa. U poslednje vreme primenom specifiĉnih 

prajmera u virusoloskoj dijagnostici, PCR metodom omogućeno je i otkrivanje dela 
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genoma koji je specifiĉan samo za odreĊeni soj virusa (primer: prajmeri za otkrivanje 

samo China soja virusa klasiĉne kuge svinja, prajmeri za otkrivanje La Sota soja virusa 

Newcastlle bolesti ţivine (NDV) i dr.). Pored navedenih prednosti, jedino odreĊene 

molekularne metode dijagnostike kao što je sekvenciranje, omogućavaju identifikaciju  

serotipova svih izolovanih sojeva virusa i odreĊivanje njihove pozicije na filogenetskom 

stablu. Ovakva vrsta identifikacije uzroĉnika predstavlja novi kvalitet u dijagnostici 

uzroĉnika infektivnih bolesti koji nam ranije nije bio dostupan. Sekvenciranje dela 

genoma odreĊenog uzroĉnika ima veliku upotrebnu vrednost u epizootiološkim i 

forenziĉkim analizama. 

Imunoprofilaksa  infekcije goveda izazvane virusom parainfluence 3, sprovodi 

se vakcinacijom. Iako na trţištu postoje ţive atenuirane i inaktivisane monovalentne 

vakcine protiv virusa PI3, danas su iz ekonomskih razloga sve više u upotrebi 

polivalentne vakcine protiv PI3, IBR i BRSV, kao najĉešćih izazivaĉa virusnog 

respiratornog sindroma goveda. Sojevi virusa PI3 goveda koriste se i kao master seed za  

vakcinaciju protiv humanog virusa PI3 kod ljudi (Greenberg i sar. 2005). Zamena F i 

HN glikoproteina izmeĊu humanih i goveĊih sojeva virusa PI3, dovodi do restrikcije 

umnoţavanja virusa u svojoj autohtonoj vrsti za koju je primarno bio izrazito patogen. 

Ova osobina virusa PI3 dovela je do pojave efikasnijih rekombinantnih vakcina protiv 

PI3. Sve registrovane vakcine protiv virusa PI3 stvaraju specifiĉan imunitet, meĊutim 

on ne traje dovoljno dugo (kraće od godinu dana) i u testu efikasnosti vakcine dolazi do 

pojave blagih respiratornih simptoma i kod vakcinisanih jedinki (Pfizer, Technical 

Buletin 2010). Posle vakcinacije u testu veštaĉke infekcije, izolacija virusa je bila 

uspešna u 38% sluĉajeva u grupi vakcinisanih jedinki i u 63% kod nevakcinisanih 

jedinki. Pri tome, 6% vakcinisanih jedinki zahtevalo je terapijski tretman u vakcinisanoj 

grupi, dok je u nevakcinisanoj grupi taj procent iznosio 63%. Iako je atenuirana vakcina 

imunogenija, preporuĉuje se upotreba inaktivisanih vakcina koje nemaju neţeljene 

sporedne efekte niti ograniĉenja u vakcinaciji kao atenuirana vakcina (Gale i sar 2010). 

Kada ovome dodamo ĉinjenicu da prisustvo antitela protiv BPI3 virusa u cirkulaciji  

nije garancija zaštite jedinki od sledeće infekcije drugim sojevima virusa PI3, jasno je 

da kontroli i suzbijanju parainfluence 3 kod goveda  treba posvetiti veću paţnju.  
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Sekvenciranjem izolovanih sojeva virusa PI3 goveda, moţe se odrediti prisustvo 

odreĊenih genotipova virusa kao i njihova srodnost sa već postojećim izolovanim 

sojevima  virusa PI3 u svetu. Mnogi autori su došli do iznenaĊujućih podataka koji su 

govorili u prilog tezi da virusi ne poznaju granice u svom širenju i da ne treba oĉekivati 

samo sojeve virusa PI3 koji su prisutni u zemljava bliskog okruţenja. Današnji vidovi 

komunikacije i transporta ljudi i ţivotinja, pogoduju lakom meĊunarodnom širenju 

virusa i izvesna podela svetskih regiona na osnovu prisusva odreĊenih genotipova 

virusa PI3 više nije aktuelna. Godinama se smatralo da je genotip B virusa PI3 prisutan 

jedino u Australiji, da Sjedinjene Ameriĉke Drţave i Japan imaju na svojoj teritoriji 

jedino genotip A i sliĉno. Novija istraţivanja dokazala su prisustvo genotipa B  u Juţnoj 

Americi, a nova istraţivanja sekvenciranja izolovanih virusa PI3 goveda u SAD 

dokazala su pristvo sva tri genotipa A, B i C na njihovoj teritoriji (Neil i sar.2015.). 

Konishi i sar. 2014. otkrili su prisustvo prvih izolata virusa PI3 genotipa C na teritoriji 

Japana. Ova nova saznanja imala su kao jednu od posledica kompletnu preformulaciju 

plana imunoprofilakse u Severnoj Americi, s obzirom na to da se dosadašnja 

vakcinacija protiv virusa PI3 obavljala samo protiv genotipa A. Wen i sar. 2012. su 

molekularnom karakterizacijom i to sekvenciranjem dela HN i M gena virusa PI3, 

ustanovili da autohtoni izlat NM09 ne pripada, kako se do tada smatralo, genotipu C već 

gentipu A.  Sliĉni rezultati dobijeni su i molekularnom karakterizacijom humanih sojeva 

virusa PI3 gde su autori iz Saudijske Arabije dobili viši stepen nukleotidne homologije 

domaćih sojeva sa sojevima dalekog istoka, nego sa virusima iz zemalja svog okruţenja 

sa bliskog istoka. Sekvenciranje i stepen nukleotidne homologije moţe dati odgovore na 

pitanja primarnog porekla sojeva virusa koji su prvobitno izolovani iz drugih 

ţivotinjskih vrsta, kao što je sluĉaj sa virusom PI3 goveda izolovanog i godinama 

pogrešno posmatranog kao virus PI3 svinja. Ovakvih primera ima mnogo u današnje 

vreme i zato je cilj ove doktorske disertacije da se uz pomoć identifikacije i molekularne 

karakterizacije domaćih izolovanih sojeva virusa PI3 goveda, ustanovi njihova 

genotipska pripadnost i definišu virusi PI3 sa kojima domaći izolovani virusi  pokazuju 

najviši stepen homologije u ispitanim sekvencama. 
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2. PREGLED LITERATURE 
 

Prvu izolaciju paramiskovirusa 3 goveda na podruĉju Bliskog istoka 

izvršili su Allawe i sar 2012. ispitujući briseve goveda sa respiratornim 

simptomima na sekundarnoj embrionalnoj kulturi tkiva bubrega goveda. U 

izolaciji virusa nije bilo mikroskopski vidljivog citopatogenog efekta u prve dve 

pasaţe. Tek petog dana inkubacije u trećoj pasaţi došlo je do pojave 

citopatogenog efekta sa zaokrugljivanjem ćelija, degeneracijom i odlepljivanjem 

ćelija sa podloge, pri ĉemu je bilo vidljivo stvaranje giganstskih ćelija odnosno 

formiranja sincicijuma. Sojevi virusa identifikovani su metodama 

virusneutralizacije sa domaćim hiperimunim  serumom protiv virusa PI3, testom 

direktne imunofluorescencije i heminhibicionim testom sa suspenzijom eritrocita 

zamorca. Došli su do zakljuĉka da su metode virusneutralizacija kao i 

imunofluorescencija znatno osetljivije metode u poreĊenju sa metodom 

heminhibicije za koju je potreban visok titar virusa za jednu hemaglutinacionu 

jedinicu. Rezultati istraţivanja su u skladu sa prethodnim ispitivanjima i 

rezultatima poreĊenja navedenih metoda. Na osnovu rezultata, zakljuĉili su da je  

metoda direktne imunofluorescecije tri puta osetljivija od metoda 

hemaglutinacije. 

U svom radu Almeida Vaucher i sar. 2008. ispitivali su mogućnost 

dijagnostike PI3 virusa goveda metodom konvencionalnog RT PCR u poreĊenju 

sa klasiĉnim virusološkim metodama. Kao pozitivnu kontrolu koristili su 

referentni soj SF4, a kao negativnu kontrolu koristili su ćelijsku liniju MDBK 

koja nije inokulisana virusom. Laboratorijsku izolaciju virusa izvršili su 

inokulacijom na ćelijskoj liniji MDBK, a potvrdu i identifikaciju virusa PI3 

goveda  metodom hemaglutinacije i direktne imunofluorescencije. Koristili su tri 

izolovana soja virusa PI3 poreklom iz Brazila i to dva izolovana iz nosnih 

briseva obolelih teladi, a treći soj bio je poreklom od sluĉajno inficirane-

kontaminirane ćelijske linije MDBK. Za direktnu imunofluorescenciju koristili 

su inokulisanu ćelijsku kulturu MDBK posle 72 sata inkubacije.  Preparate su 

fiksirali u apsolutnom acetonu 10 minuta, a inkubacija ispitivanog materijala sa 
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konjugatom trajala je 30 minta na 37°C. Posmatrali su rezultate pod 

fluorescentnim mikroskopom i kao pozitivnu kontrolu koristili soj SF4. Sve 

identifikovane izolovane viruse PI3 goveda i referentni soj ispitali su metodom 

konvencionalnog RTPCR-a koristeći prajmere iz konzervisanog dela genoma 

virusa PI3 hemaglutininsko-neuraminidaznog HN gena. U ispitivanju 

senzitivnosti metode postavljali su RT PCR reakciju sa razliĉitim razreĊenjima 

pozitivnog materijala poznatih titrova virusa izraţenim u jedinicama TCID/ml. 

Kao pozitivan rezultat PCR reakcije dobijali su proizvod veliĉine 1009 baznih 

parova. Ustanovili su da je osetljivost metode PCR na nivou 140 TCID50. U 

testu specifiĉnosti metoda PCR je pokazala 100% specifiĉnosti. Svi izolati BPI3 

uspešno su identifikovani metodom RTPCR i nijedan drugi virus koji je bio 

ispitivan sa navedenim prajmerima nije doveo do pozitivnog rezultata. RTPCR 

test bio je uraĊen sa tri izolata BPI3 iz Brazila, referentnim sojem SF4 virusa PI3  

i sa 5 razliĉitih paramiksovirusa i to: humani PI3 virus, virus štenećaka, Equine 

Influenza virus (soj H2N2), humani PI2 virus, Humani parainfluenca 1 virus i  

herpes virus goveda (BHV1). Iako je ispitivan mali broj uzoraka BPI3 virusa, 

autori su došli do zakljuĉka da je metoda RT PCR u potpunosti zadovoljila sve 

zahteve za detekciju terenskih sojeva virusa PI3 goveda, što je u saglasnosti sa 

prethodno dobijenim rezultatima kod ispitivanja upotrebne vrednosti RT PCR 

metode. 

Almeida Vaucher i sar. 2011. izvršili su karakterizaciju brazilskih 

terenskih izolovanih sojeva virusa PI3 goveda i izolovanog soja PI3 virusa iz 

kontaminirane ćelijske linije. Prvi soj virusa je izolovan iz kontaminirane 

ćelijske linije MDBK a ustanovljeno je i da je ćelijska linija PK15 takoĊe 

kontaminirana sa PI3 virusom goveda koji je kasnije takodje umnoţen i izolovan 

na nekontaminiranoj ćelijskoj liniji MDBK. Kao referentan soj virusa BPI3 

koristili su SF4 soj (USA), a izvršili su karakterizaciju dva soja virusa izolovana 

posle abortusa junica i  jedan soj pod oznakom „DIO“ koji je izolovan iz 

nazalnog brisa teleta. Za dobijanje sekvence uradili su RTPCR reakciju 

prajmerima za deo HN gena i za deo L gena. Svi brazilski sojevi koji su 

kontaminirali ćelijske linije, kao i terenski sojevi, imaju vrlo jasnu visoku  

nukleotidnu homologiju sa istom HN  sekvencom soja SF4. U Brazilu se, još od 
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1980. godine, koriste dve vakcine protiv virusa PI3 goveda proizvedene od SF4 

soja i to inaktivisana i atenuirana vakcina. Obe vakcine su na trţištu Brazila dugi 

niz godina pa se moglo posumnjati da su izolovani sojevi ustvari vakcinalni 

sojevi. MeĊutim, neke osobine svih ispitanih izolata i iz kontaminiranih ćelijskih 

linija i terenskih izolata, pokazuju izvesne razlike od originalnog SF4 soja, što 

jasno ukazuje na ĉinjenicu da se radi o terenskim sojevima. Kada su uporeĊivane 

dobijene sekvence dela L gena virusa PI3, one su imale nukleotidnu homologiju 

od preko 97% sa sojevima genotipa A i 84 do 89% nukleotidne homologije sa 

sojevima genotipa B. 

Abinati i sar. 1961. veštaĉkom infekcijom zamoraca referentnim 

humanim i goveĊim sojem virusa parainfluence 3 (sojevi HA1 i SF4), ustanovili 

su da je imuni odgovor izraţen  HI titrom,  CF testom (komplement fiksacija , 

reakcija vezivanja komplementa) i nivoom antitela (antitela u testu 

neutralizacije), barem 3 log2 viši prema homologom soju koji je korišćen za 

proizvodnju hiperimunog seruma, nego prema drugi ispitanim sojevima. Na ovaj 

naĉin se uvek moţe, na osnovu razlike u titru prema referentnom soju virusa, 

odrediti  koji je soj u pitanju (soj virusa koji je doveo do infekcije). 

Almajhdi i sar 2012 izvršili su molekularnu karakterizaciju izolata 

humanog PI3 virusa Saudijske Arabije i ustanovili da je najveća nukleotidna 

homologija ispitanih njihovih domaćih sojeva virusa PI3 sa indijskim, kineskim 

i japanskim sojevima. Iako je humani virus parainfluence 3 prisutan u celom 

svetu, najviši nivo nukleotidne homologije nije bio sa sojevima iz zemalja 

okruţenja, kao što su autori oĉekivali, već sa sojevima iz zemalja Dalekog 

istoka. 

Breker Klassen i sar. 1996. uporeĊivali su sekvence F i HN gena 

razliĉitih sojeva virusa PI3 goveda i utvrdili  povezanost fenotipa sa patogenošću 

sojeva. PCR metodom dobili su sekvence F i HN gena, a sekvenciranje su 

uradili direktnom metodom po Sangeru. Poredili su tri soja i to SF4, SK217 i 

910N soj. Sve virus su prethodno umnoţili na ćelijskoj liniji Vero, prateći 

pojavu sincicijuma i to kako broja jedara jednog sincicijuma, tako i broja 

sincicijuma po jedinici površine. Pokušali su da ustanove korelaciju patogenosti 
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virusa sa veliĉinom i brojem sincicijuma na osnovu hipoteze da su sojevi koji 

stvaraju veći broj višejedarnih sincicijuma u isto vreme i patogeniji. Ustanovili 

su da samo promene na F genu bez promena na HN genu ne dovode do 

povećanja patogenosti niti do pojave većeg broja višejeradnih sincicijuma. 

Patogenost se menja jedino genetskim promenama na oba gena, F i HN. F i HN 

glikoproteine omotaĉa poseduje veliki broj paramiksovirusa koji takodje stvaraju 

sincicijume. Virus PI3 goveda je prvi put izolovan 1959. godine. 

Bhattacharyya i sar. 2011. preporuĉili su modifikaciju metode za 

direktnu imunofluorescenciju nativnih ćelija kulture tkiva. Predoţili su zamenu 

formaldehida kao standardnog fiksacionog sredstva za kulturu tkiva, fiksacijom 

metanolom i acetonom na temperaturi od -20 st. C. Princip se zasniva na 

rehidrataciji, pri ĉemu se masnim rastvaraĉima odstranjuju masti i vrši trenutna 

precipitacija proteina. Oktilglikozid je supstanca koju su koristili kako bi se 

izbegao visok bekgraund koji se pojavljuje kod nekih antitela obeleţenih 

fluoresceinom. Nauĉnici smatraju da je brţe prenošenje ploĉice sa kulturom 

tkiva u aceton sa metanolom od velikog znaĉaja za dobijanje preciznije slike 

imunofluorescencije. Uzorci mogu stajati nedeljama u sredstvu za fiksaciju 

preparata na -20 st. C. TakoĊe, gotovi obojeni preparati mogu da se koriste 

nekoliko nedelja ako se ĉuvaju u mraku na sobnoj temperaturi bez hlaĊenja i 

zamrzavanja. 

Charlton i sar. su razmatrali potrebu za validacijom metode PCR i 

karakteristikama samog testa. Definisali su parametre za procenu osetljivosti 

detektabilnosti, taĉnosti analize, specifiĉnosti i robustnosti same PCR metode. U 

proceni specifiĉnosti PCR metode oni navode parametre kao što su  dizajn 

prajmera, „bekgraund“ signala DNK, uloga ukupne totalne koliĉine DNK i njene 

ĉistoće, uslovi izvoĊenja reakcije kao što su parametri termoprocesora ili sastav 

pufera. Kao indikatore umnoţavanja nespecifiĉnog produkta navode veliĉinu 

fragmenta koja se procenjuje na elektroforezi na gelu, visok „bekgaund“ signal u 

kome se nalazi oĉekujući proizvod, neoĉekivani bendovi kod pozitivnih i 

negativnih kontrola i fragmenti (proizvodi) oĉekivane duţine, ali koji se ne 

mogu iz materijala potvrditi drugim metodama, kao što su restrikcione analize i 



18 

 

dr. U proceni robustnosti PCR metode oni su razmatrali parametre kao što su 

koncentracija DNK samog uzorka, koncentracija prajmera, koncentracija Mg 

jona, temperaturni interval termosajklera ili prisustvo razliĉitih  komponenti u 

puferu. U proceni konzistentnosti rezultata, nauĉnici su razmatrali identiĉnost 

rezultata u sluĉaju promene laboratorije, promene laboratorijske opreme i 

promene ostalih uslova rada. 

Crandel i sar. 1974, su ispitivali uporednu patogenost i intenzitet 

citopatogenog efekta soja SF4 soja i Varijant VSF4 soja virusa parainfluence 3 

goveda. Varijant soj je nastao primarno od SF4 autohtonog terenskog 

izolovanog soja virusa PI3 goveda. Zakljuĉili su da VSF4 soj stvara brţi i 

obimniji citopatogeni efekat in vitro na kulturi tkiva MDBK od matiĉnog SF4 

soja. Postavili su eksperiment, umnoţili dovoljnu koliĉinu varijant VSF4 i 

matiĉnog SF4 soja na ćelijskoj liniji MDBK i uradili kontrolisanu veštaĉku 

infekciju teladi. Pratili su da li je varijant soj kao citopatogeniji in vitro takoĊe 

patogeniji za sluznicu traheje. Pre inokulacije prikupili su uzorke nazalnih 

briseva svih ţivotinja. Brisevi su bili od pamuka, uzeti iz obe nozdve sa grubljim 

trljanjem septuma i turbinata posle ĉega su brisevi potapani u 2 ml medijuma za 

ćelijske kulture. Brisevi su zamrzavani na -70°C do upotrebe. Telad su 

inokulisali sprejem intranazalno sa 0,2 ml virusne suspenzije titra 6,6 log 10  

TCID /ml. Izolaciju virusa iz nazalnog brisa inficiranih goveda obavljali su 

svakodnevno  postavljajući svaki bris na po 6 epruveta sa izraslom ćelijskom 

linijom i inokulišući po 0,2 µl filtriranog supstrata u kome je bio potopljen bris. 

Uspeli su da izoluju virus PI3 goveda u intervalu od prvog zakljuĉno sa ĉetvrtim 

danom posle infekcije. Virus nisu mogli izolovati ni iz jednog brisa sedmog ili 

ĉetrnaestog dana posle infekcije. Oba virusa SF4 i VSF4 posle inokulacije 

dovela su do blagog febrilnog stanja sa blagom hipersalivacijom kod inficiranih 

grla u eksperimentu. Simptomi su bili vrlo blago izraţeni. Samo u jednom 

sluĉaju došlo je do ozbiljnijih respiratornih simptoma gde je dokazano prisustvo 

bakterije iz roda Pasteurellla kao uzroĉnika sekundarne infekcije. Ustanovili su 

da varijant soj, iako ima izraţeniji citopatogeni efekat in vitro u poreĊenju sa 

matiĉnim SF sojem, nije patogeniji za telad  od matiĉnog soja virusa. 
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Coelingh i sar. 1986. ispitivali su konzervirane epitope hemaglutinin 

neuraminidaza proteina humanog i goveĊeg soja parainfluenca 3 virusa. 

Pripremili  su sekvence i poredili epitope  humanog i goveĊeg glikoproteina uz 

pomoć monoklonskih antitela prateći postojanje sliĉnosti i razlika u njihovoj 

graĊi. Ustanovili su da su epitopi na delu D i F kao i dva mesta na delu A, HN 

glikoproteina humanog soja virusa PI3, iako vrlo konzervisana, identiĉna sa 

istim epitopima goveĊeg HN glikoproteina. Sliĉnost izmedju HN proteina 

humanog PI3 i Pi3 virusa goveda mnogo je veća nego izmeĊu humanog HN 

proteina i HN proteina Sendai virusa. 

Dong i sar. 2012. ispitivali su mogućnost pronalaţenja laboratorijskog 

modela za istraţivanje virusa PI3 goveda iz genotipske grupe B i C. Do tada nije 

bilo poznato da i jedan soj iz navedenih serotipskih grupa moţe inficirati 

laboratorijske ţivotinje. Samo virusi BPI3 serotip A mogli su se umnoţavati na 

laboratorijskim ţivotinajma. Uradili su eksperimentalnu infekciju laboratorisjkih  

miševa sojem  SD0835 koji je referentan soj genotipske grupe C virusa BPI3. 

Uspeli su da dobiju izraţenu kliniĉku sliku respiratorne infekcije kod inficiranih 

miševa, a kao dokaz potvrdili su prisustvo virusa BPI3 metodom direktne 

imunofluorescencije u tkivu traheje i pluća inficiranih miševa. Ovim 

eksperimentom omogućena su detaljnija ispitivanja patogeneze virusa BPI3 

serogrupe C u budućnosti. 

Eberkle i sar. 2015. sekvencirali su kompletan genom virusa 

parainfluence 3 koji je izolovan iz delfina sa poremećajima respiratornog trakta. 

Prvobitno je navedeni izolovani soj bio svrstan u posebnu grupu PI3 virusa, na 

osnovu relativno niske homologije prve ispitane sekvence genoma navedenog 

izolovanog soja sa ostalim poznatim sojevima virusa PI3. Eberkle i sar. su 

uradili kompletno mapiranje i sekvenciranje celog genoma i ustanovili visoku 

homologiju rasporeda nukleotida svih 6 gena sa izolatima PI3 virusa goveda 

genotipske grupe B. Na osnovu molekularnih analiza, autori su predloţili 

svrstavanje soja virusa PI3 delfina u sojeve virusa PI3 goveda i to u genotipsku 

grupu B. 
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Elazhary i sar. 1979. ispitivali su stabilnost virusa BPI3 u aerosolu i 

nazalnim brisevima obolelih jedinki. Pratili su uticaj vremena, temperature, 

vlage i medijuma u kome se nalazi virus PI3. Ispitivanja su izvršili u podlogama 

Eagle MEM i nazalnom aerosolu zdravih neinficiranih jedinki. Pratili su titar 

virusa PI3 u sredini sa vlagom od 30 do 90% na tempraturama od 6 i 32 °C, u 

vremenu od nekoliko minuta posle uzimanja uzorka do naredna tri sata. 

Rezultati ukazuju na veliki znaĉaj pravilnog uzimanja, ĉuvanja, vremena i 

naĉina transporta uzoraka briseva sa virusom  PI3 do laboratorije. Na 32°C,  

brisevi koji su bili u E MEM-u gubili su na tiru virusa 1,3 log 10 u roku od 7 

minuta, do gubitka od 4,2 log10 TCID 50 u roku od 3 sata od uzorkovanja. Na 

6°C pad titra bio je 0,4 log 10 TCID u roku od 7 minuta do pada titra od 1,6 log 

10 TCID u roku od 3 sata. Ako se virus nalazio u aerosolu zdravih ţivotinja kao 

svom prirodnom medijumu, titar virusa opadao je 3,6 log 10 TCID na 32°C u 

roku od 3 sata. U istom vremenskom intervalu, na temperaturi od 6°C pad titra 

je izonosio: sa 4,9 log10 TCID50% na 3,1 log10 TCID50%. Rezultati ukazuju na 

veliki znaĉaj temperature i vremena koje protekne od uzorkovanja do dolaska 

uzorka u laboratoriju. Znaĉaj procenta vlaţnosti je mali kod ĉuvanja i transporta 

uzoraka  na niskim temperaturama, ali ima veliki znaĉaj na višim temperaturama 

transporta briseva jer se virus BPI3 posle tri sata nije mogao izolovati kada je 

transportovan i ĉuvan na 32°C, pri procentu vlage do 90%. Zakljuĉili su da se 

brisevi moraju ĉuvati na temperaturi hladnjaka od 2-8°C i transportovati u 

laboratoriju u što kraćem roku. Poznato je da virusi lakše zadrţavaju svoju 

vitalnost i stabilnost na niskim temperaturama i u kraćim vremenskim 

intervalima. Ipak, ovo je prvi dokaz da virus PI3 moţe izgubiti i 5 log10 TCID50% 

za 3 sata na temperaturi od 32°C, pri vlaţnosti od 90%.  

Fulton i sar. 2012. razmatrali su parametre kvaliteta laboratorijskih 

testova u dijagnostici oboljenja respiratornog sindroma goveda, kao i postojanje 

standardnih metoda u dijagnostici virusnih bolesti. Potpuna dijagnostika u 

veterinarksoj medicini trebalo bi da obuhvata tri aspekta i to: definiciju 

makroskopskih i mikroskopskih promena zahvaćenih organa, definiciju 

etiološkog agensa i faktore koji su doprineli razvoju bolesnog stanja (deficiti u 

ishrani, uslovi sredine i dr.). U laboratorijskim metodama koje se koriste u 
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dijagnostici virusa kao najvaţnijih uzroĉnika respiratornog sindroma goveda, 

navodi se da je virusneutralizacioni test najĉešći test koji se koristi i da, i dalje, 

predstavlja zlatni standard u dijagnostici virusnih bolesti onih izazivaĉa koji 

stvaraju citopatogeni efekat na kulturi tkiva ili ćelijskoj liniji. Pored njega, 

koriste se i hemaglutinacija sa heminhibicijom kao i ELISA test, mada su 

navedene metode u široj upotrebi kod imunološko-seroloških analiza.  Izolacija 

virusa je i dalje najĉešće upotrebljavana laboratorijska metoda u postavljanju 

dijagnoze respirtatornog sindroma goveda, mada treba imati u vidu da nisu svi 

virusni uzroĉnici i citopatogeni (acitopatogeni sojevi BVD virusa) te da se 

navedena metoda ne moţe koristiti samostalno, već je potrebna potvrda i 

identifikacija agensa ĉak i kada postoji prisutan CPE. Identifikacija se najĉešće 

obavlja testom  virusneutralizacije ili metodom direktne imunofluorescencije. U 

svakom sluĉaju, sama izolacija virusa traje minimum 7 dana u jednoj pasaţi, a 

potrebno je uraditi 3 pasaţe ukoliko se ne pojavljuje vidljiv citopatogeni efekat u 

prve dve pasaţe. Trajanje izolacije virusa je predugo pa koristi od ovakve 

dijagnoze gube na znaĉaju kada se posmatra ekonomski, ali i terapeutski aspekt 

u veterinarskoj medicini i stoĉarstvu. Metoda direktne imunofluorescence je 

brza, osetljiva i specifiĉna metoda u virusologiji, ali ima nedostatak što sam 

preparat ima ograniĉen vek trajanja i što je ĉesto neophodna primarna izolacija 

na kulturi tkiva. Ovakvi preparati se ne mogu poslati na potvrdu u neku drugu 

laboratoriju niti ĉuvati duţe vreme. Razvoj molekularnih metoda doveo je do 

mogućnosti brzog postavljanja precizne dijagnoze. Molekularne metode ne 

zahtevaju toliko vremena niti preciznosti i iskustva u radu kao metode sa 

kulturom tkiva i ćelijskim linijama. Danas su najviše u upotrebi polimeraza 

lanĉane reakcije bazirane na gel elektroforezi (konvencionalni PCR, multiplex 

PCR) ili modifikovane kao polimeraza lanĉana reakcija ĉitana u realnom 

vremenu (real time PCR ). Sve PCR reakcije zasnivaju se na umnoţavanju dela 

genoma virusa na koji je postavljena sumnja i to uz pomoć visoko specifiĉnih 

prajmera (delova genoma odnosno gena, koji se sastoje od 18 do 22 nukleotida u 

rasporedu karakrteristiĉnom samo za traţeni rod, vrstu ili serotip (serovar) 

virusa). Serološke metode su manje u upotrebi kad je reĉ o dijagnostici 

respiratornog sindroma goveda, pošto je ustanovljeno da prisustvo specifiĉnih 
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antitela protiv nekih uzroĉnika ne dovodi do zaštite od infekcije istim 

uzroĉnikom (primer za ovu tvrdnju je  upravo virus parainfluence 3 goveda). 

Frederick, Paul, Gibbs, 2000. u svom delu ’’Veterinarska virusologija’’ 

(3. izdanje) iznose sledeće podatke vezane za rod paramiksovirusa i 

parainfluencu 3 goveda. Familija Paramyxoviridae zajedno sa familijama 

Rhabdoviridae, Filoviridae i Bornaviridae formiraju red Mononegavirales. Red 

je ustanovljen na osnovu filogenetskih sliĉnosti koje se ogledaju u 

konzerviranim genomskim domenima, sliĉnoj strategiji ekspresije gena i 

replikaciji. Svi virusi su sa omotaĉem i imaju peplomere. Paramyxovirusi imaju 

genom koji se sastoji od jednog negativnog lanca RNA veliĉine od 15 do 16 

kilobaza. Peplomere se sastoje od dva proteina, hemaglutinin neuraminidaza HN 

i fuzionog proteina F. Vezivanje za ćeliju domaćina odigrava se preko HN 

proteina koji izaziva proizvodnju najvećeg broja antitela i smatra se 

najznaĉajnijim imunogenom virusa za humoralni odgovor domaćina. Za 

efikasnost vakcine neophodno je da on izaziva stvaranje antitela  protiv HN i 

protiv F protein virusa. Fuzioni protein je najodgovorniji protein za vezivanje i 

ulazak virusa u ćeliju. Njegov inaktivni oblik prelazi u aktivni samo ukoliko 

ćelija domaćina poseduje odgovarajuću proteazu. Ukoliko ćelja domaćina ne 

poseduje odgovarajuću proteazu, virus ostaje neinfektivan za ćeliju domaćina.  

Familija Paramyxovirusa je podeljena u subfamilije Paramyxovirinae i 

Pneumovirinae. A subfamilija Paramyxovirinae se sastoji od rodova 

Respirovirus, Rubelavirus i Morbilivirus. Genom Respirovirusa, pa samim tim i 

Parainfluenca virusa 3 goveda, sastoji se od NP, P, M, F, HN I L gena. Najveći 

gen je L (large) gen koji se sastoji od preko 6000 nukleotida lanca RNA. 

Nukleoprotein NP ima funkciju u stabilizaciji i zaštiti genoma i njegove 

transkripcije. L I P proteini imaju funkciju  transkriptaze i uĉestvuju aktivno u 

transkripciji genoma RNA. M je matriks protein i ima znaĉajnu ulogu u 

stabilnosti viriona. Virus parainfluence 3 izaziva poremećaj gornjih partija 

respiratornog trakta, groznicu, depresiju, dispnoju, kašalj i hipersalivaciju. 

Bolest najĉešće prolazi sama od sebe bez leĉenja za 3 do 4 dana bolovanja, 

ukoliko ne dodje do sekundarnih infekcija. Ipak, u nekim okolnostima i bez 

sekundarnih infekcija moţe nastati intersticijalna pneumonija.  Razvoju bolesti 
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pogoduju loši higijenski uslovi, prenaseljenost, loša ventilacija, loša ishrana, 

transport i ekstremni klimatski uslovi. Prebolele jedinke imaju dosta jak 

humoralni imuni odgovor  koji se ogleda u visokom nivou antitela odgovornih 

za heminhibiciju, neuraminidaznu inhibiciju i neutralizaciju. Uloga celularnog 

imunog odgovora nije do kraja razjašnjena. Imuni odgovor je kratkog veka i 

prebolele jedinke mogu ponovo oboleti posle nekoliko meseci. Za dijagnostiku 

kao najpodesniji materijal smatra se nazalni bris uz koga se virus izoluje u 

intervalu od nultog do sedmog ili najkasnije devetog dana od pojave prvih 

simptoma. MeĊu virusima koji spadaju u rod Repirovirusa najpoznatiji 

predstavnici su virus parainfluence goveda, pseći parainfluenca virus 2, mišiji 

parainfluenca virus (Sendai) i humani virus parainfluenca 3. Virus PI3 se 

umnoţava u citoplazmi i inkluzije se nalaze samo u njoj, a kasnije i u jedru.  

Virion se sastoji od heliĉnog simetriĉnog nukleokapsida oblika riblje kosti  

duţine 600 do 800 nm i širine 18 nm.  

Guţvić 2013. je priredio pregled istorijata sekvenciranja DNK i došao do 

zakljuĉka da je razvijena već ĉetvrta generacija sekvenciranja i da nauka u ovoj 

subdisciplini primenjene genetike takvom brzinom napreduje da ne iskljuĉuje 

mogućnost pojave novih metoda sekvenciranja pre samog objavljivanja rada.  Za 

sekvenciranje humanog genoma bilo je potrebno 15 godina primarnim 

metodama sekvenciranja dok se isti posao danas moţe završiti za nekoliko sati 

metodama treće generacije sekvenciranja. Cena sekvenciranja pre nekoliko 

godina bila je mnogostruko veća u poreĊenju sa aktuelnom cenom za isto 

sekvenciranje novijim metodama. Prva generacija sekvenciranja obuhvata 

hemijsko vezivanje i Sanger metod sekvenciranja. Hemijsko vezivanje je metoda 

koja je brz napuštena zbog  neophodnosti korišćenja nekih hemikalija koje su 

veoma jaki neurotoksini (hidrazin), a uz to bila je potrebna velika koliĉina DNA 

s obzirom na to da se metoda morala uraditi kroz ĉetiri ili osam reakcija. Sanger 

metod sa korišćenjem dideksinukleotida i danas je aktuelna i izvodi se u jednoj 

reakciji. Mogućnost automatizacije Sagner metode sa dideoksiterminalnim 

nukleotidima koji su obeleţeni razliĉitim bojama, ubrzalo je i znatno pojeftinilo 

sam proces sekvenciranja. Ova metoda korišćena je i kod prvog kompletnog 

sekvenciranja jednog bakterijskog genoma Haemophylus influenzae, prvog 
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eukariotskog genoma Sacharomyces cerevisiae i sl. Umesto radioaktivnih 

izotopa korišćene su fluorescentne boje, a automatizacija i veća brzina reakcije 

omogućeni su korišćenjem kapilare umesto gela pri ĉitanju reakcije. I danas se 

automatizovano direktno sekvenciranje po Sangeru smatra zlatnim standardom u 

sekvenciranju. Druga generacija sekvenciranja obuhvata 454 sekvenciranje sa 

luciferazom-ATP, Ilumina sekvenciranje i SOLiD. Treća generacija 

sekvenciranja obuhvata “jon torent”, “single molecule real time (SMRT)” 

sekvenciranje, a ĉetvrta generacija obuhvata metode sekvenciranja koja se 

naziva “nanopore” sekvenciranje. 

Greenberg i sar 2005. ispitivali su vakcinu protiv parainfluence 3 kod  

ljudi koja je bila pripremljena od goveĊeg soja virusa PI3. Prethodno je 

dokazano da je u testu na primatima vakcina pripremljena od goveĊeg PI3 soja 

štitila vakcinisane jedinke. Virus humane parainfluence je drugi izazivaĉ 

bronhiolitisa i pneumonije kod dece (odmah posle respiratornog sincicijalnog 

virusa). GoveĊi parainfluenca virus 3 je već bio u kliniĉkim ispitivanjima kao 

ţiva intranazalna vakcina za zaštitu dece od infekcije humanim sojevima virusa 

parainfluence 3. Kao antigen korišćen je Kanzas 15626/84 soj virusa koji je 

umnoţen na MDBK ćelijskoj liniji. Vakcinisana su deca starosti od dva meseca, 

a vakcinacija je ponovljena u ĉetvrtom, šestom i dvanaestom mesecu ţivota. 

Dokazano je da je vakcina imunogena i bezbedna za upotrebnu kod dece. 

 

Gafer i sar. 2009. izvršili su izolaciju i identifikaciju soja virusa PI3 kod 

ovaca i koza koristeći referentni soj PI3 viruisa goveda, kao i specifiĉan 

hiperimuni serum protiv virusa PI3 goveda. U karakterizaciji virusa koristili su i 

konvencionalnu RT PCR metodu i to sa prajmerima konzerviranog dela F gena 

BPI3 genoma virusa goveda. Ispitali su 125 nosnih briseva ovaca i koza koje su 

imale simptome respitratornog oboljenja. U tri sluĉaja uspeli su da izoluju virus 

PI3 iz ispitujućeg materijala ovaca kao i iz referentnog soja virusa PI3 goveda. 

Umnoţavanje virusa su uradili na ćelijskoj liniji MDBK, po standardnoj 

proceduri, i citopatogeni efekat svih izolata su dobili u trećoj slepoj pasaţi. 

Izolate su identifikovakli metodom virusneuralizacije, hemaglutinacije, kao i 
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metodom direktne imunofluorescencije. Nešto slabiji rezultati u testu 

hemaglutinacije nastali su usled potrebe za visokim titrom virusa koji je 

potreban za jednu hemaglutinacionu jedinicu, odnosno zbog slabije osetljivosti 

same laboratorijske metode. Test neutralizacije virusa izvršili su sa hiperimunim 

serumom protov virusa PI3 goveda koji su nabavili iz Ajove SAD  (Iowa, USA). 

U molekularnoj identifikaciji sojeva virusa PI3 koristili su metodu RT PCR  i 

prajmere za F gen PI3 virusa goveda, koje je koristio Lion i sar. 1997.  

Uspešnost seroloških metoda ukazuje na veliku genetsku podudarnost izmeĊu 

virusa sojeva PI3 goveda i ljudi, i PI3 ovaca i koza. Metodom RT PCR dobili su 

PCR proizvod koji ima istu duţinu od 400 baznih parova koja se dobija sa istim 

prajmerima u pretrazi goveĊih sojeva PI3 virusa. Rezultate RT PCR reakcije su 

ĉitali na 1,5% agaroza gelu sa etidijum bromidom. 

Gale C. i sar. 2010. u svom radu o ulozi Parainfluenca virusa 3 kod 

goveda, navode nekoliko podataka vezanih za raširenost i profilaktiĉnu zaštitu 

protiv virusa PI3 goveda. Na trţištu se mogu naći ţive atenuirane vakcine protiv 

PI3 goveda kao i inaktivisane vakcine. Atenuirane vakcine se ne smeju  

aplikovati gravidnim jedinkama zbog mogućnosti abortusa. Preporuĉuje se 

inaktivisana vakcina. Iako inaktivisana vakcina sporije stvara imunitet, 

poţeljnija je i sigurnija. Atenuirana vakcina stvara imunitet ranje, ali se ona 

moţe aplikovati samo pre pojave bolesti, simptoma i već prisutnog uzroĉnika. 

Junice koje su vakcinisane inaktivisanom vakcinom pokazale su veću zaštitu od 

kontrolne grupe i nakon prirodne infekcije, a samo 6,6% vakcinisanih jedinki je 

zahtevalo tretman. U grupi nevakcinisanih jedinki leĉenje je bilo potrebno kod 

36,6% jedinki. Kod upotrebe atenuirane vakcine ustanovljeno je smanjenje 

intenziteta simptoma respitatornih infekcija posle prirodne inficiranosti virusom 

PI3. U grupi vakcinisanih jedinki bilo je moguće izvršiti izolaciju virusa u 38% 

sluĉajeva, dok je u nevakcinisanoj grupi jedinki izolacija uspela u 63% 

sluĉajeva.  Osnovni zakljuĉak je da vakcina dovodi do boljitka u smislu procenta 

zaštite od bolesti i smanjenja intenziteta simptoma u kliniĉkoj slici, ali isto tako 

da vakcina ne štiti 100% od infekcije BPI3 virusom ni kod jedne starosne 

kategorije, bilo da se koristi inaktivisana ili atenuirana vakcina.  
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Ghram i sar. 1998. ispitali su kliniĉki i imunološki odgovor goveda na 

veštaĉku infekciju virusom IBR (BHV1) i PI3 virusa goveda. Ustanovili su da u 

mešanoj infekciji kliniĉka slika ima jaĉe izraţene simptome, dok u jednostrukoj 

veštaĉkoj infekciji virusom PI3 simptomi nisu ni prisutni kod svih inficiranih 

jedinki (asimptomatska, subkliniĉka infekcija). TakoĊe, ustanovljeno je da imuni 

odgovor kasni kod kombinovane infekcije IBR i PI3 virusima i da je znaĉajno 

niţi nivo antitela na oba virusa nego kod teladi inficiranih samo IBR virusom ili 

samo BPI3 virusom. U veštaĉkoj infekciji sva telad bila su slobodna od PI3 

virusa nultog dana. Virus PI3 mogao je da se izoluje iz nazalnog brisa od prvog 

do šestog dana posle infekcije, ali  i 13., 16. i 23. dana posle infekcije, od teladi 

koja su inficirana obema virusima. Od teladi koja su inficirana samo PI3 

virusom, virus PI3 je mogao da se izoluje do 11. dana iz nazalnog brisa i 23. 

dana posle infekcije. Titar antitela protiv PI3 virusa kod teladi inficirane samo 

virusom PI3 mogao je da se detektuje ELISA testom tek 23. dana posle 

infekcije. Nivo serumskog kortizola bio je povećan kod teladi inficirane obema 

virusima. Nivo koritizola kod teladi inficirane samo PI3 virusom bio je viši nego 

kod teladi inficirane IBR virusom.  

U svom radu na identifikaciji više domaćih izolata virusa parainfluence 3 

goveda, Horwood i sar. 2008. dolaze do zakljuĉka da postoje dve razliĉite 

serogrupe virusa PI3 goveda. Ispitujući kompletan genom nekih sojeva koje su 

prethodno izolovali, kao i sekvence PCR reakcije koje su dobili korišćenem  

prajmera RspV1 i MR2 iz konzerviranog dela genoma koji kodira M (matriks) 

protein, došli su do zakljuĉka da tri izolata imaju nukleotidnu podudarnost višu 

od 92% u celom genomu, što je u saglasnosti sa ispitivanjem nukleotidnih 

razlika izmeĊu humanih sojeva. MeĊutim, ispitivanjem sekvence koja kodira M 

protein u sedam ispitivanih sojeva ustanovili su signifikantnu razliku meĊu 

njima koja ih svrstava u genotipsku grupu A i genotipsku grupu B virusa PI3 

goveda. Tri soja su pokazala podudarnost sekvence sa referentnim Kanzas sojem 

(pripadnik genotipa A) od 93%, dok ostala ĉetiri izolata imaju podudarnost sa 

istim sojem u 83,9 do 84,5%. Podudarnost u nukleotidnoj sekvenci izmeĊu ĉetiri 

navedena soja bila je veća od 98,5 što ukazuje na ĉinjenicu da pripadaju drugoj 

antigenoj grupi B koja je do sada ustanovljena samo na teritoriji Australije. 
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Jedan od navedena ĉetiri ispitana izolovana soja pod oznakom  Q5592 imao je 

najveći genom meĊu PI3 virusima od 15498 i duţi je za 18 nukleotidnih baza od 

do sada najvećeg genoma soja N910. Postoji mogućnost da je genotip B virusa 

PI3 nastao od sojeva koji su prešli sa druge vrste i postali infektivni agens za 

goveda. Poznato je da PI3 virus moţe inficirati razliĉite vrste klase vertebrata 

kao što su  ljudi, ovce, bizoni, koze, zamorci i kamile. Navedene vrste infekcija 

već su dokazane kroz mnoga istraţivanja te je poznato da zamorci mogu oboleti 

od humanih sojeva PI3, ljudi od goveĊih sojeva, a goveda od sojeva PI3 virusa 

ovaca i koza. Ova tvrdnja predstavlja osnovu za hipotezu da je B serogrupa 

sojeva  PI3 virusa goveda ustvari skup PI3 virusa koji su primarno bili infektivni 

agensi za drugu ţivotinjsku vrstu. Filogenetska analiza uraĊena je pomoću 

programa MEGA 3.1. 

Horwood i sar. 2011. ispitali su osetljivost odnosno limit detekcije 

virusa PI3, IBR i BVD u multipleks reakciji real time RT PCR, u poreĊenju sa 

klasiĉnim RTPCR reakcijom kojom se dokazuje samo jedan virus (singleplex 

rekacija). Ustanovili su da se sva tri virusa mogu uspešno dijagnostikovati 

multipleks RTPCR reakcijom i da je stepen detekcije multiplex i singleplex 

RTPCR reakcije potpuno isti za iste titre virusa. Za reakciju multiplex TRPCR 

za tri razliĉita virusa nije bio potreban viši titar virusa u poĉetnom materijalu u 

odnosu na titar virusa poĉetnog materijala za RT PCR reakciju koji detektuje 

samo jedan virus. 

 

Intisar i sar. 2010. godine izvršili  su izolaciju goveĊeg PI3 virusa, kod 

kamila sa simptomima pneumonije u Sudanu. Prikupili  su uzorke od 273 kamile 

sa izraţenom pneumonijom na ĉetiri razliĉite lokacije (klanice) i testirali uzorke  

metodom Ag Elisa testa, izolacijom virusa i RTPCR reakcijom sa prajmerima za 

otkrivanje dela F gena koji kodira F fuzioni protein virusa BPI3. Od 273 uzorka, 

u šest uzoraka je potvrĊeno prisustvo virusa PI3 što iznosi 2,1%. 

Oligonukleotidne prajmere koje su koristili dizajnirao je Lyon 1997. godine i oni 

su odabrani iz dela konzervisanog dela gena za F protein PI3 virusa goveda. RT 

PCR proizvod se sastojao od 400 bp (baznih parova). Viruse su izolovali i 
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umnoţavali na ćelijskoj liniji MDBK metodom adsorbcije na izrasloj ćelijskoj 

liniji u trajanju od 90 minuta, nakon ĉega je višak inokulata odliven, a podloga 

za rast zamenjena podlogom za odrţavanje. Ţetva je obavljena tek 8. do 10. dana 

inkubacije kada je citopatogeni efekat bio izraţen na 80% ćelija MDBK. 

Jolly i sar. 1965. ustanovili su da infekcija virusom  PI3 goveda moţe 

dovesti do teţih pneumonija i bez komlikovane sekundarne infekcije. 

Bronhiolitis i pneumonija su dokazani u nekoliko eksperimenata. U 

histopatološkom nalazu ovih pneumonija preovlaĊuje izrazita dilatacija i 

kongestija intraalveolarnih krvnih sudova. Alveole i bronhiole sadrţe razliĉitu 

koliĉinu proteinskog eksudata i ćelija, i to preteţno makrofaga, ali i 

polimorfonukleara. Karakteristiĉan nalaz predstavlja veliki broj acidofilnih 

inkluzionih telašaca u alveolarnim makrofagima, bronhijalnom i alveolarnom 

epitelu. Mortalitet obolelih od PI3 virusa goveda je relativno nizak, ukoliko ne 

dolazi do sekundarnih bakterijskih infekcija.  

U ispitivanju antigenskih varijacija goveĊih i humanih sojeva virusa 

Parainfluence 3, Klippmark i sar. 1990. godne definisali su podudarnost 

epitopa na ĉetiri razliĉita proteina i to tri humana i šest goveĊih sojeva virusa 

parainfluence 3. Sojevi su ispitivani uz pomoć 60 monoklonskih antitela. Panel 

monoklonskih antitela koje su koristili bio je pripremljen prema epitopima  na  

HN, F, N i M proteinima virusa parainfluence 3. Svaki soj je karakterisan uz 

pomoć ELISA testa i hemaglutinacionog testa. Ustanovljene su najveće razlike 

izmeĊu epitopa na HN proteinu humanih i goveĊih sojeva. Jedan epitop F 

proteina i N porteina se takoĊe razlikuje kod humanih sojeva i goveĊih sojeva 

virusa PI3. Na osnovu rezultata, goveĊi izolati PI3 virusa smatraju se 

meĊusobno homolognim i razliĉitim od humanih sojeva virusa PI3. Dva 

glikoproteina imaju odluĉujuĉu ulogu u zaštiti od infekcije virusom 

Parainfluence i to su HN i F protein. Od 20 monoklonskih antitela za epitope N 

proteina humanog PI3 virusa, dvanaest reaguje sa svim humanim  i goveĊim 

sojevima virusa. Jedanaest od šesnaest monoklonskih antitela za epitope M 

proteina humnanog  PI3 virusa,  reaguje sa svim  humanim i goveĊim sojevima 

virusa. Nalazi ukazuju na visoku konzerviranost proteina F i M meĊu goveĊim i 
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meĊu humanim sojevima virusa. Na osnovu ovakvih rezultata moţe se zakljuĉiti 

da imunizacija ljudi goveĊim sojem virusa PI3   moţe dovesti do produkcije 

vaţnih antitela, ali imunizacija ljudi humanim sojem provociraće stvaranje 

ĉitavog spektra neuralizujućih antitela protiv humanog PI3 virusa i dati 

kompletniju imunološku zaštitu.  

U svom istraţivanju Kawakami i sar. 1966. uspeli su da izoluju virus 

BPI3 ne samo iz nosnih briseva, već i iz mleka inficirasnih krava. Ukupno su 

izolovali 37 razliĉitih sojeva virusa PI3 goveda, a ispitivanjem 50 uzoraka mleka 

od krava sa respiratornim simptomima, uspeli su da izoluju virus PI3 iz 14 

uzoraka. Mesec dana kasnije od istih krava virus PI3 je izolovan samo iz jednog 

uzorka mleka od 32 pregledana uzorka. Istog dana je poĉela izolacija virusa PI3 

od ostih grla iz nazalnih briseva i ni u jednom sluĉaju nije izolovan virus PI3.  

Kod svih grla kod kojih je uspela izolacija virusa PI3 iz mleka, ustanovljen je  

znaĉajno povećan broj somatskih ćelija u mleku, što ukazuje na mogućnost 

inflamatornog procesa. Svi sojevi virusa PI3 iz mleka identifikovani su 

metodom virusneutralizacije sa hiperimunim serumom protiv virusa PI3 goveda. 

Izolacija virusa na ćelijskoj liniji uspela je tek u drugoj pasaţi i to izmeĊu šestog 

i devetog. dana inkubacije. Izolati su doveli do citopatogenog efekta na ćelijskoj 

liniji embrionalnog bubrega teleta, ali ne i na ćelijskoj liniji bubrega majmuna. 

MeĊutim ispitivanjem supernatanta ćelijske linije bubrega majmuna, ustanovljen 

je visok titar virusa PI3, iako nije došlo do mikroskopski vidljivog oštećenja 

ćelija.  

Komatsu i sar. 2007. dokazali su da P gen paramiksovirusa dovodi do 

stvaranja proteina koji je antagonist interferonu i na taj naĉin izazivaju 

imunosupresiju. Virusni proteini koji su odgovorni za antagonizam prema 

interferonu razliĉiti su kod razliĉitih paramiksovirusa. Nauĉnici su ispitali 

upravo supresivno odnosno antagonistiĉko delovanje proteina goveĊeg 

paramiskovirusa 3 prema interferonu beta. Dokazali su da P gen produkuje C i V 

protein koji supresuje RNA koja stimuliše produkciju interferona beta. V prorein 

direktno blokira signal za aktivaciju gena za produkciju interferona beta. Protein 

C paramiksovirusa 3 goveda i Sendai virusa umereno dovode do supresije 
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proizvodnje interferona beta inhibirajući molekul koji je izazivaĉ i okidaĉ 

aktivacije proizvodnje interferona beta.  

 

Konishi i sar. 2014. izvršili su genomsku karakerizaciju prvog soja 

virusa BPI3 iz Japana, koji pripada genotipskoj grupi C. Postojeći izolat HS9 

potvrdili su RTPCR reakcijom sa prajmerima za P gen koji je kreiran prema  

genotipu soja 910N. Dobili su pozitivan nalaz prisustva genoma virusa PI3 i 

dobijeni produkt su sekvencirali. UporeĊivanjem sekvence PCR produkta iz P 

gena sa ostalim sekvencama iz baze gena, ustanovili su visok nivo homologije 

soja HS9 sa kineskim serotipom SD0835 koji se smatra referentnim 

predstavnikom genotipske grupe C virusa BPI3. Sledeće ispitivanje uradili su sa 

devet pari prajmera koji su kreirani prema genotipu soja SD0835. Dobijene 

sekvence su poredili sa ostalim sekvencama iz baze i utvrdili da ceo genom 

japanskog soja HS9 ima isti broj nukleotida kao i SD 0835 i da je šest nukleotida 

kraće od prvog serotipa 910N, koji su koristili za poreĊenje. Homologija 

genomskih sekvenci HS9 izolata sa sojem SD0835 iznosila je 98%, dok je sa 

sojem 12Q061 iznosila 98,5%. Nizak nivo homologije novog japanskog soja 

HS9 u P sekvenci gena prve RTPCR reakcije, ukazuje na potrebu menjanja 

protokola i prajmera koji se koriste za detekciju virusa BPI3 u Japanu, jer 

korišćeni prajmeri za P gensku sekvencu kreirani prema soju 910N neće 

detektovati sve virusne izolate sa niskim procentom nukleotidne homologije u 

identiĉnoj sekvenci.  

Lazić Sava i sar. u svojoj studiji o virusnim infekcijama teladi u 

neonatalnom periodu, razmatraju faktore stresa i mikroorganizme koji uĉestvuju 

u nastanku respiratornog sindroma teladi. Kao najĉešće faktore stresa koji  

izaizivaju respiratorni sindrom, navode ambijentalnu temperaturu, vlagu, 

prašinu, gasove, zamor, gladovanje, ţeĊ i deficit u ishrani goveda. Ovi faktori 

dovode do primarne respiratorne virusne infekcije meĊu kojima je i virus PI3 

goveda. Lazić i sar. navode da je eksperimentalno dokazano da virus PI3 goveda 

dovodi do smanjenja ekspresije Fc i C3b receptora na alvelarnim makrofagima, 

što znaĉajno smanjuje sposobnost fagocitoze, a time dovodi i do imunosupresije. 
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Infekcija virusom parainfluekce 3 dovodi do pojaĉanih kontrakcija glatke 

muskulature disajnih puteva što mehaniĉki olakšava kolonizaciju pluća mnogim 

patogenim bakterijama. Bakterije koje se pojavljuju kao sekundarni etiološki 

agensi transportne groznice su najĉešće Mannheimia haemollityca, Pasteurella 

multocyda, Hoemophilus somnis, Arcanobact. pyogenes, Staph. aureus i 

Staphylococcus pneumoniae. Kao sekundarni agensi infekcije respiratornog 

sindroma goveda navode se i mnoge mikoplazme kao što su: M. bovis,  M 

dispar,  M hyorhinis,  M bovirhinis, kao i  neke vrste hlamidija. 

Lyon i sar. 1997. utvrdili su prisustvo virusa Parainfluence tip 3 kod 

ovaca obilelih od visna maedi virusa i to sa prajmerima za F gen koji su 

dizajnirani za otkrivanje virusa PI3 kod goveda. Ovce koje su obolele od visna 

maedi bolesti ĉesto mogu razviti ozbiljne simptome pneumonije sa alveolitisom, 

ali je utvrĊeno da maedi visna virus ne izaziva imunodeficijenciju. Prvi put je 

virus PI3 otkriven kao primarni uzroĉnik ozbiljnih infekcija donjih partija 

respiratornog trakta kod dece 1996 godine, a zatim i kod malih preţivara. Virus 

PI3 izaziva stvaranje sincicijuma na ćelijskoj liniji, kao i visna maedi virus. 

Izolacija PI3 virusa RTPCR metodom uraĊena je sa prajmerima koji su iz 

konzervisanog dela fuzionog F proteina, zajedniĉkog za goveda i ljude. U PCR 

reakciji prvo su uradili denaturaciju uzorka od 10 minuta na 95° C, zatim je 

reakcija ponovljena 35 puta, i sa finalnom ekstenzijom na 72 °C u trajanju od 10 

minuta. Amplifikovani proizvod PCR reakcije su analizirali na gel elektroforezi 

na 1,5 % agaroza gelu, uz prisustvo etidijum bromida. Koristili su prajmere 

PS1810, PS1873, PAS2142 i PAS2273. Samo sa kombinacijom  prajmera 

PS11873 i PAS2273 dobijena je pozitivna reakcija i potvrĊeno prisustvo 

genoma PI3 virusa, pri ĉemu je dobijen produkt RTPCR reakcije od 400 bp. 

Temperaturni profil je bio sledeći: denaturacija 95°C, vezivanje prajmera na 51 

°C i ekstenzija na 72 °C.  

U svom radu Lilly i sar. 1970.  navode da je virus BPI3 izolovan do sada 

i iz mleka, pobaĉenog ploda i testisa nezrelog bika. U jesen se povećava broj 

obolelih grla što je u saglasnosti sa uticajem klime kao stresnog faktora.  PI3 

virus ima sposobnost  infekcije goveda uprkos postojanju anti - PI3 antitela u 
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cirkulaciji, a sliĉna zapaţanja su ustanovljena i u ispitivanju infekcija ljudi sa 

virusom PI3. Iako prisustvo anti PI3 antitela dovodi do ublaţavanja simptoma 

novonastale infekcije, manje izraţene hipertermije i pojave drugih respiratornih 

simptoma bolesti, navedena specifiĉna antitela  ne  spreĉavaju infekciju u 

potpunosti. 

Maidana i sar. 2012. izolovali su virus PI3 goveda iz nosnog brisa  

bivola. Izolovane sojeve  su sekvencirali i uporedili sa sekvencama argentinskih 

izolata virusa PI3 poreklom od goveda. Došli su do neoĉekivanog rezultata da su 

iz bivola definitivno izovani sojevi BPI3 virusa i to genotipa B, dok se svi 

terenski izolovani sojevi poreklom od goveda virusa PI3 nalaze u genotipu A i 

C. Oni smatraju da genotip B predstavlja izolate virusa PI3 koji su do nedavno 

inficirali drugu ţivotinjsku vrstu i od skoro predstavljaju sojeve na koje su 

osetljiva goveda. Ovu tvrdnju potkrepili su saznanjima da je virus PI3 do sada 

izolovan iz goveda, ljudi, koza, bizona, zamoraca, crnog i belog nosoroga, ovaca 

i kamila, ali i ĉinjenicom da virus PI3 zamoraca moţe inficirati ljude. GoveĊi 

sojevi PI3 dokazani su kod ljudi i ovaca, a ovĉiji PI3 sojevi izolovani su kod 

goveda. Sojevi virusa BPI3 (tri izolata) izlovani su iz nosnog i vaginalnog brisa 

(jedan soj) i dva soja samo iz vaginalnog brisa. Poredeći sekvencu M gena 

ustanovili su najveću sliĉnost izolovanog soja iz bufala sa australijskim sojem 

koji je predstavnik BPI3 B genotipa. Kada su uporedili i šest terenskih izolata iz  

Argentine koji su izolovani iz goveda, potvrdili su da su izolati iz bivola goveĊi 

paramiksovirus tip 3, ali su takoĊe utvrdili da šest terenskih izolata iz goveda 

pripadaju genotipskoj grupi B i C. Ovo su ujedno prvi izolovani sojevi 

genotipske grupe B i C van Kine i Australije. RTPCR reakciju su izvršili iz 

umnoţenog virusa sa ćelijske linije MDBK. Virus su inokulisali, umnoţili, 

zamrzli i odmrzli ćelijsku liniju tri puta kako bi oslobodili virus, centruifugirali 

suspenziju kako bi odstanili ćelijski debris i supernatant koristili kao materijal za 

RTPCR reakciju. Koristeći prajmere za M gen, dobijena je sekvenca od 328 

baznih parova koja je kasnije poreĊena sa ostalim sekvencama. 

Marshal i sar. 1964. uspeli  su da izoluju virus PI3 goveda na kokošijim  

embrionima i poredili su izolaciju sa izolacijom istih uzoraka na BEK ćelijskoj 
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liniji. Kao kontrolni virus koristili su SF4 soj. Studija je dokazala visoku 

osetljivost i prijemĉivost ĉetrnaestodnevnih embrioniranih jaja na goveĊi PI3 

virus posle inkubacije od ĉetiri dana  na 37°C.  Za inokulaciju je korišćen uzorak 

nazalnog brisa goveda koji je inokulisan u amnionsku šupljinu, a posle 

inkubacije amnionska teĉnost je ispitivana na prisustvo virusa PI3. Ustanovili su 

da je titar virusa u amnionskoj teĉnosti bio viši u svim sluĉajevima nego na BEK 

ćelijskoj liniji. Embrioni su imali još jednu prednost u odnosu na ćelijsku liniju 

BEK, a to je odsustvo mogućnosti umnoţavanja IBR virusa u sluĉaju 

kombinovanih i sekundarnih  infekcija  jedinke. Nekoliko goveda od kojih su 

uzeti brisevi, imali su mešanu infekciju PI3 i IBR virusa. Virus IBR se 

umnoţava na ćelijskoj liniji BEK, kao i virus PI3, dok se virus IBR ne moţe 

umnoţiti u kokošijim  embrionima. Ovim naĉinom moţe se izbeći maskiranje 

nalaza PI3 virusa citopatogenim efektom IBR virusa (laţno negativni nalaz PI3 

usled sporijeg CPE-a, alterirane ćelije usled CPE-a IBR virusa i usled pozitivne 

potvrde prisustva IBR virusa). Umnoţavanje virusa PI3 goveda u pilećim 

embrionima ne dovodi do njihovog uginuća. 

Mohan i sar. 2008. ispitivali su znaĉaj metode imunofluorescencije u 

dijagnostici. Obeleţavanje antitela fluoresceinizotiocijanatom i njegovim 

vezivanjem preko trikarbamidskih veza, dovodi do obeleţavanja antitela 

fluoresceinskom bojom pri ĉemu se uopšte ne smanjuje mogućnost reagovanja 

antitela prema specifiĉnom antigenu. Ipak za preciznu dijagnostiku 

imunofluorescencijom potrebno je veliko iskustvo u ĉitanju rezultata kao i 

spretnost pri radu u samoj pripremi preparata. 

  

Neill i sar. 2015.  izvršili su identifikaciju sojeva virusa PI3 goveda koji 

cirkulišu na teritoriji Sjedinjenih Ameriĉkih Drţava. U prethodnim ispitivanjima 

dokazali su da su svi sojevi pripadali genotipu A virusa BPI3. Nova istraţivanja 

upotpunila su nalaz i ustanovila da na teritoriji SAD cirkulišu već duţi niz 

godina i sojevi genotipa B i C koji su do sada ustanovljeni u Aziji (genotip C), 

Autraliji (genotip B) i Argentini (genotipi A, B i C). Uradili su kompletno 

sekvenciranje genoma šest izolovanih sojeva, od kojih su po dva pripadala 
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svakom genotipu virusa BPI3. Predloţili su da se genotipska grupa A moţe 

podeliti u tri subgrupe na osnovu procenta homologije rasporeda nukleotida. 

Podela u dve subgrupe izolata virusa PI3 iz genotipa A je već ranije predloţena. 

Predloţili su takoĊe i podelu grupe izolata genotipa B u dve podgrupe, pošto su 

dva ameriĉka izolata genotipa B imala meĊusobnu podudarnost u rasporedu 

nukleotida od 99,3%, dok su sa australijskim sojevima (referentni soj genotipa B 

virusa PI3) imali podudarnost od samo 92,7%. Genotipaska grupa C je po 

njihovim istraţivanjima grupa sa najvišom homologijom i podela u podgrupe 

nije potrebna. Nukleotidna homologija ameriĉkih izolata sa korejskim izolatom 

genotipa C 12Q061 iznosila je 98.7%. U testu serumneutralizacije referentni 

serum protiv genotipa A virusa PI3 i to soja SF 4, davao je jaĉe reakcije sa C 

sojevima nego sa sojevima genotipa B i ostalim sojevima genotipa A. Ipak titar 

virusneutralizacije soja SF 4 bio je uvek jaĉi najmanje 4 puta (2 log2) nego 

virusneutralizacija ostalih sojeva. Ovakav nalaz ukazuje na priliĉno velike 

antigene razlike meĊu sojevima virusa PI3 goveda. Predloţili su da se 

genotipska grupa A podeli u subgrupe tako da već poznati izolati ISU92 i 910N 

pripadnu jednoj subgrupi, druga subgrupa bi bila sastavljena od sojeva SF4 i 

TX-81, dok bi treća grupa bila formirana od izolata NM09 i TVLMD60. U 

ranijim ispitivanjima izolacije virusa PI3 kod svinja, izolovani su sojevi TX81 i 

ISU92. Kasnijom analizom imunog odgovora, titra umnoţavanja virusa u 

svinjama i govedima, kao i ispitivanjem nukleotidne homologije, ustanovljeno je 

da navedeni sojevi pripadaju originalno  sojevima virusa PI3 goveda.  

Nyaga i sar. 1981. u svom radu su naveli dokaze o oboljenju divljih 

papkara u Africi koje je izazvano sa virusom Parainfluence 3 goveda. Bolest se 

širila kohabitacijom domaćih goveda i divljih preţivara u onim predelima 

nacionalnih parkova Kilifi i Masai Mara gde dolazi do njihovog mešanja. Tako 

su dokazali prisustvo antitela protiv virusa PI3 goveda u krvnom serumu velike 

juţnoafriĉke antilope, Iland velike antilope, Tompson gazele, impale  i afriĉkog 

bufala. Antitela nisu pronaĊena kod zebri, bradaviĉastih svinja i orix gazela koje 

su takoĊe bile u bliskom kontaktu sa domaćim preţivarima. Kod jednog seruma 

domaćeg goveĉeta i jednog seruma Iland gazele ustanovljen je titar od preko 

1024 hemaglutinacione jedinice što sigurno govori o akutnom stanju bolesti. 
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Nauĉnici navode da je još Cotrall 1978. ustanovio da HI  titar od 10-40  govori o 

preleţanoj infekciji sa PI3 virusom, dok goveda sa kliniĉki izraţenim 

simptomima parainfluence,  imaju titar od 320 HJ i više.  

Nollens i sar. 2007. uspeli su da izoluju virus parainfluence  iz 19 godina 

starog atlantskog delfina sa respiratornim simptomima ulcerativnog laringitisa i 

traheitisa. Dva genomska fragmenta odnosno sekvence F gena i gena koji kodira 

virusnu polimerazu poreĊena su sa ostalim identiĉnim sekvencama u bazi 

podataka gena. Ustanovljeno je da ovaj virus ima velike razlike od do sada 

izolovanih sojeva BPI3 i da se moţe smatrati kompletno novom grupom 

parainfluenca virusa. 

Obenrader 2012. izvršio je analizu Sangerove metode sekvenciranja 

proizvoda PCR reakcije. Dve metode sekvenciranja razvijene su nezavisno jedna 

od druge 1974. godine i to metoda Maxam Guilbert i Sanger metod. Oba tima su 

1980. godine podelila Nobelovu nagradu za ovo otkriće. Sanger metod koji se 

zove i dideoksi sekvenciranje ili metoda završavanja lanca, bazira se na 

dodavanju dideoksinukleotida normalnim nukleotidima koji su naĊeni u DNA. 

Dideoksi nukleotidi su u osnovi isti kao i normalni nukleotidi samo što imaju 

hidrogensku grupu na 3C atomu, a ne hidroksilnu grupu OH koju imaju 

normalni nukleotidi. Kada se ovako modifikovan nukleotid integriše u sekvenci, 

to onemogućava vezivanje sledećeg nukleotida. Ova pojava se javlja zbog toga 

što se fosfodiestarska uobiĉajena veza ne moţe nagraditi izmeĊu 

dideoksinukleotida i sledećeg normalnog nukleotida te se lanac na tom mestu 

završava. Sekvenciranje se po Sangeru prvobitno vršilo u ĉetiri odvojene 

reakcije, pri ĉemu je svaka reakcija sadrţala smešu normalnih nukleotida i  

dideoksinukleotida iste vrste sa polimerazom. Koliĉina dideoksi nukleotida bila 

je sto puta manja u odnosu na normalne nukleotide u svakoj reakciji za ĉetiri 

razliĉita nukleotida. Ova metoda po Sangeru ubrzo je automatizovana i 

pripremljena tako da se moţe izvesti u samo jednoj reakciji. Svi nukleotidi i svi 

dideoksinukleotidi nalazili su se u zajedniĉkoj reaktivnoj mešavini, ali su 

dideksinukleotidi bili obeleţeni sa ĉetiri razliĉite boje za ĉetiri razliĉita  

nukleotida (C, A, G i T). U navedenom automatskom sekvenciranju svaki 
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terminalni dideoksinukleotid imao je odreĊenu boju u zavisnosti od nukleotida i 

mogao je da se oĉita optiĉkim ureĊajima kao razliĉita  talasna duţina za svaku 

vrstu nukleotida. S obzirom na to da svaka boja fluorescira na odreĊenoj talasnoj 

duţini, laser ih oĉitava i kao rezultat dobijamo elektroforegram sa pikovima 

razliĉitih boja koje predstavljaju razliĉite nukleotide kojima se završava lanac. 

Ohkura i sar. 2013. izvršili su kompletno sekvenciranje genoma   

terenskog izolovanog soja virusa parainfluence 3 goveda pod oznakom BN-1. 

Virus su izolovali iz nosnog brisa i umnoţili na ćelijskoj liniji MDBK. Navedeni 

soj su atenuirali pasaţama na pilećim embrionalnim fibroblastima i tako dobili 

vakcinalni atenuirani soj BN-CE, koji se koristi za vakcinaciju goveda protiv 

virusa PI3 u Japanu. Oba genoma su posle kompletnog sekvenciranja svrstana u 

genotip A virusa PI3 goveda, pri ĉemu i terenski BN-1 i vakcinalni BN-CE soj 

imaju 15480 baznih parova u svom genomu, što je identiĉno kao i genom izolata 

910N, ali 24 nuleotida više od genoma Kanzas/15624/84 soja. Kada su 

uporeĊene sekvence terenskog i vakcinalnog soja BN-1 i BN.CE, i to 

poreĊenjem celog genoma, ustanovili su  razliku u samo šest nukleotida. Kada 

su uporedili raspored aminokiselina oba soja, ustanovili su razliku u dve 

aminokiseline i to jednu razliku u F genu i jednu razliku u L genu. Uzimajući u 

obzir da se radi o dva soja koji imaju razliĉiti epizootiološki znaĉaj (jedan soj je 

patogen, drugi je atenuiran i sluţi kao master seed za vakcinu), genomske 

sekvence oba soja prihvaćene su od strane Svetske banke gena „GenBANK“ kao 

originalni sojevi virusa PI3 goveda. 

Oem i sar. 2013. izvršili su molekularnu karakterizaciju soja virusa 

parainfluenze tip 3 kod goveda izolovanog u Koreji. Ispitivan je terenski 

izlovani soj virusa PI3 i uraĊeno je sekvenciranje kompletnog genoma soja 

12Q061. Novootkriveni soj se razlikuj od dosadašnjih izolovanih sojeva i ne 

spada u genotipsku grupu BPIV3 A i BPIV3 B. Vrlo je sliĉan kineskom soju 

SD0835 koji je klasifikovan u genotipsku grupu C. Ovo je prva molekularna 

karakterizacija soja PI3 virusa goveda u Koreji. Uzorkovano je pet briseva od 

goveda sa respiratornim simptomima. Izvršena je ekstrakcija RNK kao i 

izolacija virusa na ćelijskoj liniji MDBK. Posle centrifugiranja supstrata brisa, 
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fluid su filtrirali kroz filter sa porama od 450 nm i inokulisali na MDBK ćelijsku 

liniju. Inikubirali su inokulisanu ćelijsku liniju na 36 °C  u trajanju od pet dana 

do pojave citopatogenog efekta. Citopatogeni efekat koji je izazvao virus PI3 

dobili su tek u trećoj slepoj pasaţi. Da bi uradili molekularnu karakterizaciju, 

uradili su RTPCR reakciju sa prajmerima za HN deo gena i dobili produkt od 

oko 650 bp. Sekvenciranje su uradili na ABI310 Genetic Analizeru  i u MEGA  

programu izvršili filogenetsku analizu. Ustanovili su da korejski soj u ovoj 

sekvenci ima sliĉnosti sa kineskim sojem SD0835 u 98,5%, dok sa Kanzas 

sojem i Q5592 ima nukleotidnu homologiju izmedju 70 i 92 %. Na osnovu 

filogenetske analize, ustanovljeno je da korejski izolovani soj definitivno 

pripada genotipu C ĉiji je najpoznatiji predstavnik upravo kineski soj SD0835. 

Oshawa i sar. 1998. izvršili su molekularnu karakterizaciju virusa 

parainfluence 3 koji je izolovan iz zamoraca  u Japanu, pod oznakom  GPvPI3. 

Kada su poredili homologiju sekvenci soja virusa iz zamoraca GPvPI3 sa 

humanim i goveĊim sojevima virusa PI3, došli su do zakljuĉka da je ispitujući 

soj imao vrlo visok stepen homologije u rasporedu nukleotida sa humanim 

sojem virusa PI3 i da je infekcija zamoraca nastala prenošenjem humanog soja 

virusa sa ĉoveka u koloniju zamoraca eksperimentalnog centra u kome je virus i 

izolovan. Ovakvi podaci ukazuju na genetske promene koje dovode do 

prilagoĊavanja postojećih virusa drugim ciljnim vrstama te se postavlja pitanje  

sa kolikom sigurnošĉu se neki izolat moţe nazvati autohtono patogenom one 

vrste ţivotinja iz koje je prvi put izolovan, ukoliko je homologija sa drugim 

postojećim sojevima ciljne vrste veoma visoka.  

U ispitivanjima efikasnosti vakcine protiv virusa PI3 u Pfizer animal 

Helath Technical buletin 2010. ustanovljeno je da monovalentna vakcina 

protiv PI3 virusa goveda  daje veoma dobre rezultate u zaštiti teladi od infekcije. 

Vakcina je aplikovana intranazalno i dala je nešto niţu serokonverziju nego 

vakcina aplikovana parenteralno. Iako u momentu ogleda veštaĉke infekcije nisu 

sva vakcinisana grla imala merljiv titar antitela protiv PI3 (70,8% pozitivno), 

titar vakcinsanih jedinki je bio mnogo viši od titra nevakcinisanih jedinki, sedam 

dana kasnije. Izluĉivanje virusa nakon testa veštaĉke infekcije kod vakcinisanih 
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grla bilo je 99,9% manje nego u kontrolnoj grupi. Vakcinisana grla imala su 

slabije izraţene kliniĉke simptome i vrlo retko su reagovala hipertermijom za 

razliku od nevakcinisnaih kontrolnih jedinki. 

Quao i sar. 2010. izvršili su kompletno sekvenciranje genoma dva soja 

virusa parainfluenca 3 izolovanih iz svinja u Sjedinjenim Ameriĉkim Drţavama. 

Virusi su izolovani iz moţdanog tkiva svinja i nose oznake Texas 81 i ISU92.  

Odgovarajući geni navedena dva soja su isti u svojoj duţini u svim segmentima 

osim u F genu. Ispitivanje homologije sekvenci karakteristiĉne za replikaciju i 

domaćin specifiĉnog rasporeda aminokiselina dva soja virusa izolovanih iz 

svinja, ustanovili su da virusi originalno potiĉu od goveĊih PI3 virusa. 

Filogenetska analiza individualnih gena navodi na zakljuĉak da su izolati novi 

ĉlanovi grupe virusa BPI3 i da se mogu svrstati u genotipsku grupu A virusa 

parainfluence goveda. Sve analize ukazuju da se radi o varijant soju virusa PI3 

goveda koji je promenio vlasnika i prilagodio se domaćoj svinji kao vrsti, ali bez 

pojave kliniĉkih simptoma. Oba soja su vrlo slabo patogena za svinje u punoj 

kondiciji. Kada su poredili rezultate homologije aminokiselina, ustanovili su 

homologiju od 100% u N, P, M i F genu izmeĊu PI3 goveda i Texas 81 soja. U 

HN proteinu homologija je iznosila 99,8% a u L proteinu 98,7%. Izolat ISU92  

pokazivao je aminokiselinsku homologiju sa goveĊim sojevima PI3 virusa u 

intervalu od 97,15 do 98,2%. 

Rossi i sar. 1971. ispitivali su odnos SN titra i HI titra virusa PI3, ali i 

virusa BVD i IBR. Virus PI3 umnoţavali su na ćelijskoj liniji MDBK. Ţetvu 

virusa PI3 vršili su šestog dana posle inokulacije virusa na ćelijsku liniju. IBR 

virus daje brţi CPE u poreĊenju sa PI3 virusom i kompletan CPE virusa IBR je 

vidljiv već ĉetvrtog dana kada je i prikupljena ţetva virusa. U sluĉaju mešane 

infekcije u ispitujućem materijalu, ovu ĉinjenicu moramo imati u vidu jer je 

kompletan CPE izazvan virusom IBR završen pre pojave CPE koji nastaje od 

PI3 virusa. Preklapanje citopatogenog efekta ovog tipa moţe dovesti do pojave 

laţno negativnog nalaza na prisustvo virusa PI3 goveda u ispitujućem 

materijalu. 
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Robinson i sar. 2000. analizirali su upotrebu boja u metodi 

imunofluorescencije. Najznaĉajnije fluorescentne boje koje se koriste u 

imunofluorescenciji su: FITC koji ima ekscitaciju na 495 nm, a emisiju na 525 

nm talasne duţine i daje zelenu boju; rodarmin koji ima ekscitaciju na 552 nm 

talasne duţine, a emisiju na 570 nm talasne duţine i daje crvenooranţ boju; 

„Teksas red“ boja koji se ekscitira na 596 nm, a emituje na 620 nm talasne 

duţine i daje crvenu boju. Od ostalih boja za bojenje DNA najĉešće se koristi 

etidijum bromid, koji ima ekscitaciju na 493 nm i emisiju na 620 nm i daje 

crvenooranţ boju. 

Ren i sar. 2015. objavili su rezultate mapiranja epitopa nukleokapsidnog 

proteina virusa PI3 goveda genotipa C. Identifikaciju su izvršili uz pomoć šest 

monoklonskih antitela protiv nukleokapsidnog proteina virusa PI3 tip C, 

koristeći izolat  SD0835. Identifikovali su tri epitopa na ispitivanom proteinu od 

kojih su dva epitopa - 5E5 i 7G5 otkrivena i identifikovana na nukleoproteinu  i  

goveĊeg i humanog virusa parainfluence 3. Interesantan je nalaz da slabije 

konzervisan epitop 6F8 poseduju samo goveĊi virus parainfluence 3 genotipa C i 

A, dok ga humani sojevi PI3 i goveĊi sojevi PI3 genotipa B ne poseduju. 

Saunders i sar. 1964. izvršili su eksperimente veštaĉke infekcije 

razliĉitih starosnih kategorija goveda sa virusom PI3 goveda  i  bakterijama roda 

Pasteurella,  primenjujući razliĉite naĉine infekcije. Došli su do zakljuĉka da put 

infekcije nema presudnu ulogu u brzini pojavljivanja i intenzitetu simptoma. 

Postoji znaĉajna obrnuto srazmerna korelacija izmeĊu visine titra antitela protiv 

PI3 pre veštaĉke infekcije i intenziteta simptoma posle infekcije. Karakteristiĉan 

nalaz je izraţena leukopenija kod svih teladi koja su inficirana samo sa PI3 

virusom u ogledu. Ukoliko je veštaĉka infekcija izvršena sa PI3 virusom goveda 

i bakterijama iz roda Pasteurella, leukopenija nije bila izraţena, a u nekim 

sluĉajevima je kao odgovor na bakterijsku infekciju došlo i do pojave 

leukocitoze. Kliniĉka slika nakon veštaĉke infekcije samo sa BPI3 virusom  

kretala se od asimptomatske do lakših oblika oboljenja respiratornog trakta, dok 

je kombinovana infekcija sa Pasteurella vrstama i virusom PI3 rezultirala 
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simptomima teške pneumonije i moribudnog stanja sa neretkim letalnim 

ishodom.  

Sakai i sar. 1987. sekvencirali su delove genoma PCR proizvoda virusa 

BPI3 i to iz NP, P, C i M gena i uradili poreĊenje, odnosno nukleotidnu 

homologiju sekvenci i aminokiselina izmeĊu sojeva BPI3, humanog 

paramiksovirusa 3, Sendai virusa, New Castlle virusa i virusa boginja. Kao 

poĉetni materijal posluţili su im sojevi 910N, M i SC virusa BPI3 umnoţeni na 

ćelijskoj liniji MDBK. Sekvenciranje su uradili direktnom metodom dideoksi 

sekvenciranja  po Sangeru. PoreĊenjem sekvenci izmeĊu navedenih virusa, došli 

su do zakljuĉka da je virus BPI3 vrlo sliĉan virusu HPI3, ali takoĊe i Sendai 

virusu miševa. PoreĊenje nukleotidnih sekvenci, ali i aminokiselina ova tri 

virusa, ukazuje na ĉinjenicu da oni predstavljaju posebnu podgrupu virusa u 

okviru iste sistematske kategorije i da se znatno razlikuju od virusa New Castlle 

i virusa boginja. Postoji visoka konzerviranost dela genoma koji kodira sintezu  

NP i M proteina izmeĊu virusa  BPI3, HPI3 i Sendai virusa, za razliku od P i C 

gena gde je nukleotidna homologija meĊu sojevima niska. Kada su uporedili 

aminokiselinsku homologiju, došli su do zakljuĉka da postoji visoka homologija 

izmeĊu BPI3 i HPI3 i to 86% u NP protreinu, 76% u C proteinu i 62% u P 

proteinu. Homologija aminokiselina BPI3 i Sendai virusa iznosila je 58% u NP 

proteinu  i 62% u M proteinu, dok je podudarnost aminokiselina u proteinima P i 

C 24% odnosno 35%. Aminokiselinska homologija BPI3 sa NDV i virusom 

boginja je na nivou do 20%. Signifikantna je visoka podudarnost nukleotidnih 

sekvenci i aminokiselina u genima i proteinima NP, P, C i M izmeĊu virusa 

BPI3, HPI3 i Sendai, kao i velika razlika u navedenim parametrima izmeĊu 

BPI3 i ostalih virusa iste sistematske kategorije (virus boginja i NDV).  

Shi i sar. 2014. uspeli su da u biološkom ogledu veštaĉke infekcije 

inficiraju zamorce sojem SD 0835 genotipa C virusa PI3 goveda i da dobiju 

izraţenu kliniĉku sliku. Pre navedenog eksperimenta jedino je uspevala veštaĉka 

infekcija eksperimentalnih ţivotinja sojevima PI3 virusa goveda koji su 

pripadali genotipu A i to sa ograniĉenim uspehom. Inficirali su intranazalnim 

putem 16 zamoraca i kod svih jedinki dobili kliniĉku sliku respiratornih 
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oboljenja, dok su dva inficirana  zamorca uginula trećeg dana posle inokulacije 

sa patološkim nalazom teške pneumonije. Kod ostalih zamoraca, na 

patohistološkom nalazu bila je vidljiva teška pneumonija sedmog dana posle 

inokulacije, koja je završavala skoro potpunom konsolidacijom i atelektazom 

lobusa. Virus izolacijom dokazano je umnoţavanje virusa PI3 goveda u visokom 

titru i to kako u plućima, tako i u tkivima traheje. Potvrdili su da je zamorac 

idealan eksperementalni model za praćenje patogeneze infekcije PI3 virusom 

goveda.  

 

Suzu i sar. 1987. ispitivali su homologiju nukleotidnih sekvenci F i HN 

gena kao i aminokiselniski sastav F i HN proteina izmeĊu BPI3, HPI3 Sendai i 

drugih respirovirusa. Ustanovisli su da BPI3 pokazuje 80% ukupne homologije 

sa HPI3 virusom. Podudrnost sa Sendai virusom iznosi 45%,  dok je homologija 

izmeĊu BPI3 i SV5 i NDV na nivou 20%. HN protein BPI3 i HPI3 virusa imaju 

potpuno isti broj aminokuselina i on iznosi 572. Homologija HN proteina BPI3 

iznosi 77% sa HPI3 virusom, 47% sa Sendai virusom i po 21% podudarnosti sa 

SV5 i NDV. Kada su ispitivali homologiju F proteina ustanovili su da BPI3 ima 

jednu aminokiselinu manje od HPI3 virusa i da homologija BPI3 sa HPI3 iznosi 

80%, sa Sendai virusom 44%,  sa Sv5 virusom  23% i sa NDV 22%.  Oĉigledno 

je da se grupa virusa u koju spadaju BPI3, HPI3 i Sendai virus izdvaja od ostalih 

virusa iz iste sistematske kategorije. Stepen kozerviranosti F i HN glikoproteina 

koji imaju ulogu u vezivanju virusa za ćeliju, kao i penetraciji virusa u ćeliju, 

niţa je nego za M i NP proteine, ali znatno viša nego za P i C proteine virusa. F i 

HN proteini svih virusa iz iste sistematske grupe, ukljuĉujući i SV5 i NDV, 

imaju protein specifiĉne strukture kao kratke, ali dobrokonzervirane 

aminokiselinske sekvence, što ukazuje na ĉinjenicu da te strukture i sekvence 

imaju veze sa aktivnošĉu ovih glikoproteina.  

Shioda i sar. 1988. ispitivali su sliĉnosti i razlike varijantnih sojeva 

virusa PI3 goveda, uporeĊujući sekvence gena koji kodiraju proteine omotaĉa 

virusa. Ispitivali su sekvence gena za membranski protein M, fuzioni protein F i 

hemaglutininsko-neuraminidazni pritein HN. Sekvencirali su tri soja BPI3 virusa 
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i to M, SC i MR, koji su derivati divljeg soja YN. M i SC sojevi se ne razlikuju i 

imaju slabu hemaglutininsko neuraminidaznu aktivnost, ali M soj virusa izaziva 

stvaranje obimnijeg sincicijuma od SC soja. MR virus, koji je varijant derivat M 

soja virusa i ima visoku H i N aktivnost, ali vrlo slabu indukciju sincicijuma, 

razllikovao se od M soja virusa u samo jednom nukleotidu u M, F i HN 

sekvenci. 193. aminokiselina HN proteina je „Leu“ u MR soju i „Phe“ u M soju 

virusa. Ova informacija vrlo jasno pokazuje da samo jedna razlika u 

aminokiselini jednog proteina dovodi do redukcije hemaglutinacije i 

neuraminidazne aktivnosti. 

Storz i sar. 2000. zakljuĉili su da se, pored bakterija iz roda Pasteurella,  

kao sekundarni agens infekcije u respiratornom sindromu goveda ĉesto javlja i 

respiratorni bovini korona virus (RBCV). Bakterija je je izolovana iz tkiva pluća 

i to u titru 10
3
 do 10

7
 PFU po gramu plućnog tkiva. U 25 od 26 sluĉajeva 

uginuća usled sekundarnih infekcija Shepping fever, otkriveno je prisustvo 

Pasteurella spp i respiratornog korona virusa goveda. U većini sluĉajeva u 

patoanatomskom nalazu bili su prisutni znaci subakutne eksudativne i 

nekrotizirajuće lobarne pneumonije, koja je karakteristiĉna za bakterijske 

infekcije pluća sa Paterella spp, ali mnogi lobuli su imali patohistološke 

promene koje su se zasnivale na pojavi bronhiolitisa i alveolitisa, koji je 

karakteristiĉan za pneumonije virusne etiologije. U osamnaest kliniĉki 

normalnih grla kod kojih nije uspela izolacija korona virusa, dokazano je 

prisustvo visokog titra anti-korona antitela metodom HI testa, dok je prisustvo 

antitela protiv Pasteurella haemolytica kasnije otkrivano. Koristeći Evansov 

kriterijum nauĉnici su dokazali da je respiratorni korona virus goveda bio 

primaran infekt u respiratornom sindromu goveda, dok je Pasteurella bila 

sekundarni infektivni agens. Prvi put je dokazano da u virusnom respiratornom 

sindromu goveda, pored IBR, BVD, PI3 i BRS virusa, uĉestvuje i respiratroni 

korona virus goveda (RBCV). 

Schmidt i sar. 2000. dokazali su ulogu fuzionog i hemaglutininsko 

neuraminidaznog glikoproteina goveĊeg PI3 virusa na restrikciju replikacije 

virusa PI3 kod primata. Zamenili su F i HN glikoprotein na humanom PI3 virusu 
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sa goveĊim glikoproteinima. GoveĊem soju PI3 virusa zamenili su originalne 

glikoproteine humanim glikoproteinima F i HN. Obema virusima, kao i 

originalnim sojevima bez izmenjenih glikoproteina, izvršili su veštaĉku infekciju 

rezus majmuna i ustanovili da svako prisustvo F i HN glikoproteina goveĊeg PI3 

virusa dovodi do znatno slabijeg umnoţavanja virusa u primata. Ovim putem su 

dokazali ulogu F i HN glikoproteina na replikaciju virusa, a samim tim i na 

patogenost  BPI3 sojeva za primate. Ova osobina iskorišćena je za proizvodnju 

vakcine od BPI3 sojeva virusa i njihovu upotrebu kod ljudi i drugih primata. 

 

 

Shibuta i sar. 1979. izvršili su karakterizaciju virusa PI3 goveda. 

Dokazali su da BPI3 virus sadrţi minimum pet struktirnih proteina, od kojih su 

dva glikoproteini. Dokazali su veliku sliĉnost BPI3 virusa sa Sendai virusom, a 

elektronskom mikroskopijom i veliku sliĉnost sa humanim PI3 virusom. Virus 

PI3 goveda je nepravilna sfera sa velikim brojem kratkih antena na svojoj 

površini. Elektronskom mikroskopijom dokazali su da je virus BPI3 ĉestica 

razliĉite veliĉine, ĉiji se dijametar kreće od 80 do 300 nm, ali najĉeće od 130 do 

140 nm. Viruse su prethodno umnoţavali na ćelijskoj liniji MDBK, a kao 

referentan soj koristili su soj 910 N. 

Thorsen i sar. 1969. ispitivali su reakcije novoroĊene teladi na 

modifikovani atenuirani virus PI3 koji su koristili kao vakcinu. Došli su do 

zakljuĉka da se vakcinalni soj nije prenosio na kontrolna nevakcinisana grla i da 

je vakcinalni soj doveo do pojave titra  antitela protiv Pi3 goveda  dve nedelje 

posle vakcinacije. Kao vakcinalni virus koristili su atenuiran SF4 soj virusa PI3 

goveda, koji je umnoţen na primarnoj kulturi tkiva bubrega goveda. Telad za 

eksperiment su odvajana 12 sati nakon roĊenja i nisu hranjena kolostrumom.  

Test veštaĉke infekcije uradili su sojem virusa SF4 u titru 10 
7,5

 log 10 TCID50 

/ml izolovanog u Ontariju (Kanada). Ustanovili su da je febrilno stanje zapaţeno 

kod obe grupe teladi drugog dana posle vakcinacije, a kod nevakcinisanih grla 

febrilno stanje trajalo je pet do devet dana posle vakcinacije. Utvrdili su da jedna 

doza vakcinje protiv parainfluence goveda dovodi do solidne zaštite protiv 
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bolesti. Nijedo  kontrolno grlo u eksperimentu nije imalo antitela protiv virusa 

PI3, što je znak da se vakcinalni soj nije prenosio na nevakcinisana grla. Virus je 

bio izolovan nakon testa veštaĉke infekcije kod obe grupe teladi, ali je sekrecija 

patogenog soja virusa trajala kraće u poreĊenju sa kontrolnim grlima.  

            Tehnologija rekombinovane DNK supa.pharmacy.bg.ac.rs/assets/8270 

objašnjava suštinu PCR reakcije i suštinu sekvenciranja po Sangeru sa dideoksi 

nukleotidima. Metoda je otkrivena 1983. godine. Ukoliko ne postoji interes da 

se doĊe do proteina, već samo do sekvence genoma, onda se umesto kloniranja 

koristi polimeraza lanĉana reakcija. Suština je da se u tri temperaturna koraka u 

n ciklusa dobije 2
n
 fragmenata sekvenci, što je dovoljna koliĉina da se u 30 do 

50 ponavljanja ciklusa dobije broj replika sekvenci koji se moţe makroskopski 

oĉitati na gel-elektroforezi i koristiti za dalje obraĊivanje (sekvenciranje). U 

prvom koraku se na temperaturi od 90°C denaturiše dvolanĉana DNK. 

Spuštanjem temperature na 65°C prajmeri, odnosno oligonukleotidi, vezuju se 

za jedan i drugi lanac DNA tako da oiviĉe sekvencu. Podizanjem temperature na 

72°C aktivira se DNK polimeraza, koja je odgovorna za sintezu lanca.  

Korišćenjem Taq polimeraze iz bakterije Termophylus aquaticus izbegnuto je 

denaturisanje enzima zbog njegove rezistencije prema visokim temperaturama. 

Mogućnost izbegavanja denaturacije enzima i njegovog ponovnog dodavanja za 

svaki sledeći ciklus, rešila je problem koji je ometao automatizaciju i 

ponavljanje ciklusa reakcije bez dodavanja reagenasa. 

Tsai i sar. 1975. izvršili su veštaĉku infekciju teladi koja su se normalno 

hranila kolostrumom i teladi koja nisu primila kolostrum. Pratili su pojavu 

ultrastukturnih promena veštaĉki inficiranih jedinki na plućima 

bronhoalveolarnih partija, i to u intervalu od petog do dvanaestog 

postekspozicionog dana. Elektronskom mikroskopijom ustanovili su veliku 

agregaciju virusnih nukleokapsida u citoplazni bronhoalveolarnog epitela,  

alteraciju ćelija i bazalnih telašaca u inficiranim ćelijama, propadanje ćelijske 

membrane i otpuštanje viriona u lumen. Ustanovili su da BPI3 virus najviše 

oštećuje alveolarne ćelije tipa II. Virus je u većem procentu izolovan iz plućnog 

tkiva nego iz trahealnog tkiva ili sadrţaja traheje. Epitelijalne ćelije 
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traheobronhijalnog stabla predstavljaju primarne meta ćelije za virus PI3 

goveda. 

Van Der Maaten i sar. 1969. istraţivali su mogućnost umnoţavanja 

virusa PI3 u razliĉitim ćelijskim linijama i primarnim kulturama tkiva metodom 

direktne imunofluorescencije, kao i rasprostranjenost virusa u ćelijama i 

organima kod veštaĉki inficiranog hrĉka virusom PI3 goveda. Direktnom  

imunofluorescencijom dijagnostikovali su PI3 sa ćelijskih linija na kojima je bio 

inokulisan virus PI3. Preparate su sušili, fiksirali apsolutnim acetonom, konjugat 

reagens inkubirali sa ćelijama 30 minuta i ispirali fosfatnim puferom pH 7,4. 

Došli su do zakljuĉka da se virus PI 3 dobro i brzo umnoţava u ćelijskoj liniji 

MDBK, kao i u primarnoj kulturi tkiva bubrega goveda, dok se ne umnoţava u 

fibriblastiĉnoj ćelijskoj liniji EBT. Prvi znaci imunofluorescencije mogu se 

primetiti već 90 minuta posle inokulacije virusa, dok se vrh infekcije ćelija 

MDBK linije dešava oko 30 sati posle inokulacije, kada je sloj ćelijske linije još 

uvek oĉuvan. Nakupine antigena u citoplazmi dovoljno su jasno vidljive već 18 

sati posle infekcije. Nakon 30 sati od inokulacije, broj nakupina antigena se 

smanjuje, ali se veliĉina citoplazmatskih granula povećava upravno srazmerno 

pojavi citopatogenog efekta. Fluorescencija je vidljiva samo u citoplazmi 

inficiranih ćelija, a kasnije i u jedrima. Kod veštaĉki inficiranog hrĉka pojava 

imunofluorescencije je utvrĊena u epitelu nazalne šupljine, traheje i bronhija. 

Imunofluorescencija nije ustanovljena  u epitelnim ćelijama bronhiola, alveola 

ili korespondirajućih lifnih ĉvorova donjih partija respiratornog trakta. Van der 

Maarten je ispitivao raširenost virusa PI3 u organima digestivnog i respiratornog 

trakta kod prirodno inficirane i eksperimentalo inficirane teladi. Za dokazivanje 

prisustva virusa PI3 koristio je metodu direktne imunofluorescencije. Kod 

prirodno obolele teladi i kod teladi veštaĉki inficirane intranazalnim putem, 

virus je otkriven u materijalu nosnog brisa i ćelijama epitela gornjih partija 

disajnih puteva. MeĊutim, kod teladi veštaĉki inficirane intratrahealno većom 

dozom virusa, virus je metodom TFA otkriven i u epitelnim ćelijama svih 

respiratornih organa i u slezini.  Kao infektivni materijal koristio je refentni soj  

SF4 virusa PI3,  u dozi od 7 log 10 TCID50/ ml. Kod intratrahealno inficirane 

teladi virus je otkriven u bronhijalnom i bronhiolarnom epitelu, kao i u ćelijama 
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alveolarnog epitela. Iako je moguće umnoţavanje virusa u slezini, smatra se da 

je pozitivan nalaz uzrokovan gutanjem ćelija epitela disajnih puteva prilikom 

kašlja, pošto ni u jednom organu digestivnog trakta nisu pronaĊene pozitivne 

ćelije na prisustvo PI3 virusa metodom imunofluorescencije. TakoĊe je 

zakljuĉeno da je zahvaćenost epitelnih ćelija donjih partija respiratornog trakta 

virusom PI3, kod veštaĉki inficirane teladi znatno veća nego u sluĉaju veštaĉke 

infekcije laboratorijskog modela (hrĉka) istim virusom. Iako su granule antigena 

bile vidljive u testu direktne imunofluorescencije u svim epitelnim ćelijama 

disajnih puteva, indikativna je ĉinjenica da su velike nakupine antigena u 

citoplazmi bile vidljive  najĉešće u ćelijama alveola. 

U radu koji se odnosi na ispitivanje genoma i proteina parainfluenca 

virusa, Vainionpaa i sar. 1994. navode da je parainfluenca virus tipiĉni 

predstavnik familije Paramyxoviridae i roda Paramyxovirinae. Genom virusa 

sastoji se od oko 15000 nukleptida i uvek se nalazi u obliku jednog negativnog 

lanca RNK, (kod Parainfluenca virusa oko 15462 nukleotida). F gen 

parainfluenca virusa sastoji se od 1845 do 1851 nukleotida i svi sojevi pokazuju 

viskok stepen konzerviranosti - preko 94% (u aminokilselinskom sastavu i do 

97%). PoreĊenja F gena nekih virusa ukazuju na evolutivnu vezu izmeĊu 

animalnih i humanih sojeva parainfluenca virusa. Za razliku od F gena, HN gen 

ima velike varijacije i najveća podudarnost od 62% naĊena je izmeĊu Sendai 

virusa i PI3 virusa goveda. Genom PI3 kodira sintezu šest strukturnih proteina i 

dva ili više nestrukturnih proteina. HN protein je glikopolipeptid, koji ima 

odluĉujuću ulogu u stvaranju neutralizujućih antitela, predstavlja jak imunogen, 

a upotrebom rekombinantnih vakcina ustanovljeno je da je neophodan i u 

procesu fuzije virusa. Poseduje aktivnost neuraminidaze i hemaglutinacije. F 

protein odgovoran je prvenstveno za fuziju virusne ĉestice i penetraciju virusa u 

ćeliju. Sastoji se od dva polipeptida, distalnog i većeg prokimalnog, koji su 

spojeni disulfidnim vezama. TakoĊe, izaziva stvaranje neutralizujućih antitela  i 

poseduje osam antigenih mesta na sebi. NP protein je ĉvrsto vezan za RNA i 

igra esencijalnu ulogu u stabilnosti nukleokapsida. Uloga NP proteina u 

transkripciji i replikaciji nije do kraja razjašnjena. Kao i druge unutrašnje 

komponente viriona (proteini M, P i L), protein NP ne izaziva znaĉajan 
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humoralni imuni odgovor, ali se smatra da ima uticaja u stvaranju ćelijskog 

imuniteta - T-cell imuniteta. Proteini P i L imaju esencijalnu ulogu kao 

komponente RNA zavisne RNA polimeraza aktivnosti.  Hidrofobni protein M 

ĉvrsto je vezan za omotaĉ virusa i ima najznaĉajniju ulogu u medijaciji jezgra 

nukleokapsida i površinskih glukoproteina, koji saĉinjavaju antene na omotaĉu 

virusne ĉestice. M protein ima znaĉajnu ulogu i u odrţavanju perzistentne 

infekcije.  

 

Virology division, Backweston Campus, Ceilbridge, Kildare, 

Department for agriculture, fisheries and food, Republic of Ireland, 

(sampling directive) 2011. pripremili su uputstvo za uzorkovanje materijala 

nazalnim brisevima u sluĉaju sumnje na prisustvo virusa koji izazivaju 

respiratorne infekcije kod goveda. Najveća uspešnost u izolaciji respiratornih 

virusa je ukoliko se materijal uzorkuje nazalnim brisom izmedju trećeg i petog 

dana od poĉetka infekcije i što pre posle pojave prvih simptoma na osnovu kojih 

je postavljena sumnja. Svako uzorkovanje nazalnog brisa sedmog dana i kasnije, 

kada je već došlo do pojave puruletnog nosnog iscetka, smanjuje verovatnoću 

izolacije virusa iz materijala. Brisevi za izolaciju virusa treba da budu od 

pamuka i da se nikako ne transportuju suvi već iskljuĉivo što pre potopljeni u 

teĉnost (ĉista voda, fiziološki rastvor, MEM i sl.). Uzorkovane briseve treba što 

pre transportovati do laboratorije jer koliĉina virusa poĉinje da opada u brisu 

onog momenta kada je on uzet. Poţeljno je ne zamrzavati, već briseve 

transportovati na temperaturi friţidera do laboratorije. Smatra se da uzimanje 

najmanje šest ili više briseva od jedne pojave zaraze, umnogome povećava 

verovatnoću izolacije virusa i postavljanje pozitivne dijagnoze. 

Vecherov i sar. 2003. izvršili su molekularnu karakterizaciju ruskih 

izolovanih sojeva virusa PI3 koristeći prajmere za sekvencu dela HN gena. 

Komparativna analiza njihovih rezultata ukazuje na ĉinjenicu da neki sojevi 

imaju veliku sliĉnost sa severnoameriĉkim sojevima ĉiji je najpoznatiji  

predstavnik Kanzas soj SF-4/32. Druga grupa sojeva virusa PI3 iz Rusije, imala 

je visok nivo nukleotidne homologije u sekvenci sa japanskim izolatima. 
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Najveća razlika izmeĊu ispitivanih sojeva je bila 8 % u rasporedu nukleotida u 

sekvenci i 4% u rasporedu u sastavu aminokiselina iste sekvence. 

Wen i sar. 2012. izvršili su molekularnu karakterizaciju virusa 

parainfluence 3 goveda pod oznakom NM09, koji je izolovan u Kini. Umnoţili 

su soj na ćelijskoj liniji MDBK i izvršili kompletno sekvenciranje genoma 

navedenog soja, dobivši duţinu genoma od 15456 nukleotida. Sliĉno ostalim PI3 

izolatima, NM09 soj se sastojao od šest gena koji kodiraju devet proteina virusa. 

Nukleotidnom filogenetskom analizom sekvenci mariks i hemaglutinin 

neuraminidaza gena, dokazali su da ispitivani soj pripada genotipskoj grupi A 

virusa BPI3, uprkos ĉinjenici da su dosadašnji kineski izolovani sojevi pripadali 

genotipskoj grupi C. PotvrĊuju egzistenciju sojeva oba genotipa, C i A, na 

teritoriji Kine već duţi vremenski period.  

Zhu i sar. 2011. prvi su izvršili izolaciju i karakterizaciju ĉetiri 

izolovana soja virusa parainfluence 3 goveda u Kini. Filogenetska analiza dela 

NH gena ĉetiri soja iz Kine i kompletnog genoma soja SD0835, ukazuju na 

ĉinjenicu da ĉetiri kineska soja ne pripadaju ni genotipu A BPI3 virusa niti 

genotipu B BPI3, i moţda predstavljaju novu genotipsku grupu koju treba 

klasifikovati kao BPI3 genotip C. Od 63 ispitana nazalna brisa, izolovali su virus 

BPI3 u ĉetiri sluĉaja (pozitivan nalaz RTPCR reakcijom sa prajmerima za 

detekciju sekvence HN gena). Sojeve su umnoţili na ćelijskoj liniji MDBK 

uzgajane sa Gibco MEM i dodatkom 10% fetalnog telećeg seruma. Ćelije su 

umnoţili na dvadesetĉetvorobunarskoj mikroploĉi, uradili absorbciju ispitujućeg 

materijala u trajanju od 60 minuta na 37°C , odlili ostatak inokuluma i zamenili 

podlogu za rast podlogom za odrţavanje ćelija (MEM sa 4% fetalnog telećeg 

seruma). RT PCR reakciju uradili su kovencionalnim PCR metodom sa 

elektroforezom i gelom, koristeći prajmere NH seq1 i HN fwd. Dobili su 

proizvode PCR reakcije koji su imali 647 baznih parova. Da bi potvrdili podatke 

HN sekvence iz ĉetiri izolata, uradili su kompletno sekvenciranje soja SD835 

koristeći deset pari prajmera. Filogenetsko poreĊenje ĉetiri soja i SD0835 soja, 

uradili su poreĊenjem sekvenci za HN i M gen sa sekvencama humanih i 

goveĊih registrovanih sojeva u bazi, koristeći program MEGA verziju 4. HN 
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sekvence imale su nukleotidnu podudarnost sa australijskim sojem Q5592 u 

82%. Kada su koristili i sekvence za M gen (sa prajmerima Mfwd i Mseq1, 

dobivši proizvod PCR od 1048 baznih parova), podudarnost sa navedenim sojem 

je bila 83,3%, dok je podudarnost nukleotida izmeĊu ĉetiri izolata iznosila do 

99,4%. Kompletni genom izolata SD0835 sadrţao je 24 nukleotidne baze manje 

nego najduţi genom serotipa Q5592. Australijski soj je ranije već svrstan u 

poseban genotip u odnosu na prethodno otkrivene sojeve jer je imao nisku 

podudarnost nukleotida u odnosu na sve do tada otkrivene sojeve virusa PI3 

goveda. Ĉetri kineska izolata na osnovu HN sekvence razlikuju se i od 

genotipske grupe „A“ i od autralijske genotipske grupe „B“ i smatraju se 

posebnom novom genotipskom grupom „C“. Da bi potvrdili navedenu hipotezu, 

izvršili su poreĊenje sekvence za M matrix gen. MeĊutim, ova sekvenca dala je 

podudarnost od 99% sa australijskim izolatima. Zhu i sar. navode u svom radu i 

ĉinjenicu da se u bazi gena nalazi veoma mali broj sekvenci za virus PI3 goveda, 

te da je vrlo teško uraditi preciznu definiciju podudarnosti sa sojevima iz 

razliĉitih delova sveta, jer je njih u bazi gena vrlo malo za virus parainfluence 3 

goveda. Zhu i sar. tvrde da je PI3 definitivno prepoznat kao jedan od najvaţnijih 

primarnih respiratornih patogena kako mlaĊih, tako i starijih uzrasnih kategorija 

u intenzivnom stoĉarstvu.  
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3.  CILJ I ZADACI ISPITIVANJA 

 

 

Cilj ove doktorske disertacije je identifikacija i molekularna karakterizacija 

izolovanih sojeva virusa parainfluence 3 goveda na teritoriji Republike Srbije. 

Da bi se ostvario postavljeni cilj, definisani su sledeći zadaci:  

 

 

1. Da se metodom izolacije virusa na kulturi tkiva i virusneutralizacijom ispitaju  

uzorci nosnih briseva razliĉitih rasnih i starosnih kategorija goveda sa izraţenim 

kliniĉkim simptomima oboljenja gornjih partija respiratornog sistema na 

prisustvo virusa parainfluenca 3; 

 

2. Da se izvrši identifikacija izolovanih sojeva virusa parainfluence 3 goveda,  

primenom metode direktne imunofluorescencije;  

 

3. Da se primenom metode lanĉane reakcije polimeraze sa reverznom 

transkripcijom (RT PCR) uz korišćnje prajmera za F gen virusa PI3 goveda,    

ispitaju svi uzorci nosnih briseva  iz kojih nije izolovan virus PI3 na kulturi tkiva 

 

4. Da se primenom metode lanĉane reakcije polimeraze sa reverznom 

transkripcijom (RT-PCR), uz korišćenje odgovarajućih oligonukleotidnih 

prajmera koji detektuju sekvencu molekula virusne RNK koja kodira sintezu F 

antigena virusa PI3, ispitaju sojevi pomenutog virusa i proizvodi RT-PCR 

reakcije pripreme za sekvenciranje; 

 

5. Da se primenom metode lanĉane reakcije polimeraze sa reverznom 

transkripcijom (RT-PCR), uz korišćenje odgovarajućih oligonukleotidnih 

prajmera koji detektuju sekvencu molekula virusne RNK, koja kodira sintezu 

HN antigena virusa PI3, ispitaju sojevi pomenutog virusa i proizvodi RT-PCR 

reakcije pripreme za sekvenciranje; 
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6. Da se izvrši sekvenciranje RT-PCR proizvoda F i HN gena domaćih sojeva  

virusa PI3 metodom direktnog sekvenciranja po Sangeru; 

 

7. Da se izvrši molekularna karakterizacija na osnovu poreĊenja homologije 

nukleotidnih sekvenci F i HN gena domaćih sojeva izolovanih virusa, sa 

odgovarajućim sekvencama drugih izolovanih sojeva virusa parainfluence 3 

goveda, koji se nalaze u meĊunarodnoj bazi podataka iz banke gena; 

 

8. Da se na osnovu rezultata poreĊenja sekvenci odredi poloţaj domaćih izolovanih 

sojeva virusa PI3 na filogenestkom stablu i definiše njihova genotipska 

pripadnost. 
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4.  MATERIJAL I METODE ISPITIVANJA 

 

MATERIJAL ZA ISPITIVANJE 

 

Uzorci - Poĉetni materijal za ispitivanje (nosni brisevi goveda) 

Poĉetni materijal za ispitivanje predstavljaju nosni brisevi 119 goveda 

poreklom sa farmi i iz privatnog sektora, prikupljenih sa teritorije Republike 

Srbije. Goveda od kojih su uzeti nosni brisevi pripadaju razliĉitim proizvodnim i 

starosnim kategorijama i svi su imali izraţene kliniĉke simptome respiratornih 

infekcija. Nosni brisevi prikupljeni su u cilju ispitivanja prisustva i izolacije  

virusa parainfluence 3 goveda. Prikupljeni uzorci nosnih briseva potopljeni su u 

2 ml hranljive podloge Eagle MEM ili u fosfatni pufer pH 7,2 i ĉuvani na 

tempraturi od -20°C do poĉetka ispitivanja. Osam nosnih briseva uzorkovano je 

bez teĉnosti i ovim brisevima dodato je 2 ml Eagle MEM-a, nakon dopremanja u 

laboratoriju. 

 

Materijal koji je korišćen u metodi izolacije i virusneutralizacije:  

 Referentni soj SF4 goveĊeg virusa parainfluence 3, titra od 10
5,0

 

TCID50%, umnoţavan u ćelijskoj liniji MDBK (Madin Darby Bovine 

Kidney), poreklom  iz American Bioresearch PO Box 6099, Sevierville, 

Tennesse, 37864 USA (Dr John Black ); 

 Kontinuirana ćelijska linija MDBK („Madin Darby bovine kidney“ – 

ćelijska linija  bubrega teleta) nabavljena  je iz banke ćelijskih linija 

Zooprofilaktiĉkog eksperimentalnog Instituta iz Breše (Italija);  

 Bakteriološki  filteri za jednokratnu upotrebu  sa veliĉinom pora od 400 

nm proizvoĊaĉa Whatman; 

 Podloga  za rast i  odrţavanje  ćelijske linije  Eagle  MEM (minimalni 

esencijalni medijum) proizvoĊaĉa PAA;   

 Mešavina antibiotika i antimikotika koja u sebi sadrţi penicilin, 

streptomicin i amfotericin B, proizvoĊaĉa PAA; 

 Fetalni teleći serum proizvoĊaĉa “Biochrom”; 
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 Mikroploĉe za rast ćelijskih linija, izolaciju i virusneutralizaciju od 24 

bunara i sa 96 bunara, proizvoĊaĉa “Sardshtedt” iz Nemaĉke, EU. 

 Hiperimuni serum protiv virusa PI3 goveda, pripremljen imunizacijom 

kunića referentnim sojem SF4 virusa PI3 goveda. 

Za izvoĊenje metode izolacije i virusneutralizacije virusa korišćena je 

sledeća oprema:  invertni mikroskop (proizvoĊaĉ: Cajs “Zeiss” - Nemaĉka), 

friţider, zamrzivaĉ, termostat, laminarna komora, centrifuga, vortex i 

mikropipete. 

 

 

Materijal koji je korišćen  u metodi direktne imunofluorescencije: 

 Ćelijska linija MDBK (Madin Darby bovine kidney) proizvoĊaĉa - banke 

ćelijskih linija,  iz Breše (Italija),  „Institutto Zooprofilactico 

Sperimentalle di Brescia - Italia“; 

 Antibiotik-antimikotik, mešavina za ćelijske linije, proizvoĊaĉa PAA 

(EU); 

 Podloga za rast “Eagle MEM” proizvoĊaĉa PAA (EU); 

 Fetalni teleći serum, proizvoĊaĉa “Biochrom” ; 

 FITC konjugat za PI3 - kunićeva monoklonska  antitela protiv virusa  

PI3, proizvedena na kuniću i obeleţena fluoresceinizotiocijanatom 

(proizvoĊaĉ: “ Bio X, Belgium” - Bio iks Belgija); 

 Pufer pH 7,2, aceton, destilovana voda. 

 

U metodi direktne imunofluorescencije korišćena je sledeća oprema: termostat  

sa 5% CO2 (proizvoĊaĉ: “Binder” Binder), laminarna komora klase II A (proizvoĊaĉ: 

Aquaria, EU), zamrzivaĉ na -20
o
 C (proizvoĊaĉ: LTH); friţider  sa temperaturom 2-8

o
 C 

(proizvoĊaĉ: “Whierpool” Whierpool USA), fluorescentni mikroskop, proizvoĊaĉa 

„ZEISS“  model: „AXIO A2 Observer Invert microscope“, mikropipete i mikroskopske 

ploĉice. 
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Materijal koji je korišćen za metodu RT PCR - lanĉanu reakciju polimeraze  

Materijal koji je korišćen za ekstrakciju nukleinske kiseline: 

 Ekstrakcija  virusne RNK iz pripremljenih uzoraka izolata virusa PI3 sa 

ćelijske linije, vršena je primenom kita: Pure Link RNA Mini Kit za 50 

reakcija, proizvoĊaĉa „Ambion by Life technology“, za 50 RNA ekstrakcija. 

Navedeni dijagnostiĉki kit se sastoji od sledećih reagenasa i potrošnog 

materijala: 50 Mini Spin cartridge Columns (kolona), QIAGEN Proteinase 

K, Pufer za ispiranje 1, Pufer za ispiranje 2, Pufer za razaranje (lysis buffer), 

Tuba (2ml) (Collection Tubes), Tuba od 1,5 ml. Ostale potrebne supstance 

za ekstrakciju RNA su 2 mercaptoethanol i 96-100% ethanol; 

 Oprema koja je korišćena za ekstrakciju virusne RNA su: laminarna komora, 

centrifuga sa rotorom za mikrotube od 1,5 ml brzine do 16000 o/min, 

zamrzivaĉ, friţider, termostat, vortekas, termoblok za inkubisanje uzoraka sa 

leţištem za minitube i mikropipete. 

 

 

Materijal koji je korišćen  za izvoĊenje PCR reakcija: 

 Reagensi za smešu neophodni za izvoĊenje RT PCR reakcije: QIAGEN One 

Step RT-PCR Mix Kit – (proizvoĊaĉa QIAGEN Inc., Valencia, CA, SAD) koji 

se sastoji od: 5 x Qiagen One Step RT-PCR Buffer, 5xQsolution, Qiagen 

OneStep RT-PCR enzyme mix, dNTP Mix, Rnase - free water; 

 

 Par oligonukleotidnih prajmera sa sekvencom nukeotida, koji amplifikuju deo 

gena molekula virusne RNK koji kodiraju sintezu F proteina goveĊeg virusa 

parainfluenca 3, proizvoĊaĉa Applied Biosystems, UK, (Lingley House, 120 

Birchwood Boulevard Warington, Cheshire WA3 7QH); 
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Tabela 1.  Prajmeri za RTPCR reakciju za sekvencu F gena (Lyon i sar. 1996.) 

Prajmeri za sekvencu F gena virusa parainfluence 3 goveda 

SENSE   F 5’CATTGAATTCATACTCAGCAC3’ 

ANTISENSE   R 5’AGATTGTCGCATTTAGCCTC3’ 

    

 Par oligonukleotidnih prajmera sa sekvencom nukeotida koji amplifikuju 

deo gena molekula virusne RNK, koji kodiraju sintezu hemaglutinin 

neuraminidaza (HN) proteina goveĊeg virusa parainfluenca 3, 

proizvoĊaĉa Applied Biosystems, UK, (Lingley House, 120 Birchwood 

Boulevard Warington, Cheshire WA3 7QH). 

 

Tabela 2. Prajmeri za RTPCR reakciju za sekvencu HN gena (Zhu i sar. 2011) 

Prajmeri za sekvencu NH  gena virusa parainfluence 3 goveda 

HN fwd   5’GAATGACTCATGATAGAGGTA3’ 

HN seq1 5’AGGACAACCAGTTGTATTACAT3’ 

 

Reakcija RT PCR izvoĊena je u termoprocesoru proizvoĊaĉa Eppendorff.  

 

 

 

Materijal koji je korišćen  za elektroforezu PCR proizvoda: 

Materijal koji je korišćen za izvoĊenje elektroforeze proizvoda PCR reakcije u 

svom sastavu sadrţavao je: 

 Pufer za elektroforezu koji je u svom sastavu sadrţavao: tris basu, bornu 

kiselinu, etidijum bromid i destilovanu vodu; 

 Boju za PCR proizvod (5 x loading dye), proizvoĊaĉa Fermentas, EU; 
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 Obojen Gen ruler za elektroforezu od 100 do 1000 baznih parova, 

proizvoĊaĉa Fermetnas; 

 Gel za elektroforezu koji se sastoji od 1,5 g agaroze „top vision“, 

proizvoĊaĉa Fermentas (molecular biology grade) i 75 ml pufera za 

elektroforezu sa dodatkom etidijum bromida koji ima ekstinkciju na 493 

nm i emisiju na 620 nm talasne duţine i daje fluoresentno narandţastu 

boju (Robinson i sar. 2000). 

Za  elektroforezu  PCR proizvoda korišćena je strujna jedinica za elektroforezu i 

kada sa drţaĉem gela za elektroforezu. Za vizualizaciju proizvoda elektroforeze 

korišĉen je transiluminator. 

 

Materijal koji je korišćen za purifikaciju proizvoda RT-PCR reakcije: 

 Mini Elute PCR purification kit za 250 reakcija (for purification of PCR 

products (60bp-4Kbp), proizvoĊaĉa Qiagen (USA), koji u sebi sadrţi sledeće 

reagense: Pufer PB (binding buffer), Pufer PE (wash buffer), Pufer za ispiranje 

(Elution buffer), pH indikator, boju za produkt (loading dye), kolone sa filterom 

(mini elute spin columns), alkohol- etanol 96-100%; 

 Za preĉišćavanje PCR proizvoda korišćena je sledeća oprema: centrifuga za 

mikrotube do 13000 o/min, laminarna komora, mikropipete i nastavci za 

mikropipete od 1-10 µl, mikropipete i nastavci za mikropipete od 2-200 µl, 

mikropipete i nastavci za mikropipete od 50-1000 µl, tube za kolekciju filtrata 

od 1,5 ml, ampule od 1,5 ml, vorteks. 

 

Materijal koji je korišćen za sekvenciranje dobijenih proizvoda RT PCR reakcije: 

 Formamid, izopropanol, prajmeri iz konzerviranog dela F i HN gena koji su 

prethodno navedeni  u materijalu koji je potreban za izvoĊenje RT PCR reakcije; 

 

 Oprema koja je korišćena  za sekvenciranje PCR proizvoda obuhvata sledeće 

ureĊaje: centrifuga sa rotorom za mikrotube do 15 000 rpm, friţider, zamrzivaĉ, 
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termo procesor Eppendorff,  sekvencer „ABI PRISM Genetic Analizer 310“, 

mikropipete i nastavci za jednokratnu upotrebu. 

 

 

Materijal koji je korišćen za odreĊivanje nukleotidne homologije i  

formiranje filogenetskog stabla: 

 Sekvence F gena sledećih sojeva virusa parainfluence3: BN-CE, Japan 1, 

Japan2, BN-1, TVMDL24, 92-7783_ISU-92, porcine paramyxo virus strain 

Frost, Kansas/15626/84, SF4, Shipping Fever, Swine parainfluenza virus 3 81-

19252_Texas-81, Porcine paramyxovirus strain Texas, NM09, HPIV3/A 

US/6/2007, HPIV3 homo sapiens/PER/FLI3288/2010, Q5592, SD0835, HS9, 

12Q061, SRB001, SRB002, SRB003, SRB004, SRB005, SRB006, SRB062 i 

SRB100. 

 Sekvence HN gena sledećih sojeva virusa parainfluence3: BN-CE, Japan 1, BN-

1, TVMDL24, 92-7783_ISU-92, Kansas/15626/84, DIO, cds, SF4, Shipping 

Fever, 81-19252_Texas-81, NM09, HPIV3/A, US/6/2007, Q5592, SD0835, 

SD0805, SD0809, SD0811, HS9, 12Q06BJ/023/08, SRB001, SRB002, SRB003, 

SRB004, SRB005, SRB006, SRB062 i SRB100. 
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M E T O D E 

 

Metoda izolacije i virusneutralizacije 

 

Metoda izolacije  i virusneutralizacije izvršena je po standardnoj operativnoj proceduri 

koju je propisao OIE Terrestrial manual, International standard setings, 2015. i sadrţala 

je sledeće korake: 

 Prikupljeni uzorci nosnih  briseva goveda sa respiratornim simptomima ĉuvani 

su na temperaturi  od -20 
0
 C do poĉetka rada; 

 Svi nosni brisevi odmrzavani su i homogenizovani na vorteksu u trajanju od 

nekoliko sekundi; 

 Sadrţaj  iz uzoraka nosnih briseva preliven  je u mikrotube zapremine od 1,5 ml; 

 Uzorci  su zatim  centrifugovani u trajaju do 5 minuta na 2500 obrtaja /min; 

 Dobijeni supernatanti su posle centrifugovanja uzoraka filtrirani kroz  

bakteriološke filtere sa porama promera od 400 nm; 

 U udubljenja mikroploĉe sa 24 bunara za kulturu tkiva sa ravnim dnom,  

razliven je  po 1 ml suspenzije ćelijske linije MDBK; 

 Podloga Eagle MEM-a sadrţavala je 10 % fetalnog telećeg seruma, sa 

antibioticima  i antimikotikom za ćelijske linije; 

 Posle 24 sata inkubacije, podloga je odlivena sa ćelija i izvršena je inokulacija 

uzoraka filtrata nosnih briseva u koliĉini od po 100 μl; 

 Posle perioda potrebnog za adsorpciju virusa na ćelije kulture tkiva u trajanju od 

1 h,  a zatim je dodata nova podloga za odrţavanje, koja se sastojala od MEM-a 

sa 2% fetalnog telećeg seruma u zapremini od po 1 ml; 

 Referentni soj SF4 virusa PI3 goveda inokulisan je u zasebna udubljenja 

mikroploĉe za kulturu tkiva pod rednim brojem 21 i 22, dok su udubljenja sa 
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ćelijama pod rednim brojem 23 i 24, u koje nije inokulisan ispitujući materijal, 

sluţila kao kontrola tkiva u ogledu; 

 Mikroploĉe su zatvorene tako što su oblepljene parafilmom i inkubisane na 

temperaturi od 37 °C u prisustvu 5% CO2; 

 Sve mikroploĉe sa inokulisanim ćelijskim linijama svakodnevno su posmatrane 

na prisustvo citopatogenog efekta; 

 Ukoliko je došlo do pojave citopatogenih promena u inokulisanim ćelijskim 

linijama pre perioda od 24 sata, takav rezultat je smatran nespecifiĉnim usled 

citotokasiĉnog efekta koji nije bio izazvan prisustvom virusa; 

 Mikroploĉe su inkubisane dok citopatogeni efekat nije zahvatio 75% ćelija; 

 Posle pojave izraţenog citopatogenog efekta u inokulisanim ćelijskim linijama, 

inkubacija je prekidana, a materijal sa umnoţenim virusom  je zamrzavan; 

 Ćelije sa inokulisanim uzorcima koji nisu doveli do pojave citopatogenog efekta, 

u prvoj pasaţi su inkubisani do isteka perioda od 7 dana;   

 Posle 7 dana, sve ćelijske linije u kojima nije došlo do pojave citopatogenog 

efekta zamrzavane su i odmrzavane 3 puta, nakon ĉega su nove ćelijske linije 

ponovo inokulirane materijalom prve pasaţe na isti naĉin, što je predstavljalo 

drugu pasaţu ispitivanog materijala u procesu izolacije virusa; 

 Ukupno vreme ispitivanja uzoraka suspektnog materijala na prisustvo virusa PI3 

iznosilo je 21 dan, odnosno 3 pasaţe u trajanju od 7 dana inkubacije inokulisanih 

ćelijskih linija, pri ĉemu su uzorci ispitivanog materijala koji nisu izazivali 

pojavu citopatogenog efekta, posle tri pasaţe proglašavani negativnim na 

prisustvo virusa PI3;   

 Uzorci ispitivanih nosnih briseva koji su u inokulisanim ćelijskim linijama 

doveli do pojave citopatogenog efekta, ispitivani su metodom virus neutralicije 

na ćelijskoj liniji MDBK uz korišćenje imunog seruma protiv virusa PI3 

dobijenog metodom hiperimunizacije kunića sojem SF4 navedenog virusnog 

antigena, sa titrom specifiĉnih antitela od 1:128; 
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 Svi supernatanti kultura tkiva poreklom od uzoraka nosnih briseva koji su doveli 

do pojave citopatogenog efekta su titrirani u  razreĊenjima tako što su razreĊenja 

svakog supernatanta postavljena u 5 kolona na ćelijskoj liniji MDBK. Titar 

virusa je obraĉunat po Kerberu. 

 Virusneutralizacija je  izvoĊena  tako što su prethodno napravljena dvostruka 

razreĊenja titriranih supernatanata suspektnog materijala ispitivanog na 

prisustvo virusa PI3 u udubljenja mikroploĉa za kulturu tkiva u duplikatu, uz  

korišćenje Eagle MEM sa 2 % fetalnog telećeg seruma kao rastvaraĉa; 

 Virus neutralizacija vršena je u jednom redu razreĊenja supernatanta 

dodavanjem iste zapremine specifiĉnog hiperimunog seruma u svako udubljenje  

dok je paralelni red mikroploĉe  sa identiĉnim dvostrukim razreĊenjima 

suspektnog materijala sluţio kao kontrola virusa; 

 Posle inkubacije od jednog sata na 37°C, u svako udubljenje mikroploĉe  dodato  

je po 50 μl suspenzije ćelija linije MDBK u Eagle MEM-u sa 2% fetalnog 

telećeg seruma; 

 Mikroploĉe sa ispitivanim uzorcima hermetiĉki su zatvorene parafilmom i 

inkubisane  na temperatiuri od 37°C, uz svakodnevno posmatranje na prisustvo 

citopatogenog efekta; 

 Dokaz neutralizacije virusa sa hiperimunim serumom protiv virusa PI3  

predstavlja izostanak citopatogenog efekta u dva ili više dvostrukih razreĊenja 

virusa u odnosu na red sa istim razreĊenjima virusa u kojima virus nije bio 

neutralizovan, tako da je doveo do pojave citopatogenih promena. 
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    Metoda direktne imunofluorescencije (DIF, TFA)  

Metoda direktne imunofluorescencije izvršena je po uputstvu proizvoĊaĉa 

monoklonskih antitela protiv virusa PI3 goveda konjugovanih sa 

fluoresceinizotiocijanatom- FITC, po sledećoj proceduri: 

 Svi izolovani sojevi virusa koji su doveli do pojave citopatogenog efekta 

inokulisani su na 24 sata staru ćelijsku liniju MDBK, u udubljenja mikroploĉe  

sa ravnim dnom za kulturu tkiva; 

 Pred samu inokulaciju virusa, zamenjena je podloga za rast (Eagle MEM sa 10% 

fetalnog teleće seruma sa antibioticima i antimikoticima) podlogom za 

odrţavanje ćelijske linije koja je imala isti sastav sa smanjenim procentom 

fetelnog telećeg seruma koji je iznosio  2%;  

 U udubljenja mikroploĉe sa ćelijskom linijom, inokulisano je po 25 mikrolitara 

ispitujućeg materijala; 

 U dva udubljenja inokulisan je referentni soj SF4 virusa PI3 goveda, a poslednji 

red ćelijske linije bio je neinokulisan, da bi posluţio kao kontrola tkiva u testu 

direktne imunofluorescencije; 

 Mikroploĉe su inkubisane u termostatu na 37 °C u prisustvu 5% CO2 dok 

citopatogeni efekat nije zahvatio oko 50% ćelija; 

 Mikroploĉe su, posle inkubacije, ispirane sa PBS puferom pH 7,2 i osušene na 

sobnoj temperaturi u trajanju od 30 minuta; 

 Fiksiranje ćelijske linije u udubljenjima mikroploĉa sa ravnim dnom  obavljeno   

je uz pomoć 80% acetona sa 20% metanola, u trajanju od 30 minuta 

(Bhattacharya i sar 2010), posle ĉega je u svako udubljenje dodato po 50 

mikrolitara radnog rastvora konjugata za direktnu imunofluorescenciju za 

dokazivanje prisustva antigena virusa PI3 goveda; 
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Dijagnostiĉki serum koji je korišćen za izvoĊenje metode direktne 

imunofluorescencije, sadrţavao je monoklonska antitela protiv virusa 

parainfluence 3 goveda, konjugovana sa fluoresceinizotiocijanatom - FITC, 

proizvoĊaĉa: “Bio X, Belgium” (Bio iks, Belgija). 

 Mikroploĉe su inkubisane u vlaţnoj komori na 37°C, u trajanju od 45 minuta; 

 Posle inkubisanja višak konjugata uklanjan je iz udubljenja, a mikroploĉe su dva 

puta ispirane sa PBS pH 7,2 i treći put destilovanom vodom;  

 Mikroploĉe su zatim osušene na sobnoj temperaturi i posmatrane pod vidnim 

poljem fluorescentnog mikroskopa  u mraĉnoj komori, pri ĉemu su kao pozitivne 

kontrole sluţila udubljenja sa ćelijama inokulisanim referentnim sojem SF4 

virusa PI3, dok su kao negativna kontrola sluţila udubljenja sa ćelijskim 

linijama koje nisu inokulisane; 

 Jasno izraţena ţutozelena fluorescencija granula u citoplazmi, a kasnije i u 

jedrima inokulisanih ćelija, predstavlja dokaz prisustva antigena virusa 

parainfluence 3 goveda u ispitivanom materijalu. 

 

     Metoda lančane reakcije polimeraze - PCR 

 

Lanĉanoj reakciji polimeraze - PCR  prethodila je ekstrakcija virusne nukleinske 

kiseline a sama PCR reakcija se sastojala iz sledećih faza:  

 Priprema smeše i izvoĊenje RT PCR reakcije po propisanom termalnom 

protokolu; 

 Elektroforeza PCR produkta; 

 Vizuelizacija PCR proizvoda (ĉitanje rezultata RT PCR reakcije). 
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  Ekstrakcija RNK  

            Postupak ekstrakcije RNK virusa PI3 iz ispitujućeg materijala, izvršen je po 

uputstvu proizvoĊaĉa kita za ekstrakciju RNK, “Ambion bz Life technology”, po 

sledećoj proceduri: 

 Kao ispitujući materijal za ekstrakciju RNK upotrebljeni su identifikovani  virusi 

PI3 goveda, izolovani i umnoţeni na ćelijskoj liniji MDBK; 

 Ekstrakcija RNK uraĊena je po uputstvu proizvoĊaĉa kita za ekstrakciju RNK 

proizvoĊaĉa “Ambion by Life technologies” RNA Mini Kit;  

 U mikrotube od 1,5 ml sipano je po 500 µl ispitujućeg materijala; 

 U mikrotube je zatim dodato  po 500 µl pufera za razaranje (lysis buffer), sa 1% 

β merkaptoetanola i etanola od  96-100% u istoj zapremini; 

 Mešavina je homogenizovana na vorteksu u trajanju od nekoliko sekundi; 

 Mikrotube su centrifugirane nekoliko sekundi na 8000 o/min da bi se otklonili 

tragove smeše sa zapušaĉa i spreĉila unakrsna kontaminacija otvaranjem 

ampula; 

 Sadrţaj smeše filtriran je u kolonama za mikrofiltraciju centrifugiranjem, u 

trajanju od 1 minut, pri brzini od 8000 o/min;  

 Filtrat je odbaĉen zajedno sa sabirnom ampulom za sakupljanje filtrata i u 

nastavku rada korišćene su nove sabirne ampule;  

 U svaku kolonu za mikrofiltraciju dodato je po 700 µl prvog pufera za 

ispitivanje, posle ĉega su kolone centrifugirane u trajanju od 1 minut na 8000 

o/min; 

 Filtrat je odbaĉen sa tubom za sakupljanje filtrata i dodavano je 500 µl drugog 

pufera za ispiranje; 

 Sadrţaj je centrifugiran 1 minut pri brzini od 8000 o/min; 
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 Kolone za mikrofiltraciju centrifugirane su sa praznom ampulom za sakupljanje 

filtrate, u trajanju do 3 minuta, pri brzini od 13000 o/min, kako bi se odstranili 

svi tragovi poslednjeg pufera za ispiranje; 

 Kolone za mikrofiltraciju prebaĉene su u otvorene mikrotube od 1,5 ml, dodato 

je 50 µl rastvaraĉa za otpuštanje ribonukleinske kiseline sa filtera  i 

centrifugirane su dva minuta, pri brzini od 12000 o/min;   

 Ekstrahovana ribonukleinska kiselina ĉuvana je u zamrzivaĉu na -20
0
C do 

nastavka postupka, odnosno do postavljanja RT PCR reakcije; 

 Ekstrakcija RNK iz svih ostalih uzoraka suspektnog materijala, posle ĉije 

inokulacije u kulturu tkiva nije došlo do pojave citopatogenog efekta (nosni 

brisevi iz kojih nije izolovan virus), izvršena je direktno iz nosnih briseva po 

prethodno navedenoj proceduri. 
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    Priprema reakcione smeše i izvoĊenje lanĉane reakcije polimeraze RT PCR  

Da bi se izvršila RT PCR reakcija, pripremljena je smeša reagenasa za odvijanje 

reakcije. S obzirom na to da se analizira prisustvo virusne RNK, reakciji PCR mora 

prethoditi proces reverzne transkripcije (RT), zbog ĉega se koriste kitovi za smešu koji 

imaju jedan korak više (RT PCR) i sluţe za PCR reakcije kada se ekstrahuje RNK.  

Smeša za RT PCR reakciju napravljena je prema uputstvu proizvoĊaĉa komercijalnog 

kita Qiagen za RNK viruse “One step RT PCR Q”.  

Tabela 3. Sastav smeše za ispitivanje jednog uzorka metodom  RT PCR  

Supstanca Koliĉina 

RNA-sa slobodna voda 6 µl 

5x Qiagen One step RT PCR Buffer 4 µl 

dNTP mix 0,8 µl 

5 X Q solution 4 µl 

Forward primer (10µM) 1,2 µl 

Reverse primer (10µM) 1,2 µl 

Qiagen One Step RT PCR enzyme mix 0,8 µl 

    

Sve analize izvršene metodom RT PCR obavljene su u zapreminama od po 20 µl, koje 

su pripremljene od 18 µl smeše reagenasa i 2 µl uzorka nukleinske kiseline, u 

mikrotubama od 200µl. Pripremljene smeše sa uzorcima postavljane su u termalni 

procesor za izvoĊenje PCR reakcije, proizvoĊaĉa Eppendorf. Korišćeni su sledeći 

trermalni protokoli: 
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Tabela 4. Termalni protokol za RT PCR reakciju sa prajmerima konzervisanog dela 

genoma iz F gena (Lyon i sar. 1996.) 

Parameter Temperatura 
0
C Vreme Ponavljanje 

Reverzna 

transkripcija 47 30 min 1 

Inicijalna  

denaturacija 94 2 min 1 

Denaturacija 94 45 sec 

35 Kaljenje 51 45 sec 

Ekstenzija 72 1 min 

Finalna ekstenzija 72 5 min 1 

Oĉekivana veliĉina PCR proizvoda iznosi 400 bp. 

 

Tabela 5. Termalni protokol za RT PCR reakciju sa prajmerima konzerviranog dela 

genoma iz HN gena (Zhu i sar. 2011) 

Parameter Temperatura 
0
C Vreme Ponavljanje 

Reverzna 

transkripcija 50 30 min 1 

Inicijalna 

denaturacija 93 3 min 1 

Denaturacija 94 45 sec 

35 Kaljenje 49 45 sec 

Ekstenzija 72 1 min 

Finalna ekstenzija 72 10 min 1 

Oĉekivana veliĉina PCR proizvoda iznosi 647 bp. 
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Postupak izvoĊenja elektroforeze RT PCR proizvoda 

Gotovi proizvodi RT PCR reakcije razdvajani su na elektorforezi nanošenjem po 5,5 µl 

proizvoda PCR sa dodatkom boje u svako udubljenje gela. 

Za elektorforezu upotrebljen je tris-acetat-EDTA pufer sa etidijum bromidom i gel 

pripremljen sa 2% agaroze u puferu za elektoroforezu. 

tabela 6. parametri elektorfotreze  

Parametar Vrednost 

Napon struje  120 V 

Jaĉina struje 30 mA 

Vreme izlaganja 60 minuta 

 

Posle završene elektroforeze, rezultati PCR reakcija proĉitani su postavljanjem 

gela na transiluminator pod UV svetolom. 

U jedan bazen gela za elektorforezu nalivena je ista zapremina smeše  sekvenci 

razliĉitih duţina (ruler), sa mešavinom produkata (100 – 1000 bp), koja je sluţila kao 

vizuelni pokazatelj za procenu veliĉine PCR proizvoda.  

Pozitivna reakcija ispoljava se pojavom traka fluorescentnonarandţaste boje u 

širini bazena na gelu i na mestu koje odgovara veliĉini sekvenci prema broju baznih 

parova, u poreĊenju sa elektroforeziranim sekvencama sadrţanim u ruleru.  
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Metoda purifikacije proizvoda RT-PCR (prečišćavanje PCR proizvoda)  

 

 Metoda za preĉišćavanje PCR proizvoda izvršena je po uputstvu proizvoĊaĉa  

reagenasa (kita) za purifikaciju PCR produkta (Mini Elute purification kit, proizvoĊaĉa 

Qiagen). Preĉišćavanje proizvoda PCR reakcije izvršeno je po sledećem protokolu: 

 Pripremljeni su radni rastvori svih pufera u kitu dodavanjem etanola u 

propisanoj koliĉini po preskripciji proizvoĊaĉa; 

 Gotovom proizvodu PCR reakcije dodat je pufer PBS u zapremini pet puta većoj 

od zapremine gotovog proizvoda RT PCR reakcije; 

 Smeša je homogenizovana na vorteksu u trajanju od nekoliko sekundi; 

  Posle toga, smeša je prebaĉena u mini kolone za filtriranje centrifugiranjem; 

 Zatim je izvršeno centrifugiranje uzoraka smeše u trajanju od 1 minut na 8000 

o/min; 

 Filtrati su odbaĉeni i u mini kolone dodato je po 750 µl pufera PE (purificate 

elution) za preĉišćavanje; 

 Sadrţaj uzoraka smeše u minikolonama centrifugiran je 1 minut na 8000 o/min; 

 Zatim je izvršeno odbacivanje filtrate, dok su kolone još jednom centrifugirane 1 

minut na 8000 o/min do potpunog odstranjivanja pufera PE sa membrane; 

 Minikolone su zatim prebaĉene u nove tube za sakupljanje preĉišćene DNK; 

 U svaku minikolonu dodato je po 10 µl pufera EB (elution buffer) za otpuštanje 

preĉišćene DNK; 

 Miniklone su inkubisane 1 minut na sobnoj temperaturi od 20-22°C; 

 Posle toga izvršeno je centrifugovanje uzoraka u kolonama 1 minut na 8000 

o/min i dobijene su preĉišćene dezoksiribonukleinske kiseline (DNK), odnosno 
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proizvodi RT PCR reakcije u novim mikrotubama koje su spremljene za 

sekvenciranje; 

 Uzorci preĉišćene DNK odlagani su i ĉuvani na temperaturi od -20°C do 

postupka sekvenciranja. 

 

 

Metoda sekvenciranja proizvoda RT-PCR 

 

Sekvenciranje PCR proizvoda izvršeno je metodom direktnog sekvenciranja po 

Sangeru. Kao pripremnu etapu u sekvenciranju bilo je potrebno pripremiti uzorak za 

sekvenciranje koji podrazumeva dodatno preĉišćavanje proizvoda PCR izopropanolom i 

denaturaciju formamidom na sledeći naĉin: 

 U svaku  minitubu sa preĉišćenom DNK dodato je po 80 µl 75% izopropanola i 

smeša je inkubisana 15 min na sobnoj temperaturi u mraku; 

 Smeša je centrifugirana 45 min na 2000 o/min; 

 Supernatant je odliven i tubice su centrifugirane 2 min na 7000 o/min; 

 Mikrotube su naknadno sušene u mraĉnoj komori na sobnoj temperaturi 15-30 

min;  

 Osušeni proizvod  je denaturisan dodavanjem 10µl formamida;  

 Tubice sa formamidom su inkubisane 2 min na 95°C i 2 min na 4°C; 

 Sadršaj tubica prebaĉen je u strip tubice za sekvenciranje; 

 Ovim postupkom je proizvod PCR-a bio pripremljen za finalni postupak 

sekvenciranja.  

 

Sekvenciranje proizvoda PCR reakcije obavljeno je metodom direktnog sekvenciranja 

po Sangeru, kome je prethodila priprema reakcione smeše koja je imala sledeći sastav:  
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         Tabela 7. Sastav reakcione smeše za sekvenciranje DNK proizvoda  

Reagens Koliĉina 

Dye mix 2 µl 

Dye buffer 2 µl 

Prajmer F (forward ili reverse)* 1,2 µl 

H2O 1,8 µl 

Uzorak preĉišćenog proizvoda RT PCR 3 µl 

Ukupna koliĉina smeše 10 µl 

 

 

Termalni protokol za sekvenciranje imao je sledeće parametre: 

Tabela 8. Termalni protokol za sekvenciranje F sekvence F gena 

Temperatura Vreme Broj ciklusa 

96 °C 1 min  

96°C 10 sec  

50°C 5 sec X 35 

60°C 4 min  

4°C do 24 sata  

   

Oprema koja je korišćena za sekvenciranje PCR proizvoda obuhvata: centrifugu sa 

rotorom za mikrotube do 15 000 rpm, friţider, zamrzivaĉ, termo procesor Eppendorff i   

sekvencer „ABI PRISM Genetic Analizer 310. 
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UtvrĊivanje homologije nukleotidnih sekvenci domaćih sojeva sa sekvencama 

registrovanih sojeva virusa PI3 goveda iz banke gena 

Postupak utvrĊivanja procenta nukleotidne homologije F i HN sekvenci domaćih 

izolovanih sojeva virusa sa odgovarajućim sekvencama registrovanih virusa PI3 iz baze 

gena, izvršena je primenom BLAST softvera i baze gena NCBI (National Center for 

Biotechnology Information). 

 

  Izrada filogenetskog stabla virusa PI3 goveda sa pozicioniranjem izolovanih 

sojeva navedenog virusa sa teritorije Republike Srbije  

  Poloţaj domaćih sojeva na filogenetskom stablu virusa dobijenog na osnovu 

sekvenci F i HN gena, odreĊen je upotrebom programa MEGA 6.0. i algoritma 

“Maksimum Persimony method”. Upotrebom istog programa i algoritma formirano je i 

filogenetsko stablo sa vremenom grananja izolovanih sojeva virusa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.google.rs/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBsQFjAAahUKEwjJwtrK0rLIAhWHXiwKHePjBtA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEtxijk1bbk_J3zghYe8TRBijQ4rw&bvm=bv.104819420,d.bGg
https://www.google.rs/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBsQFjAAahUKEwjJwtrK0rLIAhWHXiwKHePjBtA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEtxijk1bbk_J3zghYe8TRBijQ4rw&bvm=bv.104819420,d.bGg
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    REZULTATI 

 

Rezultati izolacije i virusneutralizacije virusa PI3 goveda iz nazalih briseva 

 

Ispitani su nosni brisevi 119 goveda razliĉitih rasnih i starosnih kategorija sa 

teritorije Republike Srbije, koji su imali simptome poremećaja gornjih partija 

respiratornog trakta. Inokulisana ćelijska linija MDBK sa ispitujućim materijalima je 

inkubisana na 37° C u prisustvu 5% CO2 u trajanju od 7 dana. Prisustvo citopatogenog  

efekata praćeno je svakodnevno. Svaki material koji nije dao citopatogeni efekat bio je 

inokulisan na drugu pasaţu posle 7 dana inkubacije, trostrukim zamrzavanjem i 

odmrzavanjem prethodne pasaţe. Postupak je kod negativnog nalaza ponovljen ukupno 

3 puta (tri pasaţe od 7 dana). U prvoj i drugoj pasaţi nije došlo do pojave citopatogenog 

efekta ni u jednom ispitanom materijalu. Citopatogeni efekat referetntnog soja virusa 

SF4 je dobijen u prvoj pasaţi. 

U trećoj pasaţi tokom izolacije virusa na ćelijskoj liniji MDBK došlo je do 

pojave citopatogenog efekta 11 inokulisanih uzoraka nosnih briseva (9,24%).  

U testu virusneutralizacije, ĉetiri domaća izolovana soja virusa su pokazala titar 

neutralizacije od 1:16 (4 log2), i to kod virusa pod oznakom: SRB001, SRB002, 

SRB003 i SRB005. Dva izolovana virusa imala su titar neutralizacije 1:8 (3log2), i to 

virusi pod onakom SRB004 i SRB006. Referentni virus SF4 imao je titar 1:64 (6 log2), 

dok su rezultati VN testa ostalih pet izolovanih sojeva virusa bili negativni. 

Testom virusneutralizacije potvrĊeno je prisustvo virusa PI3 goveda u šest nosnih 

briseva. 
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Slika br. 4: Citopatogeni efekat (CPE) u ćelijskoj liniji MDBK  posle 72 sata od 

inokulacije soja SRB001 virusa PI3  

 

 

 

Slika  br. 5: Citopatogeni efekat (CPE) u ćelijskoj liniji MDBK  posle 72 sata od 

inokulacije soja SF4  virusa PI3 
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Slika br 6: Neinokulisana ćelijska linija MDBK  

 

Rezultati identifikacije virusa PI3 goveda metodom direktne imunofluorescncije 

(TFA, DIF) 

Svih 11 uzoraka suspektnog materijala koji su doveli do pojave citopatogenog efekta, 

inokulisani su na ćelijsku liniju MDBK, postavljenu u mikroploĉi za kulturu tkiva, i 

inkubirani do pojave citopatogenog efekta koji je zahvatio 40% do 50% ćelija.  

Svi uzorci ćelija sa prisutnim citopatogenim efektom (CPE) u mikroploĉi, ispitani su  

testom direktne imunofluorescencije sa konjugatom monoklonskih antitela protiv virusa 

PI3 goveda, obeleţenih fluoresceinizotiocijanatom (komercijalni reagens, konjugat 

proizvoĊaĉa BIO X Belgija). 

Pozitivan rezultat prisustva antigena virusa PI3 goveda metodom direktne 

imunofluorescencije, dobijen je ispitivanjem ćelijske linije MDBK inokulisanih sa šest 

uzoraka izolovanih domaćih sojeva virusa  PI3 goveda, koji su prethodno identifikovani 

metodom virusneutralizacije. 

Ostalih pet uzoraka izolovanih virusa na ćelijskoj liniji MDBK dalo je negativan 

rezultat u testu direktne imunofluorescencije, kao i prethodno u testu virusneutralizacije. 
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Slika br. 7: Pojava fluorescencije posle 72 sata od inokulacije soja SF4 virusa PI3 u     

                  ćelijsku liniju MDBK  

 

 

Slika br. 8:  Neinokulisana  ćelijska linija MDBK (metoda direktne 

imunofluorescencije)  
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Slika br. 9: Pojava fluorescencije posle 72 h  od  inokulacije soja SRB004 virusa PI3 u     

                  ćelijsku liniju MDBK 

 

 

Slika br. 10: Neinokulisana ćelijska linija MDBK  (realna slika vidnog polja) 
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Slika br.11:  Pojava fluorescencije posle 72 h od  inokulacije soja SRB004 virusa PI3 u     

                    ćelijsku liniju MDBK  (realna slika vidnog polja) 

 

 

5.3. Rezultati RT PCR reakcije 

 

  Rezultati RT PCR reakcije sa prajmerima za dobijanje sekvence F gena 

Za dokazivanje prisustva genoma izolovanih sojeva virusa PI3 goveda, korišćeni su 

prajmeri koji otkrivaju sekvencu F gena virusa PI3.  

Pozitivan rezultat metodom RT PCR definisan je sekvencom F gena genoma virusa PI3 

goveda od 400 baznih parova, koja se detektuje na transiluminatoru posle izvršene 

elektroforeze na gelu.  

U procesu RT-PCR reakcije potvrĊeno je prisustvo genoma virusa PI3 goveda kod šest 

ispitanih materijala koji su predhodno dokazani metodom direktne imunofluorescencije.  

Ostalih pet uzoraka koji su doveli do pojave citopatogenog efekta na ćelijskoj liniji 

MDBK i koji su dali negativan nalaz metodom direktne imunofluorescencije, posle 
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ispitivanja metodom RT PCR takoĊe su bili negativni na prisustvo genoma pomenutog 

virusa. 

Naknadno je izvršeno ispitivanje ostalih prikupljenih materijala (nazalnih 

briseva goveda) koji nisu doveli od pojave citopatogenog efekata tokom tri pasaţe 

izolacije virusa  na ćelijskoj liniji MDBK i koji su metodom izolacije virusa proglašeni 

negativnim.  

Kod dva uzorka ispitivanog materijala nosnih briseva, oznaĉenih kao SRB062 i 

SRB100, utvrĊeno je prisustvo genoma virusa PI3 goveda metodom RT PCR, po 

prethodno opisanoj metodologiji, uz koristećenje odgovarajućih prajmera.  

 

 

Slika br. 12: DNK fragmenti domaćih sojeva SRB001, SRB002, SRB004 i SRB005 

virusa PI3 dobijenih metodom RT PCR  uz korišćenje prajmera za F gen  (proizvodi od 

400 bp), pored negativne (-k) i pozitivne kontorle (+k) sa gen rulerom 
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Rezultati RT PCR reakcije sa prajmerima za dobijanje sekvence HN gena  

Svi materijali (osam uzoraka) pozitivni na prisustvo virusa PI3 goveda, ispitani 

su reakcijom RT-PCR uz korišćenje prajmera za deo HN gena koji kodira sintezu HN 

proteina virusa PI3 goveda.  

Kod svih osam ispitanih uzoraka suspektnog materijala ustanovljeno je prisustvo 

genoma virusa PI3 goveda i dobijena je sekvenca HN gena koja se sastoji od pribliţno 

647 baznih parova. 

Svi dobijeni proizvodi reakcije RT PCR saĉuvni su za proces purifikacije i za  

sekvenciranje. 

 

 

Slika br.13: DNK fragmenti domaćih sojeva SRB001, SRB002 i SRB003 virusa PI3   

dobijenih metodom RT PCR uz korišćenje prajmera za HN gen (proizvodi od 647 bp), 

pored negativne (k-) i pozitivne kontorle (k+) sa gen rulerom 
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Rezultati sekvenciranja domaćih izolovanih sojeva virusa parainfluence 3 goveda 

 

Sekvenciranjem osam proizvoda reakcije RT PCR koja je izvršena uz korišćenje 

prajmera za deo F gena, dobijene su sekvence koje imaju duţinu od 400 nukleotida, dok 

su  sekvenciranjem  osam proizvoda reakcije RT PCR, koja je uraĊena sa prajmerima za 

deo HN gena, dobijene sekvence koje imaju duţinu od oko 647 nukleotida.  

 

  

 

Slika br. 14: Elektroforegram sekvence F gena  prvog domaćeg  izolovanog soja 

                       SRB001 virusa  PI3 goveda 
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Sve sekvence su ispitane BLAST programom (Basic Local Alignment Search Tool) u 

cilju dobijanja rezultata nukleotidne homologije sekvenci domaćih izolovanih sojeva 

virusa sa nukleotidnim sekvencama virusa PI3 iz meĊunarodne baze gena. Sekvence i 

nukleotidna homologija prikazani su u tabelama koje slede.  

 

 

Nukleotidne sekvence F gena domaćih izolovanih sojeva virusa PI3 i njihova 

nukleotidna homologija sa sekvencama drugih registrovanih sojeva 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvence F gena) domaćeg 

izolovanog soja virusa PI3 goveda pod oznakom SRB001, uspešno je dobijena sekvenca  

sa rasporedom nukleotida prikazanim u Tabeli br. 11. 

 

Tabela br. 11: Nukleotidna sekvenca F gena izolovanog soja virusa SRB001 

Virus BPI3, soj SRB001      

Nukleotidna sekvenca F gena izolovanog soja virusa SRB001 

CTCAGCACCGATCCCCAAGAAAGCGCGGTCAGTGACAATGAGAACGGCGCAGGGGTCACAA

GGCTCAGCACAACAATCCACCGGCCCGACCCAAAATCAACAAAGACAGGCGAGGAAAATA

GTGGATCAACTAACGAAGATCGACAGCTTGGGACATCATACAAATGTACCGCAGAAACAAA

AGATAGAGTTGTTAATCAGGAAGCTATACAGGGAAGAAATAGGAGAGGAAGCAGCTCAGAT

AGTAGAACTGAGACTATGGTCATTGGAAGAATCACCAGAGGCAGCTCAGATCCTGACAATG

GAACCGAAATCCAGGAAAATCTTGATTACAATGAAACTAGAGAGGTGGATAAGAACCCTAC

TAAGAGGCAAA 

 

 

Sekvenca F gena domaćeg izolovanog soja virusa pod oznakom SRB001, 

pokazala je najviši procenat nuklotidne homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 

koji pripadaju genotipu C (SD0835, HS9 i 12Q061) i ona je iznosila preko 95%. 
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Nukleotidna homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg izolovanog soja sa 

sojevima virusa PI3 koji pripadaju genotipovima A i B, kretala se u intervalu od 80% do 

83%, što je prikazano u Tabeli br. 12. 

 

Tabela br. 12: Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja virusa SRB001    

Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja SRB001 virusa PI3      

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 99% 

LC000638.1 HS9 98% 

JX969001.1 12Q061 96% 

JQ063064.1 NM09 83% 

AF178654.1 Kansas/15626/84 82% 

EU439429.2 
Swine parainfluenza virus 3 

isolate 81-19252_Texas-81 
81% 

DQ166824.1 
Porcine paramyxovirus strain 

Texas 
81% 

EU277658.1 Q5592 81% 

AF178655.1 Shipping Fever 81% 

AB770485.1 BN-CE 80% 

EU439428.2 
Swine parainfluenza virus 3 

isolate 92-7783_ISU-92 
80% 

DQ166823.1 
Porcine paramyxovirus strain 

Frost 
80% 

 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvence F gena) domaćeg 

izolovanog soja virusa PI3 goveda pod oznakom SRB002, uspešno je dobijena  

sekvenca sa rasporedom nukleotida prikazanim u Tabeli br. 13. 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191740?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=N90E3X0B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/697653937?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=N90E3X0B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/432134541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=N90E3X0B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/358024559?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=N90E3X0B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=N90E3X0B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048136?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=N90E3X0B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/76782216?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=N90E3X0B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167595061?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=N90E3X0B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760235?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=N90E3X0B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=N90E3X0B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048134?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=N90E3X0B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/76782211?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=N90E3X0B014
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Tabela br. 13. Nukleotidna  sekvenca  F gena izolovanog soja SRB002 virusa PI3 

Virus BPI3, izolovani soj SRB002      

Nukleotidna sekvenca F gena izolovanog soja virusa SRB002 

TACTCAGCACCGATCCCCAAGAAAGCGCGGTCAGTGACAATGAGAACGGCGCAGGGGTCAC

AAGGCTCAGCACAACAATCCACCGGCCCGACCCAAAATCAACAAAGACAGGCGAGGAAAA

TAGTGGATCAACTAACGAAGATCGACAGCTTGGGACATCATACAAATGTACCGCAGAAACA

AAAGATAGAGTTGTTAATCAGGAAGCTATACAGGGAAGAAATAGGAGAGGAAGCAGCTCA

GATAGTAGAACTGAGACTATGGTCATTGGAAGAATCACCAGAGGCAGCTCAGATCCTGACA

ATGGAACCGAAATCCAGGAAAATCTTGATTACAATGAAACTAGAGAGGTGGATAAGAACCC

TACTAAGAGG 

 

 

 

 

Sekvenca F gena domaćeg izolovanog soja virusa pod oznakom SRB002, 

pokazala je najviši procenat homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 koji pripadaju 

genotipu C (SD0835, HS9 i 12Q061) i ona se kretala od 96% do 99%. Nukleotidna 

homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg izolovanog soja sa sojevima 

virusa PI3 koji pripadaju genotipovima A i B (NM09, Q5592, BN CE, BN1 i dr.), 

kretala se u intervalu od 81% do 83%, što je prikazano u Tabeli br. 14. 
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Tabela br. 14. Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja  SRB002     

Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja SRB002 virusa PI3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 99% 

LC000638.1 HS9 98% 

JX969001.1 12Q061 96% 

JQ063064.1 NM09 83% 

AF178654.1 Kansas/15626/84 82% 

EU439429.2 
Swine parainfluenza virus 3 isolate 

81-19252_Texas-81 
82% 

DQ166824.1 Porcine paramyxovirus strain Texas 82% 

EU277658.1 Q5592 81% 

AF178655.1 Shipping Fever 81% 

AB770485.1 BN-CE 81% 

EU439428.2 
Swine parainfluenza virus 3 isolate 

92-7783_ISU-92 
81% 

DQ166823.1 Porcine paramyxovirus strain Fros 81% 

AB770484.1 BN-1 80% 

 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvence F gena) domaćeg 

izolovanog soja virusa PI3 goveda pod oznakom SRB003, uspešno je dobijena sekvenca 

sa rasporedom nukleotida prikazanim u Tabeli br. 15. 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191740?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/697653937?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/432134541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/358024559?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048136?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/76782216?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167595061?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760235?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048134?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/76782211?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902392?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=N90H5ZT6015
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Tabela br. 15. Nukleotidna  sekvenca  F gena izolovanog soja SRB003 virusa PI3 

 

Virus BPI3, izolovani soj SRB003         

Nukleotidna sekvenca F gena izolovanog soja SRB003 virusa PI3  

CTCAGCACCGATCCCCAAGAAAGCGCGGTCAGTGACAATGAGAACGGCGCAGGGGTCACAA

GGCTCAGCACAACAATCCACCGGCCCGACCCAAAATCAACAAAGACAGGCGAGGAAAATA

ATGGATCAACTAACGAAGATCGACAGCTTGGGACATCATACAAATGTACCGCAGAAACAAA

AGATAGAGTTGTTAATCAGGAAGCTATACAGGGAAGAAATAGGAGAGGAAGCAGCTCAGAT

AGTAGAACTGAGACTATGGTCATTAGAAGAATCACCAGAGGCAGCTCAGATCCTGACAATG

GAACCGAAATCCAGGAAAATCTTGATTACAATGAAACTAGAGAGGTGGATAAGAACCCTAC

TAAGAG 

 

 

Sekvenca F gena domaćeg izolovanog soja virusa pod oznakom SRB003, 

pokazala je najviši procenat homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 koji pripadaju 

genotipu C (SD0835, HS9, 12Q061) i ona je iznosila od 96% do 99%. Nukleotidna 

homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg izolovanog soja sa sojevima 

virusa PI3 koji pripadaju genotipu A, kretala se u intervalu od 81% do 83%, a prema 

soju koji pripada genotupu B (Q5592) iznosila je 80%, što je prikazano u Tabeli br. 16. 
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Tabela br. 16. Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja SRB003   

Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja SRB003 virusa PI3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 99% 

LC000638.1 HS9 99% 

JX969001.1 12Q061 96% 

JQ063064.1 NM09 83% 

AF178654.1 Kansas/15626/84 82% 

EU439429.2 
Swine parainfluenza virus 3 isolate 

81-19252_Texas-81 
80% 

EU277658.1 Q5592 80% 

AF178655.1 Shipping Fever 80% 

AB770485.1 BN-CE 81% 

EU439428.2 
Swine parainfluenza virus 3 isolate 

92-7783_ISU-92 
80% 

AB770484.1 BN-1 80% 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvence F gena) domaćeg 

izolovanog soja virusa PI3 goveda pod oznakom SRB004, uspešno je dobijena  

sekvenca sa rasporedom nukleotida prikazanim u Tabeli br. 17. 

 

Tabela br. 17. Nukleotidna  sekvenca  F gena izolovanog soja SRB004 virusa PI3 

Virus BPI3, izolovani soj SRB004       

Nukleotidna sekvenca F gena izolovanog soja virusa SRB004 

CAATGAGATCGGCGCAGGAGTCACAAGACTTAGCACAACAATCCACCGGCCCGACTCCAAA

TCAACAAAGACAGGCGAGGAAAATAATGGATCAGCTAACGAAAATCGACAGTTTGGGACAT

CACACGAATGTGCCGCAGAAACAAAAGATAGAGTTGTTAATCAGGAAGCTGTACAGGGAGG

AAATAGGAGAGGAAGCAGCtCAGATAGTAGAACTGAGACTATGGTCATTAGAAGAATCTCC

AGAGGCAGCCCAGATCCTGACAATGGAACCCAAATCCAGGAAAATCTTGATTACAATGAAA

TTGGAGAGATGGATAAGGACTCTACTAAGAGGCAATTGGCGACAATCT 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191740?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/697653937?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/432134541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/358024559?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048136?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167595061?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760235?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048134?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=N90H5ZT6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902392?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=N90H5ZT6015
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Sekvenca F gena domaćeg izolovanog soja virusa PI3 pod oznakom SRB004, 

pokazala je najviši procenat homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 koji pripada 

genotipu C (SD0835) i ona je iznosila 92%. Nukleotidna homologija navedene sekvence 

F gena istog domaćeg izolovanog soja sa sojevima virusa PI3 koji pripadaju genotipu A, 

kretala se u intervalu od 81% do 89%,  a prema soju koji pripada genotipu B (Q5592) 

iznosila je 82%, što je prikazano u Tabeli br. 18. 

 

Tabela br. 18. Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja  SRB004        

     

Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja SRB004 virusa PI3          

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 92% 

LC000638.1 HS9 91% 

JX969001.1 12Q061 90% 

AF178654.1 Kansas/15626/84 89% 

EU439429.2 
Swine parainfluenza virus 3 

isolate 81-19252_Texas-81 
88% 

DQ166824.1 
Porcine paramyxovirus strain 

Texas 
88% 

AF178655.1 Shipping Feve 88% 

JQ063064.1 NM09 86% 

AB770484.1 BN-1 85% 

EU439428.2 
Swine parainfluenza virus 3 

isolate 92-7783_ISU-92 
85% 

AB770485.1 BN-CE 87% 

EU277658.1 Q5592 82% 

KF530249.1 
Human parainfluenza virus 3 

strain HPIV3/AUS/6/2007 
81% 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191740?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=N90PK6NS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/697653937?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=N90PK6NS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/432134541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=N90PK6NS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=N90PK6NS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048136?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/76782216?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760235?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=N90PK6NS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/358024559?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=N90PK6NS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902392?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=N90PK6NS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048134?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=N90PK6NS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=N90PK6NS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167595061?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=N90PK6NS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/532129869?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=N90PK6NS015
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Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvence F gena) domaćeg 

izolovanog soja virusa PI3 goveda pod oznakom SRB005, uspešno je dobijena  

sekvenca sa rasporedom nukleotida prikazanim u Tabeli br. 19. 

 

Tabela br. 19. Nukleotidna sekvenca F gena izolovanog  soja SRB005 virusa PI3 

       Virus BPI3 izolovani soj SRB005     

Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja virusa SRB005            

CTCAGCACCGATCCCCAAGAAAGCGcGGTCAGTGACAATGAGAAcGGcGCAGGGGTCACAAG

GCTCAGCACAACAATCCACCGGCCCGACCCAAAATCAACAAAGACAGGCGAGGAAAATAGT

GGATCAACTAACGAAGATCGACAGCTTGGGACATCATACAAATGTACCGCAGAAACAAAAG

ATAGAGTTGTTAATCAGGAAGCTATACAGGGAAGAAATAGGAGAGGAAGCAGCTCAGATAG

TAGAACTGAGACTATGGTCATTGGAAGAATCACCAGAGGCAGCTCAGATCCTGACAATGGA

ACCGAAATCCAGGAAAATCTTGATTACAATGAAACTAGAGAGGTGGATAAGAACCCTACTA

AGAGGA 

 

 

Sekvenca F gena domaćeg izolovanog soja virusa pod oznakom SRB005, 

pokazala je najviši procenat homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 koji pripada 

genotipu C (SD0835, HS9 i 12Q061) i ona se kretala u intervalu od 96% do 99%. 

Nukleotidna homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg izolovanog soja sa 

sojevima virusa PI3 koji pripadaju genotipu A, kretala se u intervalu od 80% do 83%,  a 

prema soju koji pripada genotipu B (Q5592) iznosila je 81%, što je prikazano u Tabeli 

br. 20. 
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Tabela br. 20. Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja SRB005      

Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja SRB005 virusa PI3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 99% 

LC000638.1 HS9 98% 

JX969001.1 12Q061 96% 

JQ063064.1 NM09 83% 

AF178654.1 Kansas/15626/84 82% 

EU439429.2 
Swine parainfluenza virus 3 

isolate 81-19252_Texas-81 
82% 

DQ166824.1 
Porcine paramyxovirus strain 

Texas 
82% 

EU277658.1 Q5592 81% 

AF178655.1 Shipping Fever 81% 

AB770485.1 BN-CE 80% 

EU439428.2 
Swine parainfluenza virus 3 

isolate 92-7783_ISU-92 
80% 

Y00114.1 Japan 80% 

D84095.1 Japan 80% 

AB770484.1 BN-1 80% 

 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvence F gena) domaćeg 

izolovanog soja virusa PI3 goveda pod oznakom SRB006, uspešno je dobijena  

sekvenca sa rasporedom nukleotida prikazanim u Tabeli br. 21. 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191740?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/697653937?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/432134541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/358024559?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048136?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/76782216?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167595061?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760235?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048134?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/60891?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1255652?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=N90TR7BU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902392?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=N90TR7BU014
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Tabela br. 21. Nukleotidna  sekvenca  F gena izolovanog soja SRB006 virusa PI3 

Virus BPI3 izolovani soj SRB006          

Nukleotidna sekvenca F gena izolovanog soja virusa SRB006 

CTCAGCACCGATCCCCAAGAAAGCGCGGTCAGTGACAATGAGAACGGCGCAGGGGTCACAA

GGCTCAGCACAACAATCCACCGGCCCGACCCAAAATCAACAAAGACAGGCGAGGAAAATA

GTGGATCAACTAACGAAGATCGACAGCTTGGGACATCATACAAATGTACCGCAGAAACAAA

AGATAGAGTTGTTAATCAGGAAGCTATACAGGGAAGAAATAGGAGAGGAAGCAGCTCAGAT

AGTAGAACTGAGACTATGGTCATTGGAAGAATCACCAGAGGCAGCTCAGATCCTGACAATG

GAACCGAAATCCAGGAAAATCTTGATTACAATGAAACTAGAGAGGTGGATAAGAACCCTAC

TAAGAGGC 

 

 

Sekvenca F gena domaćeg izolovanog soja virusa pod oznakom SRB006, 

pokazala je najviši procenat homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 koji pripada 

genotipu C (SD0835, HS9 i 12Q061) i ona se kretala u intervalu od 96% do 99%. 

Nukleotidna homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg izolovanog soja sa 

sojevima virusa PI3 koji pripadaju genotipu A, kretala se u intervalu od 80% do 83%,  a 

prema soju koji pripada genotipu B (Q5592) iznosila je 81%, što je prikazano u Tabeli 

br. 22. 
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Tabela br. 22. Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja SRB006       

 Nukleotidna homologija sekvence F gena izolovanog soja SRB006 virusa PI3    

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 99% 

LC000638.1 HS9 98% 

JX969001.1 12Q061 96% 

JQ063064.1 NM09 83% 

AF178654.1 Kansas/15626/84 82% 

EU439429.2 
Swine parainfluenza virus 3 

isolate 81-19252_Texas-81 
82% 

DQ166824.1  82% 

EU277658.1 Q5592 81% 

AF178655.1 Shipping Fever 81% 

AB770485.1 BN-CE 80% 

EU439428.2 
Swine parainfluenza virus 3 

isolate 92-7783_ISU-92 
80% 

DQ166823.1 
Porcine paramyxovirus strain 

Frost nucleocapsid 
80% 

Y00114.1 Japan 80% 

D84095.1 BN-1 80% 

 

 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvence F gena) domaćeg uzorka 

virusa PI3 goveda pod oznakom SRB062, uspešno je dobijena  sekvenca sa rasporedom 

nukleotida prikazanim u Tabeli br. 23. 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191740?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/697653937?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/432134541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/358024559?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048136?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/76782216?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167595061?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760235?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048134?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/76782211?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/60891?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=N911JMNJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1255652?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=N911JMNJ015
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Tabela br. 23. Nukleotidna  sekvenca F gena domaćeg soja SRB062 virusa PI3   

Virus BPI3, soj SRB062 

Nukleotidna sekvenca F gena soja virusa SRB 062 

TTTTTTAAAAGAGCAAACATGGAGAACCGGCGCAGGGGTCACAAGGCTCAGCACAACAATC

CACCGGCCCGACCCAAAATCAACAAAGACAGGCGAGGAAAATAATGGATCAACTAACGAA

GATCGACAGCTTGGGACATCATACAAATGTACCGCAGAAACAAAAGATAGAGTTGTTAATC

AGGAAGCTATACAGGGAAGAAATAGGAGAGGAAGCAGCTCAGATAGTAGAACTGAGACTA

TGGTCATTAGAAGAATCACCAGAGGCAGCTCAGATCCTGAAAATGGAACCGAAATCCAGGA

AAATCTTGATTACAATGAAACTAGAGAGGTGGATAAGAACCCTACTAAGAGGCAAATGGGA

CAATCTAAAATG 

 

 

Sekvenca F gena domaćeg uzorka virusa PI3 pod oznakom SRB062, pokazala je 

najviši procenat homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 koji pripada genotipu C  

(SD0835, HS9 i 12Q061) i ona se kretala u intervalu od 94% do 97%. Nukleotidna 

homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg izolovanog soja sa sojevima 

virusa PI3 koji pripadaju genotipu A, kretala se u intervalu od 80% do 84%,  a prema 

soju koji pripada genotipu B (Q5592) iznosila je 80%, što je prikazano u Tabeli br. 24. 
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Tabela br. 24. Nukleotidna homologija F sekvence soja SRB062 virusa PI3 

Nukleotidna homologija F sekvence soja SRB062 virusa PI3    

Registarski broj Soj Homologija 

HQ530153.1 SD0835 97% 

LC000638.1 HS9 96% 

JX969001.1 12Q061 94% 

JQ063064.1 NM09 84% 

AF178654.1 Kansas/15626/84 84% 

EU439429.2 81-19252_Texas-81 83% 

DQ166824.1 
Porcine paramyxovirus strain 

Texas 
83% 

AF178655.1 Shipping Fever 82% 

AB770485.1 BN-CE 82% 

Y00114.1 Japan 1 82% 

D84095.1 Japan 2 82% 

AB770484.1 BN-1 82% 

EU439428.2 
Swine parainfluenza virus 3 

isolate 92-7783_ISU-92 
82% 

DQ166823.1 
Porcine paramyxovirus strain 

Frost nucleocapsid 
82% 

EU277658.1 Q5592 80% 

 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvence F gena) domaćeg uzorka 

virusa PI3 goveda pod oznakom SRB100, dobijena je sekvenca sa rasporedom 

nukleotida prikazanim u Tabeli br. 25. 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191740?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/697653937?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/432134541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/358024559?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048136?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/76782216?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760235?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/60891?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1255652?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902392?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048134?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/76782211?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=N914D3H7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167595061?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=N914D3H7015
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Tabela br. 25. Nukleotidna  sekvenca  F gena soja SRB100 virusa PI3 

Virus BPI3, soj SRB100 

Nukleotidna sekvenca F gena soja virusa SRB100 

AAGCGGCGGGTCAGTGACATGGAGAACGGCGCAGGGGTCACAAGGCTCAGCACAACAATCC

ACCGGCCCGACCCAAAATCAACAAAGACAGGCGAGGAAAATAGTGGATCAACTAACGAAG

ATCGACAGCTTGGGGACATCATACAAATGTACCGCAGAAACAAAAGATAGAGTTGTTAATC

AGGAAGCTATACAGGGAAGAAATAGGAGAGGAAGCAGCTCAGATAGTAGAACTGAGACTA

TGGTCATTGGAAGAATCACCAGAGGCAGCTCAGATCCTGAAAATGGAACCGAAATCCAGGA

AAATCTTGATTACAATGAAACTAGAGAGGTGGATAAGAACCCTACTAAGAGGCAAATGCGA

CAATCTAATTGT 

 

 

Sekvenca F gena domaćeg uzorka virusa PI3 pod oznakom SRB100, pokazala je 

najviši procenat nukleotidne homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 koji pripada 

genotipu C (SD0835, HS9) i ona je iznosila 97%. Nukleotidna homologija navedene 

sekvence F gena istog domaćeg izolovanog soja sa sojevima virusa PI3 koji pripadaju 

genotipu A, kretala se u intervalu od 80% do 84%,  a prema soju koji pripada genotipu 

B (Q5592) iznosila je 80%, što je prikazano u Tabeli br. 26. 
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Tabela br. 26. Nukleotidna homologija F sekvence soja SRB100 virusa PI3 

Nukleotidna homologija F sekvence soja SRB100 virusa Pi3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 97% 

LC000638.1 HS9 97% 

JX969001.1 12Q061 94% 

JQ063064.1 NM09 84% 

AF178654.1 Kansas/15626/84 84% 

EU439429.2 
Swine parainfluenza virus 3 

isolate 81-19252_Texas-81 
83% 

DQ166824.1 
Porcine paramyxovirus strain 

Texas 
83% 

AF178655.1 B Shipping Fever 83% 

AB770485.1 BN-CE 82% 

AB770484.1 BN-1 83% 

EU439428.2 
Swine parainfluenza virus 3 

isolate 92-7783_ISU-92 
83% 

EU277658.1 Q5592 80% 

 

 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvence F gena) referetnog SF4 

soja virusa PI3 goveda, dobijena je sekvenca sa rasporedom nukleotida prikazanim u 

Tabeli br. 27. 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191740?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=N917GHX6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/697653937?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=N917GHX6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/432134541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=N917GHX6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/358024559?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=N917GHX6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=N917GHX6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048136?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=N917GHX6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/76782216?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=N917GHX6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760235?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=N917GHX6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=N917GHX6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902392?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=N917GHX6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048134?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=N917GHX6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167595061?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=N917GHX6015
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Tabela br. 27. Nukleotidna  sekvenca F gena referentnog SF4 soja virusa PI3 

Virus BPI3, referentni soj SF 4  

Nukleotidna sekvenca F gena referentnog soja SF-4 

TACTcAGCACCGAcTCCCAAGAGAACACGGCAGACAGCAATGAAATCAACACAGGAGCCAC

AAGACTTAGCACGACAATCTACCAACTTGAGTCCAAAACAACaGAAACAAGCAAGGAAAAT

AGTGGACCAGCTAACAAAAATCGACAGTTTGGGGCATCACACGAACGTGCCACAGAGACAA

AAGATAGAAATGTTAATCAGAAGACTGTACAGGGAGGATATAGGAGAGGAAGCAGCCCAG

ATAGTAGAACTGAGACTATGGTCACTCGAGGAATCTCCAGAAGCAGCCCAGATCCTAACAA

TGGAACCCAAATCCAGGAAGATATTGATTACAATGAAGTTGGAGAGATGGATAAGGACTCT

ACTAAGAGGCAAATGCGACAAT 

 

Nukleotidna sekvenca F gena referentnog SF4 soja virusa PI3 goveda pokazala 

je najviši nivo nukleotidne homologije sa sekvencama sojeva koji pripadaju genotipu A 

(Shipping fever, 81-19252_Texas-81, Kansas/15626/84) i ona je iznosila 99%. 

Nukleotidna homologija sa sojem virusa PI3 koji pripada genotipu B (Q5592) iznosila 

je 85%.  

Tabela br. 28. Nukleotidna homologija F sekvence referentnog soja SF-4 virusa PI3 

Nukleotidna homologija F sekvence referentnog soja SF-4 virusa PI3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

AF178655.1 Bovine parainfluenza virus 3 

strain Shipping Fever 
99% 

EU439429.2 Swine parainfluenza virus 3 

isolate 81-19252_Texas-81 
99% 

DQ166824.1 
Porcine paramyxovirus strain 

Texas 
99% 

AF178654.1 Bovine parainfluenza virus 3 

strain Kansas/15626/84 
98% 

KJ647288.1 Bovine parainfluenza virus 3 

isolate TVMDL24 
94% 

AB770484.1 BN-1 93% 

AB770485.1 BN-CE 92% 

JQ063064.1 
NM 09 

 
92% 

EU277658.1 Q5592 85% 
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 Nukleotidne sekvence HN gena domaćih sojeva virusa PI3 goveda i nukleotidna 

homologija njihovih sekvenci sa sekvencama drugih registrovanih sojeva 

navedenog virusa 

 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvenca HN gena) domaćeg 

izolovanog soja virusa PI3 goveda pod oznakom SRB001, uspešno je dobijena  

sekvenca sa rasporedom nukleotida prikazanim u Tabeli br. 29. 

 

 

Tabela br. 29. Nukleotidna sekvenca HN gena izolovanog soja SRB001 virusa PI3 

Virus BPI3 izolovani soj SRB001 

Nukleotidna sekvenca HN gena izolovanog soja virusa SRB001 

CAGCTGACATTCTGGAGATGTACCTCTGGCAATCCATCCTTGGCAAGTAACCCAAAGATAAG

ACTAATACCAGGTCCTAGTCTGTTAGCAGCATCTACCACTGTAGATGGTTGTATAAGGATCC

CGTCCTTCGTAATCAACAATCTAATATATGCTTACACTTCCAACCTTATTGTTCAAGGTTGCC

AGGATATAGGGAAGTCTTATCAGGTGTTACAAATCGGGATCATCACTATAAATTCAGACCTG

GTACCTGACCTAAACCCTAGAGTTACACATACTTTTAATATTGATGATAATAGAAAGTCCTG

TTCTTTAGCACTACTAAATACAGATGTATATCAGTTGTGCTCAACTCCGAAAGTTGACGAAA

GATCAGACTATGCATCAACAGGGATTGAAGACATCGTACTTGATATTATTACTAACAATGGA

TTAATCATCACAACAAGATTTACCAATGATAATATAACATTTGACAAACCATATGCAGCACT

GTACCCATCAGTAGGACCGGGGATTTATTATAAAGGTAAGGTTATTTTTCTCGGATATGGTG

GATTAGAACATGCAGAGAATGGTGATGTAAAGGGGTGATTTAAAAATTCTAGGG 
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Sekvenca HN gena domaćeg izolovanog virusa PI3 pod oznakom SRB001, 

pokazala je najviši procenat nukleotidne homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 

koji pripada genotipu C (SD0835, ASD0809, SD0805, SD0811, HS9 i 12Q061) i ona je 

iznosila 99%. Nukleotidna homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg 

izolovanog soja sa sojevima virusa PI3 koji pripadaju genotipu B (Q5592) iznosila je 

82%, što je prikazano u Tabeli br. 30. 

 

Tabela br. 30. Nukleotidna  homologija HN sekvence izolovanog soja SRB001 

Nukleotidna homologija HN sekvence izolovanog soja SRB001 virusa PI3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 99% 

HQ530155.1 SD0809 99% 

HQ530154.1 SD0805 99% 

HQ530156.1 SD0811 99% 

LC000638.1 HS9 99% 

JX969001.1 12Q061 99% 

EU277658.1 Q5592 82% 

GU732138.1 BJ/023/08 79% 

 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvenca HN gena) domaćeg 

izolovanog soja virusa PI3 goveda pod oznakom SRB002, uspešno je dobijena sekvenca 

sa rasporedom nukleotida prikazanim u Tabeli br. 31. 
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Tabela br. 31. Nukleotidna sekvenca HN gena izolovanog soja SRB002 virusa PI3 

Virus BPI3 izolovani soj SRB002 

Nukleotidna sekvenca HN gena izolovanog soja virusa SRB002 

CACCTGCATTCTGGAGATGTACCTCTGGCAATCCATCCTTGGCAAGTAACCCAAAGATAAGA

CTAATACCAGGTCCTAGTCTGTTAGCAGCATCTACCACTGTAGATGGTTGTATAAGGATCCC

GTCCTTCGTAATCAACAATCTAATATATGCTTACACTTCCAACCTTATTGTTCAAGGTTGCCA

GGATAGAGGGAAGTCTTATCAGGTGTTACAAATCGGGATCATCACTATAAATTCAGACCTGG

TACCTGACCTAAACCCTAGAGTTACACATACTTTTAATATTGATGATAATAGAAAGTCCTGTT

CTTTAGCACTACTAAATACAGATGTATATCAATTGTGCTCAACTCCGAAAGTTGACAAAAGA

TCAGACTATGCATCAACAGGGATTGAAGACATCGTACTTGATATTATTACTAACAATGGATT

AATCATCACAACAAGATTTACCAATGATAATATAACATTTGACAAACCATATGCAGCACTGT

ACCCATCAGTAGGACCGGGGATTTATTATAAAGGTAAGGTTATTTTTCTCGGATATGGTGGA

TTAGAACATGCAGAGAATGGTGATGAATTGGGCTTATAAAAACTACGGAG 

 

 

Sekvenca HN gena domaćeg uzorka virusa PI3 pod oznakom SRB002, pokazala 

je najviši procenat nukleotidne homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 koji 

pripada genotipu C (SD0835, SD0809, SD0805) i ona je iznosila 99%. Nukleotidna 

homologija sa sekvencama ostalih sojeva genotipa C (SD0811, HS9 i 12Q061) iznosila 

je 98%. Nukleotidna homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg izolovanog 

soja sa sojevima virusa PI3 koji pripadaju genotipu B (Q5592) iznosila je 82%, što je 

prikazano u Tabeli br. 32. 
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Tabela br. 32. Nukleotidna homologija HN sekvence domaćeg soja SRB002  

Nukleotidna homologija HN sekvence domaćeg izolovanog soja SRB002 virusa PI3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 99% 

HQ530155.1 SD0809 99% 

HQ530154.1 SD0805 99% 

HQ530156.1 SD0811 98% 

LC000638.1 HS9 98% 

JX969001.1 12Q061 98% 

EU277658.1 Q5592 82% 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvenca HN gena) domaćeg 

izolovanog soja virusa PI3 goveda pod oznakom SRB003, uspešno je dobijena sekvenca 

sa rasporedom nukleotida prikazanim u Tabeli br. 33. 

 

Tabela br. 33. Nukleotidna sekvenca HN gena izolovanog  soja SRB003 virusa PI3 

Virus PI3 izolovani soj SRB003 

Nukleotidna sekvenca HN gena izolovanog soja virusa SRB003 

TCGGGCCATAGACTGGAGATGTACCTCTGGCAATCCATCCTTGGCAAGTAACCCAAAGATAA

GACTAATACCAGGTCCTAGTCTGTTAGCAGCATCTACCACTGTAGATGGTTGTATAAGGATC

CCGTCCTTCGTAATCAACAATCTAATATATGCTTACACTTCCAACCTTATTGTTCAAGGTTGC

CAGGATAGAGGGAAGTCTTATCAGGTGTTACAAATCGGGATCATCACTATAAATTCAGACCT

GGTACCTGACCTAAACCCTAGAGTTACACATACTTTTAATATTGATGATAATAGAAAGTCCT

GTTCTTTAGCACTACTAAATACAGATGTATATCAGTTGTGCTCAACTCCGAAAGTTGACGAA

AGATCAGACTATGCATCAACAGGGATTGAAGACATCGTACTTGATATTATTACTAACAATGG

ATTAATCATCACAACAAGATTTACCAATGATAATATAACATTTGACAAACCATATGCAGCAC

TGTACCCATCAGTAGGACCGGGGATTTATTATAAAGGTAAGGTTATTTTTCTCGGATATGGT

GGATTAGAACATGGCAGAGAATGGTGATGTAATAATGGTGTTTTTAAAAAAGAGCAGAT 
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Sekvenca HN gena domaćeg izolovanog soja virusa PI3 pod oznakom SRB003, 

pokazala je najviši procenat nukleotidne homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 

koji pripada genotipu C izolovanim iz Kine (SD0835, ASD0809, SD0805) i ona je 

iznosila 99%. Nukleotidna homologija sa sekvencama ostalih sojeva genotipa C 

(SD0811, HS9 i 12Q061) iznosila je 98%. Nukleotidna homologija navedene sekvence 

F gena istog domaćeg izolovanog soja sa sojevima virusa PI3 koji pripadaju genotipu B 

(Q5592) iznosila je 82%, što je prikazano u Tabeli br. 34.  

 

Tabela br. 34. Nukleotidna  homologija domaćeg izolovanog soja SRB003 virusa PI3     

Nukleotidna homologija domaćeg izolovanog soja SRB003 virusa PI3  

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 99% 

HQ530155.1 SD0809 99% 

HQ530154.1 SD0805 99% 

HQ530156.1 SD0811 98% 

LC000638.1 HS9 98% 

JX969001.1 12Q061 98% 

EU277658.1 Q5592 82% 

GU732138.1 BJ/023/08 79% 

 

 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvenca HN gena) domaćeg 

izolovanog soja virusa PI3 goveda pod oznakom SRB004, uspešno je dobijena sekvenca 

sa rasporedom nukleotida prikazanim u Tabeli br. 35. 
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Tabela br. 35. Nukleotidna sekvenca HN gena izolovanog soja SRB004 virusa PI3 

Virus PI3 izolovani soj SRB004 virusa PI3 

Nukleotidna sekvenca HN gena izolovanog soja SRB004 virusa PI3 

ACCTGGACAATTCTGGAGATGTACCTCTGGCAATCCATCCTTGGCAAGTAACCCAAAGATAA

GACTAATACCAGGTCCTAGTCTGTTAGCAGCATCTACCACTGTAAATGGTTGTATAAGGATC

CCGTCCTTCGTAATCAACAATCTAATATATGCTTACACTTCCAACCTTATTGTTCAAGGTTGC

CAGGATATAGGGAAGTCTTATCAGGTGTTACAAATCGGGATCATCACTATAAATTCAGACCT

GGTACCTGACCTAAACCCTAGAGTTACACATACTTTTAATATTGATGATAATAGAAAGTCCT

GTTCTTTAGCACTACTAAATACAGATGTATATCAGTTGTGCTCAACTCCGAAAGTTGACGAA

AGATCAGACTATGCATCAACAGGGATTGAAGACATCGTACTTGATATTATTACTAACAATGG

ATTAATCATCACAACAAGATTTACCAATGATAATATAACATTTGACAAACCATATGCAGCAC

TGTACCCATCAGTAGGACCGGGGATTTATTATAAAGGTAAGGTTATTTTTCTCGGATATGGT

GGATTAGAACATGCAGAGAATGGTGATGAAAGGGCTGACTTAAACGGTGTCGG 

 

 

Sekvenca HN gena domaćeg izolovanog soja virusa PI3 pod oznakom SRB004, 

imala je najviši procenat nukleotidne homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 koji 

pripada genotipu C (SD0835, ASD0809, SD0805, SD0811, HS9 i 12Q061) i ona je 

iznosila 99%. Nukleotidna homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg 

izolovanog soja sa sojevima virusa PI3 koji pripadaju genotipu B (Q5592) iznosila je 

83%, što je prikazano u Tabeli br. 36. 
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Tabela br. 36. Nukleotidna  homologija HN sekvence domaćeg  izolovanog soja virusa    

SRB004   

Nukleotidna homologija HN sekvence izolovanog soja SRB004 virusa PI3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 99% 

HQ530155.1 SD0809 99% 

HQ530154.1 SD0805 99% 

HQ530156.1 SD0811 99% 

LC000638.1 HS9 99% 

JX969001.1 12Q061 99% 

EU277658.1 Q5592 83% 

GU732138.1 BJ/023/08 79% 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvenca HN gena) domaćeg 

izolovanog soja virusa PI3 goveda pod oznakom SRB005, uspešno je dobijena sekvenca 

sa rasporedom nukleotida prikazanim u Tabeli br. 37. 

 

Tabela br. 37. Nukleotidna sekvenca HN gena izolovanog soja SRB005 virusa PI3 

Virus BPI3 izolovani soj SRB005 

Nukleotidna sekvenca HN gena izolovanog soja SRB005 virusa PI3 

GGACATTCTGGAGATGTACCTCTGGCAATCCATCCTTGGCAAGTAACCCAAAGATAAGACTA

ATACCAGGTCCTAGTCTGTTAGCAGCATCTACCACTGTAAATGGTTGTATAAGGATCCCGTC

CTTCGTAATCAACAATCTAATATATGCTTACACTTCCAACCTTATTGTTCAAGGTTGCCAGGA

TATAGGGAAGTCTTATCAGGTGTTACAAATCGGGATCATCACTATAAATTCAGACCTGGTAC

CTGACCTAAACCCTAGAGTTACACATACTTTTAATATTGATGATAATAGAAAGTCCTGTTCTT

TAGCACTACTAAATACAGATGTATATCAGTTGTGCTCAACTCCGAAAGTTGACGAAAGATCA

GACTATGCATCAACAGGGATTGAAGACATCGTACTTGATATTATTACTAACAATGGATTAAT

CATCACAACAAGATTTACCAATGATAATATAACATTTGACAAACCATATGCAGCACTGTACC

CATCAGTAGGACCGGGGATTTATTATAAAGGTAAGGTTATTTTTCTCGGATATGGTGGATTA

GAACATGCAGAGAATGGTGATGAAAGGGCTGATTATAGAGCGCGCGG 
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Sekvenca HN gena domaćeg izolovanog soja virusa PI3 pod oznakom SRB005, 

pokazala je najviši procenat homologije sa sekvencama sojeva virusa PI3 koji pripada 

genotipu C izolovanim u Kini (SD0835, ASD0809, SD0805) i ona je iznosila 99%.  

Nukleotidna homologija sa ostalim sojeviam genotipa C (SD0811, HS9 i 12Q061) 

iznosila je 98%. Nukleotidna homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg 

izolovanog soja sa sojevima virusa PI3 koji pripadaju genotipu B (Q5592) iznosila je 

83%, što je prikazano u Tabeli br. 38. 

 

 

Tabela br. 38. Nukleotidna homologija HN sekvence izolovanog soja virusa SRB005   

Nukleotidna homologija HN sekvence izolovanog soja SRB005 virusa PI3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 99% 

HQ530155.1 SD0809 99% 

HQ530154.1 SD0805 99% 

HQ530156.1 SD0811 98% 

LC000638.1 HS9 98% 

JX969001.1 12Q061 98% 

EU277658.1 Q5592 82% 

GU732138.1 BJ/023/08 79% 

 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvenca HN gena) domaćeg 

izoovanog virusa PI3 goveda pod oznakom SRB006, uspešno je dobijena  sekvenca sa 

rasporedom nukleotida prikazanim u Tabeli br. 39. 
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Tabela br. 39. Nukleotidna sekvenca HN gena izolovanog soja virusa SRB006 

Virus BPI3 izolovani soj SRB006 virusa PI3 

Nukleotidna sekvenca HN gena izolovanog soja SRB006 virusa PI3 

ATCTGACATTCTGGAGATGTACCTCTGGCAATCCATCCTTGGCAAGTAACCCAAAGATAAGA

CTAATACCAGGTCCTAGTCTGTTAGCAGCATCTACCACTGTAAATGGTTGTATAAGGATCCC

GTCCTTCGTAATCAACAATCTAATATATGCTTACACTTCCAACCTTATTGTTCAAGGTTGCCA

GGATATAGGGAAGTCTTATCAGGTGTTACAAATCGGGATCATCACTATAAATTCAGACCTGG

TACCTGACCTAAACCCTAGAGTTACACATACTTTTAATATTGATGATAATAGAAAGTCCTGTT

CTTTAGCACTACTAAATACAGATGTATATCAGTTGTGCTCAACTCCGAAAGTTGACGAAAGA

TCAGACTATGCATCAACAGGGATTGAAGACATCGTACTTGATATTATTACTAACAATGGATT

AATCATCACAACAAGATTTACCAATGATAATATAACATTTGACAAACCATATGCAGCACTGT

ACCCATCAGTAGGACCGGGGATTTATTATAAAGGTAAGGTTATTTTTCTCGGATATGGTGGA

TTAGAACATGCAGAGAATGGTGATGTAATCGGGCTGGTTTTTTAAGTAGGGG 

 

Sekvenca HN gena domaćeg soja virusa PI3 pod oznakom SRB006, pokazala je 

najviši procenat homologije od 99% sa sekvencama sojeva virusa PI3 koji pripada 

genotipu C izolovanim iz Kine (SD0835, ASD0809, SD0805, SD0811) i 98% sa 

sojevima genotipa C izolovanim iz Japana i Koreje (HS9 i 12Q061). Nukleotidna 

homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg izolovanog soja sa sojevima 

virusa PI3 koji pripadaju genotipu B (Q5592) iznosila je 83%, što je prikazano u Tabeli 

br. 40. 

 

 

 

 

 



106 

 

Tabela br. 40. Nukleotidna homologija HN sekvence domaćeg izolovanog  soja virusa 

SRB006   

Nukleotidna homologija HN sekvence izolovanog soja SRB006 virusa PI3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 99% 

HQ530155.1 SD0809 99% 

HQ530154.1 SD0805 99% 

HQ530156.1 SD0811 99% 

LC000638.1 HS9 98% 

JX969001.1 12Q061 98% 

EU277658.1 Q5592 83% 

GU732138.1 BJ/023/08 79% 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvenca HN gena) domaćeg soja 

virusa PI3 goveda pod oznakom SRB062, uspešno je dobijena sekvenca sa rasporedom 

nukleotida prikazanim u Tabeli br. 41. 

 

Tabela br. 41. Nukleotidna sekvenca HN gena uzorka soja virusa SRB062 

Virus BPI3, soj SRB062 

Nukleotidna sekvenca HN gena soja SRB062 virusa PI3 

ATTCCTTGAAAATTCTGGGAGATGTACCTACTGGCAATCCATCCTTGTGCAAGTAACCCAAA

GATAAGACTAATACCAGGTCCTAGTCTGTTAGCAGCATCTACCACTGTAAATGGTTGTATAA

GGATCCCTGGCCTTCGTAATCAACAATTCTAATATTATGCTTTACACATTCCAATCCTTCATT

GCTTCAAGTGTATGCCATGAGGTTATAGGGTAAGTCTTATCAGGTGTTACTAATCGCGGATC

ATCACTATAAATTCATACCTGGTACCTGACCTAAACCCTAGAGTTACTCATACTTTTAATATT

GATGATAATAGAAAGTCCTGTTCTTTAGCACTACGAAATACAGATGTATATCAATTGTGCTC

AACTCCGAAAGTTGACAAATGATCATACTATGCATCAACAGGGATTGAAGACATCATACTTG

ATATTATTACTAACAATGGATTAATCATCACAACAAGATTTACCAATGATAATATAACATTT

GACAAACCATATGCAGCACTGTACCCATCAGTAGGACCGGGGATTTATTATAAAGGTAAGG

TTATTTTTCTCGGATATGGTGGATTAGAACATGCAGAGAAT 
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Sekvenca HN gena domaćeg uzorka virusa PI3 pod oznakom SRB062, pokazala 

je najviši procenat homologije od 95% sa sekvencom soja SD0835. Nukleotidna 

homologija sa ostalim sojevima genotipa C izolovanim iz Kine, Japana i Koreje iznosila 

je 94%. Nukleotidna homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg izolovanog 

soja sa sojem virusa PI3 koji pripada genotipu B (Q5592) iznosila je 83%, što je 

prikazano u Tabeli br. 42. 

 

 

Tabela br. 42. Nukleotidna homologija HN sekvence uzorka virusa SRB062 

Nukleotidna homologija HN sekvence uzorka soja SRB062 virusa PI3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 95% 

HQ530155.1 SD0809 94% 

HQ530154.1 SD0805 94% 

HQ530156.1 SD0811 94% 

LC000638.1 HS9 94% 

JX969001.1 12Q061 94% 

EU277658.1 Q5592 83% 

 

 

Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvenca HN gena) domaćeg soja 

virusa PI3 goveda pod oznakom SRB100, dobijena je sekvenca sa rasporedom 

nukleotida prikazanim u Tabeli br. 43. 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191740?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N19XE7PP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191749?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=N19XE7PP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191747?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=N19XE7PP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191751?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=N19XE7PP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/697653937?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=N19XE7PP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/432134541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=N19XE7PP014
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Tabela br. 43. Nukleotidna sekvenca HN gena soja SRB100 virusa PI3 

Virus BPI3, soja SRB 100 virusa PI3 

Nukleotidna sekvenca HN gena soja virusa SRB 100 

ACCCCTGACAATTTCTCGGAGATGTACCTCATGGCAATCCATCCTTGGCAAGTAACCCAAAG

ATAAGACTAATACCAGGTCCTAGTCTGTTAGCAGCATCTACCACTGTAAATGGTTGTATAAG

GATCCCGTCCTTCTTAATCAACAATCTAATATATGCTTACACTTACAACCTTATTGTTCAAGG

TTGCCATGAGATATAAGGGAAGTCTTATCAGGTGTAACAAATCGCGGATCATCACTATAAAT

TCATACCTGGTACCTGACCTAAACACTATAGTTTCTCATACTTTTAATATTGATGATAATAGA

AAGTCCTGTTCTTTAGCACTACGAAATACATATGTATATCAATTGTGCTCAACTCCGAAAGA

TGACAAAAGATCATACTATGCATCCACAGGGATTGAAGACATCATACTTGATATTATTACTA

ATAATGGATTAATCATCACAACAAGATTTACCAATGATAATATAACATTTGACCAACCATAT

GCACCACTGTACCCATCAATACGACCGGGGATTTATTATAAAGGTAATGTTA 

 

Sekvenca HN gena domaćeg uzorka virusa PI3 pod oznakom SRB100, pokazala 

je najviši procenat nukleotidne homologije od 95%  sa sekvencama sojeva izolovanim u 

Kini (SD0835, SD0805, SD0811, SD0809). Nukleotidna homologija sa ostalim 

sojevima genotipa C izolovanim iz Japana i Koreje, iznosila je 94%. Nukleotidna 

homologija navedene sekvence F gena istog domaćeg izolovanog soja sa sojem virusa 

PI3 koji pripada genotipu B (Q5592) iznosila je 79%, što je prikazano u Tabeli br. 44. 

Tabela br. 44. Nukleotidna homologija HN sekvence soja SRB100 virusa PI3  

Nukleotidna homologija HN sekvence soja SRB100 virusa PI3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

HQ530153.1 SD0835 95% 

HQ530155.1 SD0809 95% 

HQ530154.1 SD0805 95% 

HQ530156.1 SD0811 95% 

JX969001.1 12Q061 94% 

LC000638.1 HS9 94% 

EU277658.1 Q5592 79% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191740?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N1A894EK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191749?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=N1A894EK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191747?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=N1A894EK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312191751?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=N1A894EK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/432134541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=N1A894EK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/697653937?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=N1A894EK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167595061?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=N1A894EK015
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Sekvenciranjem proizvoda RT PCR reakcije (sekvenca HN gena) referentnog 

soja SF4 virusa PI3 goveda, uspešno je dobijena sekvenca sa rasporedom nukleotida 

prikazanim u Tabeli br. 45. 

 

 

Tabela br. 45. Nukleotidna sekvenca HN gena referentnog soja SF4 virusa PI3 

Virus PI3, referentni soj SF4 

Nukleotidna sekvenca HN gena referentnog soja SF4 virusa PI3 

AGCCTGAACGAGACTGACGAGTTATCTGGTAACCCATATCTAACAAGTTACACTAAGATAAG

GTTAATACCAGGGCCAGGTTTATTAGCAACATCTACTACAGTAAATGGCTGTATTAGAATCC

CATCGTTAGCAATCAATCATTTAATCTACGCTTACACCTCTAATCTTATCACCCAGGGCTGTC

AAGGTATAGGGAAATCTTACCAAGTACTACAAATAGGGATAATTACTATAAATTCGGACCTA

GTACCTGATTTAAATCCCAGAGTCACACATACATTTAATATTGATGATAATAGGAAATCTTG

CTCTCTGGCACTATTGAATACAGATGTTTATCAGTTATGCTCAACACCAAAAGTTGATGAGA

GATCCGATTATGCATCAACAGGTATTGAGGATATTGTACTTGACATTGTCACTAATAATGGA

TTAATTATAACAACAAGGTTTACAAATAATAATATAACTTTTGATAAACCGTATGCAGCATT

GTATCCATCAGTAGGACCAGGAATCTATTATAAGGGTAAAGTTATATTTCTCGGATATGGAG

GTCTAGAGCATGAAGAAAACGGAGACGTAATATGTATCCTGGTTTTTTTTTAAAAAAAAAA 

 

 

Sekvenca HN gena referetnog SF4 soja virusa PI3, pokazala je najviši procenat 

nukleotidne homologije od 99% sa sekvencama sojeva 81-19252_Texas-81, DIO i 

Shipping Fever koji pripadaju genotipu A virusa PI3 goveda. Nukleotidna homologija 

sa sojem NM09 iznosila je 92%, dok je sa sojevima BN1 i BN-CE homologija iznosila 

91%, što je prikazano u Tabeli br. 46. 
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Tabela br. 46. Nukleotidna homologija HN sekvence referentnog soja SF4   

Nukleotidna homologija HN sekvence soja SF4 virusa PI3 

Registarski broj izolata Naziv soja Homologija nukleotida u 

sekvenci 

 EU439429.2  81-19252_Texas-81 99% 

 DQ839608.1  DIO 99% 

  AF178655.1  Shipping Fever 99% 

 AF178654.1  Kansas/15626/84 97% 

 JQ063064.1  NM09 92% 

 U31671.1  cds 92% 

 EU439428.2  92-7783_ISU-92 91% 

 AB770484.1  BN-1 91% 

 Y00114.1  Japan 91% 

AB770485 BN-CE 91% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048136?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J6YZTB8N013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/111572513?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J6YZTB8N013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760235?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J6YZTB8N013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6760228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=J6YZTB8N013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/358024559?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J6YZTB8N013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1408452?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=J6YZTB8N013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221048134?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=J6YZTB8N013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429902392?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=J6YZTB8N013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/60891?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=J6YZTB8N013
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FILOGENETSKA STABLA SA POZICIJAMA OSAM DOMAĆIH SOJEVA 

VIRUSA PI3 GOVEDA  

 

Poloţaj domaćih sojeva virusa PI3 goveda na filogenetskom stablu na osnovu 

nukleotidnih sekvenci F gena 

Upotrebom programa MEGA 6, uspešno je formirano filogenetsko stablo na osnovu F 

sekvenci domaćih sojeva virusa PI3, kao i sekvenci svih sojeva virusa PI3 ĉija je 

nukleotidna homologija prema sekvencama domaćih sojeva bila prikazana u BLAST 

programu za poreĊenje sekvenci. U izradi filogenetskog stabla korišćen je algoritam 

“Maximum parsimony method”. 

Uvidom u filogenetsko stablo virusa PI3, na osnovu sekvenci F gena, domaći sojevi 

virusa pozicionirani su u sojeve genotipa C u kojima se nalaze kineski izolovani soj 

virusa PI3 koji pripada genotipu C (SD0835), kao i soj genotipa C virusa PI3 koji je 

izolovan u Japanu (HS9). Domaći soj virusa PI3 pod oznakom SRB004 je najrazliĉitiji 

meĊu domaćim sojevima, a zatim soj SRB001 koji se takoĊe nalazi na posebnoj grani 

filogenetskog stabla u odnosu na ostale domaće sojeve. Domaći soj virusa PI3 pod 

oznakom SRB003 nalazi se na sporednoj grani od sojeva SRB062 i SRB100, koji su 

meĊusobno dosta sliĉni, dok se soj SRB002 nalazi na sporednoj grani od sojeva 

SRB005 i SRB006, koji su takoĊe meĊusobno sliĉni (Slika br. 15). 
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Slika br. 15. Filogenetsko stablo sojeva virusa PI3 na osnovu sekvence F gena  

(Algoritam: “Maximum parsimony method”, program MEGA 6)  

 

 

Na filogenetskom stablu koje prikazuje vreme grananja, odnosno nastanka sojeva virusa 

PI3 (Slika br. 16), domaći izolovani soj SRB004 je najstariji, dok su najmlaĊi domaći 

izolovani sojevi pod oznakama SRB005, SRB006 i SRB002.  
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Slika br. 16. Filogenetsko stablo izolovanih sojeva virusa PI3 na osnovu sekvence F 

gena sa vremenom evolutivnog razdvajanja (Algoritam: “Maximum parsimony 

method”, program MEGA 6) 
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Poloţaj domaćih izolovanih sojeva virusa PI3 goveda na filogenetskom stablu na 

osnovu nukleotidnih sekvenci HN gena 

 

 Na filogenetskom stablu koje je sastavljeno na osnovu HN gena virusa PI3 

(Slika br. 17), svi domaći izolovani sojevi virusa svrstani su u genotip C i to izmeĊu 

sojeva izolovanih u Kini i sojeva izolovanih u Koreji i Japanu. 

 

 

Slika br. 17. Filogenetsko stablo izolovanih virusa PI3 goveda na osnovu                                               

sekvence HN gena (Algoritam: “Maximum parsimony method”, program MEGA 6)  

 

 

 SD0805

 SD0809

 SD0811

 SD0835

 SRB004

 SRB005

 SRB006

 SRB001

 SRB003

 SRB002

 SRB062

 SRB 100

 12Q061

 HS9

Genotip C

Genotip B Q5592

 BN-CE

 BN-1

 Japan 1

 92-7783_ISU-92

 cds

 NM09

 Kansas/15626/84

 81-19252_Texas-81

 SF4

 Shipping Fever

 DIO

Genotip A

Humani PI3 virus BJ/023/08



115 

 

 

Slika br.18. Filogenetsko stablo sojeva virusa PI3 goveda na osnovu sekvence HN gena 

sa vremenom evolutivnog  razdvajanja sojeva 

 

 

 

 SD0805

 SD0809

 SD0811

 SD0835

 SRB004

 SRB005

 SRB006

 SRB001

 SRB003

 SRB002

 SRB062

 SRB 100

 12Q061

 HS9

Genotip C

Humani PI3 virus BJ/023/08

Genotip B Q5592

 BN-CE

 BN-1

 Japan 1

 92-7783_ISU-92

 cds

 NM09

 Kansas/15626/84

 81-19252_Texas-81

 SF4

 Shipping Fever

 DIO

Genotip A



116 

 

 

 

  

Slika br. 19. Filogenetsko stablo izolata virusa PI3 goveda na osnovu sekvence HN gena 

sa vremenskim distancama evolutivnog grananja 

(Algoritam: “Maximum parsimony method”, program MEGA 6) 
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6.DISKUSIJA 

 

 

Od nazalnih briseva 119 goveda sa respiratornim simptomima, uzorkovanih na 

teritoriji Republike Srbije u intervalu 2013-2014. godine, virus PI3 izolovan je iz  šest 

uzoraka suspektnog materijala, što predstavlja 5,04%. Inokulumi poreklom od  11 

uzoraka ispitivanog materijala doveli su do pojave citopatogenog efekta u kulturi tkiva i  

identifikacijom virusa metodom serumneutraizacije i direktne imunofluorescencije,   

utvrĊeno je da šest izolovanih sojeva pripada virusu PI3, dok kod uzoraka ispitivanog 

materijala poreklom od ostalih pet inokulisanih ćelijskih linija, nije ustanovljeno  

prisustvo navedenog virusa. Nizak procenat uspešnosti izolacije virusa PI3 ĉesto moţe 

nastati zbog mogućih grešaka u samom postupku izolacije. Niz parametara moţe 

dovesti do smanjenog broja pozitivnih rezultata u izolaciji virusa, kao što su vreme 

uzimanja brisa u odnosu na poĉetak pojave respiratornih simptoma, prisustvo ili 

odsustvo medijuma u brisu, vreme koje je proteklo od uzimanja brisa do donošenja 

uzorka u laboratoriju, temperatura i procenat vlage u toku transporta, naĉin skladištenja 

materijala u laboratoriji, obrade briseva za inokulaciju u kulture tkiva, izbora ćelijske 

linije za  izolaciju, zatim prisustva već inaktivisanog virusa u brisu, vremena i uslova 

inkubacije, kao i broja uraĊenih ili propisanih pasaţa, ukoliko nije došlo do pojave 

citopatogenog efekta posle prve pasaţe suspektnog  materijala. Virus PI3 moţe se 

izolovati iz nosnog brisa u intervalu od prvog do sedmog, a reĊe do devetog dana od 

poĉetka simptoma. Posle navedenog vremenskog interval, izolacija je retko uspešna, 

iako je infekcija virusom PI3 kao primarnim agensom bolesti bila prisutna (Crandel i  

sar. 1974; Oem i sar. 2013). Mnogi autori su potvrdili navedenu ĉinjenicu tokom 

dugogodišnjeg rada na izolaciji virusa PI3 i posle veštaĉke infekcije ţivotinja u 

eksperimentalnim uslovima. Treba napomenuti da se virus PI3 u manjem broju 

sluĉajeva moţe izolovati i iz testisa bika, vaginalnih briseva i mleka obolelih krava. 

Samo u retkim sluĉajevima postoje egzaktni anamnestiĉki podaci o tome koliko 

je dana prošlo od prve pojave simptoma poremećaja respiratornog trakta, odnosno  

prvih simptoma kašlja, oteţanog disanja ili nazalne hipersalivacije, do momenta 

uzorkovanja nosnih briseva. Iako je tokom transporta briseva do laboratorije ispoštovan 
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princip hladnog lanca, uvidom u literaturu moţe se doći do podataka o izuzetnoj 

osetljivosti virusa PI3 goveda na uticaj procenta vlage i temperature kojima je virus 

izloţen u nosnom brisu. Za nekoliko sati na temperaturi od 37°C pri 90% ili višem 

procentu vlage, titar virusa u brisu opada i do 5log 10 u odnosu na isti uzorak koji je sve 

vreme bio na temperaturi friţidera i na suvom (Elezhaey i sar 1979.).  Ova ĉinjenica je 

od znaĉaja imajući u vidu da se metodom izolacije virusa moţe izolovati virus iz 

ispitujućeg materijala samo ako je isti oĉuvao aktivnost. Ukoliko je došlo do 

inaktivacije virusa, izolacija će dati negativan rezultat i potvrda prisustva virusa u 

ispitujućem materijalu se mora uraditi metodama koje mogu detektovati i inaktivisani 

virus, odnosno njegov genom (primer: metoda RT PCR).  

Niske vrednosti titra virusa i njegova slaba vitalnost, kao i vreme potrebno za 

adaptaciju na ćelijsku liniju, mogu biti uzrok tome što u velikom broju sluĉajeva 

izolacija virusa PI3 goveda uspeva tek u drugoj ili trećoj pasaţi (Oem i sar 2013). Ako 

je potrebno izvršiti razreĊenje poĉetnog materija zbog povremeno prisutne 

citotoksiĉnosti inokulata na ćelijskoj liniji, tada se verovatnoća izolacije virusa 

smanjuje. Za filtraciju inokulata za izolaciju na ćelijskoj liniji, najĉešće su u  upotrebi 

filteri veliĉine pora od 200 i 400 nm. Za izolaciju virusa PI3 mogu se upotrebiti samo 

filteri sa dijametrom pora od 400 nm. Filteri sa manjim promerom koriste se samo za 

pripremu uzoraka kada se oĉekuje izolacija Parvovirusa, Pikornavirusa ili Cirkovirusa, 

ĉiji je dijametar virusne ĉestice manji od 200 nm.  

Uspešnost izolacije zavisi i od još nekih faktora kao što su prijemĉivost ćelijske 

linije za virus, odnosno pravilan izbor ćelijske linije. Uvidom u literaturne podatke, 

većina autora je za izolaciju virusa PI3 goveda koristila ćelijsku liniju MDBK (Madin 

Darby Bovine kidney) (Crandel i sar, 1974; Oem i sar, 2013; Wen i sar, 2012), a 

jedan broj struĉnjaka koristio je i ćelijsku liniju VERO, pileće embrione ili primarnu 

kulturu tkiva embriona teleta. U ovom radu, za izolaciju virusa PI3 korišćena je ćelijska 

linija MDBK. Prijemĉivost ćelijske linije prema virusu PI3 treba uvek proveriti 

umnoţavanjem referetnog soja virusa i/ ili izolovanog i identifikovanog soja virusa PI3 

u navedenoj ćelijskoj liniji (pozitivna kontrola). U doktorskoj disertaciji korišćen je  

SF4 soj virusa PI3 goveda kao referentni soj tokom izolacije virusa i on je doveo do 

citopatogenog efekta u prvoj pasaţi. Većina autora koristila je upravo soj SF4 virusa PI3 
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goveda, kao referentan u svojim istraţivanjima. Domaći sojevi izolovanih virusa PI3 

goveda, izazvali su pojavu citopatogenog efekta  u inokulisanim ćelijskim linijama tek u 

trećoj pasaţi, što uvidom u literaturne podatke nije redak sluĉaj (Oem i sar 2013).    

Ispitujući domaće sojeve izolovanih virusa metodom virusneutraliacije sa 

specifiĉnim hiperimunim serum protiv virusa PI3 goveda, neutralizacija virusa bila je 

pozitivna kod šest izolovanih sojeva pomenutog virusa koji su doveli do pojave 

citopatogenog efekta, od ukupno 11 ispitivanih uzoraka prethodno inokulisanih u 

ćelijsku liniju MDBK i ispitivanih na prisustvo virusa PI3. Ispitivanjem ostalih pet 

uzoraka suspektnog materijala metodom virusneutralizacije, nije utvrĊeno prisustvo 

virusa PI3 goveda. Titar virusneutralizacije domaćih izolovanih sojeva virusa PI3 kretao 

se u intervalu od 1:8 (3 log2) do 1:16 (4 log2), dok je najviša vrednost titra 

virusneutralizacije od 1:64 odnosno (6 log2) ustanovljena kod referentnog soja virusa 

SF4, korišćenog za proizvodnju hiperimunog seruma. Ovakav nalaz u saglasnosti je sa 

drugim autorima (Abinanti i sar. 1961; Neil i sar. 2015), koji su dobijali za 3 log2 viši 

stepen neutralizacije sa izolovanim virusom koji je korišćen kao antigen za proizvodnju 

hiperimunog seruma, u poreĊenju sa stepenom neutralizacije virusa ostalih ispitivanih 

izolovanih sojeva virusa koji propadaju drugoj genotipskoj grupi. 

Rezultati testa virusneutralizacije potvrĊeni su metodom direktne 

imunofluorescencije (DIF) kojom je dokazano prisustvo virusnih antigena PI3 kod šest 

od ukupno 11 ispitivanivanih uzoraka nosnih briseva goveda, posle njihove prethodne 

inokulacije u ćelijsku liniju MDBK i razvoja citopatogenih promena. Za metodu 

direktne imunofluorescencije korišćeni su izolovani virusi ĉiji je citopatogeni efekat 

obuhvatio maksimum 50% ćelija. Kako se za DIF koristi reagens ĉija je aktivna 

supstanca monoklonsko antitelo protiv virusa PI3 goveda vezanih za 

fluoresceinizotiocijanat, svaki virus sa nespecifiĉnim citopatogenim efektom koji je 

izazvan drugim virusom, dao je negativan nalaz. Na ovaj naĉin se iskljuĉuju materijali u 

kojima je bio prisutan bilo koji drugi virus koji moţe dovesti do pojave citopatogenog 

efekta na ćelijskoj liniji MDBK. Ćelijska linija MDBK vrlo ĉesto je u upotrebi za 

izolaciju virusa upravo zbog širokog spektra prijemĉivosti za razliĉite viruse goveda, ali 

i viruse drugih ţivotinjskih vrsta. Ova osobina MDBK ćelijske linije dovodi do pojave 

citopatigenog efekta izazvanog velikim brojem razliĉitih virusa, pa je potvrda izolacije 
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specifiĉnog virusa drugom dijagnostiĉkom metodom neophodna. Citopatogeni efekat 

virusa PI3 goveda je relativno spor pa brţi CPE nekih drugog virusa koji se mogu naći u 

istom ispitujućem materijalu, moţe maskirati prisustvo PI3 virusa i dovesti do laţno 

negatinog nalaza (primer je herpes virus goveda 1 - virus IBR IPV koji moţe biti 

prisutan u istom ispitujućem materijalu i dovesti do citopatogenog efekta na kulturi 

tkiva, pre razvoja i razmnoţavanja virusa PI3 u ćelijama).  

Metodom direktne imunofluorescencije je, u ćelijskim linijama MDBK 

pozitivnim na prisustvo virusa PI3, ustanovljena pojava jasno ţutozelenih 

fluorescirajućih inkluzija i to prvo u citoplazmi, a kasnije i u jedrima inficiranih ćelija,  

sa pojavom sincicijuma koji izaziva navedeni virus. Svi izolovani sojevi virusa PI3 su 

doveli do pojave sincicijuma sa preteţno 2-3 jedra u ćelijama, dok je referentni soj 

stvarao veći broj sincicijuma sa 4 ili više jedara, u istom vremenskom intervalu 

inkubacije od momenta inokulacije. 

Svih šest izolovanih sojeva virusa PI3 ispitivano je metodom RT PCR radi 

identifikacije njihovih genoma. Proizvod RT PCR reakcije bili su fragmenti DNK koji 

su ujedno predstavljali i polazni material za sekvenciranje dela genoma izolovanih 

sojeva virusa PI3, odnosno njihovu molekularnu karakterizaciju.  

Naknadno je izvršeno ispitivanje i svih uzoraka nosnih briseva iz kojih, 

metodom izolacije virusa posle inokulacije na ćelijskoj liniji MDBK, nije ustanovljeno 

prisustvo virusa PI3, niti pojava citopatogenih promena, primenom metode reverzne 

transkripcije sa lanĉanom metodom polimeraze - RT PCR, u cilju direktne detekcije 

virusa u uzorcima suspektnog materijala. Ova analiza uraĊena je zbog ĉinjenice da 

metoda RT PCR moţe dokazati i prisustvo inaktivisanog virusa u ispitujućem 

materijalu, bez njegove prethodne inokulacije u ćelijske linije radi izolacije virusa. 

Kod dva ispitana uzorka nosnih briseva koji su bili negativni na prisustvo virusa 

PI3 goveda, posle njihove inokulacije u ćelijsku liniju MDBK, izvršena je detekcija 

pomenutog virusa primenom metode RT PCR, što ukazuje da se  najverovatnije radilo o 

uzorcima u kojima je bio prisutan inaktivisani virus PI3 goveda, bez sposobnosti  

umnoţavanja i izazivanja citopatogenih promena u inokulisanoj ćelijskoj liniji.  

Navedeni uzorci imali su oznake SRB100 i SRB062. Metoda RT PCR izvoĊena je uz 
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korišćenje prajmera za konzervisani deo F gena virusa PI3, pri ĉemu su dobijeni 

proizvodi RT PCR reakcije od 400 bp.  

Izvršena je zatim i druga RT PCR reakcija sa izolovanom (ekstrahovanom) RNK 

virusa PI3 goveda naših izolovanih sojeva virusa i njihovih genoma, sa prajmerima za 

njihov HN gen, koji kodira sintezu hemaglutininsko-neuraminidaznog proteina 

spoljašnjeg virusnog omotaĉa, s obzirom na to da je bilo potrebno izvršiti i 

sekvenciranje dela pomenutog virusnog gena. Ispitivanjem svih osam uzoraka 

suspektnog materijala navedenom metodom, ustanovljeno je prisustvo genoma virusa 

PI3, a dobijeni proizvod RT PCR reakcije bio je fragment DNK koji je sadrţavao oko 

647 bp. 

Osam proizvoda RT PCR reakcije sa fragmentima za F gen (400 bp) i osam 

proizvoda reakcije sa prajmerima za HN gen (647 bp), preĉišćeno je komercijalnim 

kitom Qiagen, prema  uputstvu proizvoĊaĉa, i na taj naĉin proizvodi su pripremljeni  za 

sekvenciranje. Sekvenciranje je uraĊeno metodom po Sangeru. Metoda direktnog 

sekvenciranja po Sangeru, smatra se zlatnim standardom za sekvenciranje uprkos 

ĉinjenici da je u upotrebi već ĉetvrta generacija sekvenciranja koje se bazira  na potpuno 

razliĉitim i novim tehnologijama (Guţvić i sar. 2013). Sekvenciranje koje je izvršeno 

uz korišćenje prajmera za F gen virusa PI3, obavljeno je na Institutu za mikrobiologiju 

Medicinskog fakulteta u Beogradu, dok je sekvenciranje proizvoda PCR reakcije, 

dobijenih sa prajmerima za HN gen navedenog patogena, usluţno uraĊeno u kompaniji 

Makrogen iz Amsterdama (Holandija), primenom iste metode direktnog sekvenciranja 

po Sangeru. Poznato je da, pored mogućnosti mešanih infekcija sa dva ili više sojeva u 

samom laboratorijskom radu, moţe doći do unakrsnih kontaminacija koje dodatno 

komplikuju sekvenciranje, jer se u tom sluĉaju ne moţe precizno pozicionirati svaki 

nukleotid zbog preklopljenih pikova nukleotida razliĉitih sojeva na elektroforegramu, 

što onemogućava dobijanje sekvenci sa oĉekivanim rasporedom nukleotida za 

prethodno navedene gene virusa PI3. Dobijene sekvence poreĊene su sa ekvivalentnim 

sekvencama iz Svetske baze gena, uz primenu BLAST softvera, ubacivanjem naših 

sekvenci u program za dobijanje nukleotidne homologije. BLAST program je softver 

koji omogućava  poreĊenje rasporeda nukleotida ispitivane sekvence sa ostalim sliĉnim 
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sekvencama koje su registrovane u  bazi gena i pokazuje procenat meĊusobne 

nukleotidne homologije. 

Nukleotidna homologija sekvence F gena domaćih uzorka virusa PI3, pokazala 

je najviši procenat nukleotidne homologije sa sojevima koji su izolovani u Kini i koji 

pripadaju genotipu C. Nešto je niţi nivo nukleotidne homologije domaćih sojeva sa 

sojevima genotipa C izolovanim iz Japana i Koreje, iako je i on iznosio preko 90%. 

Znatno je niţi nivo nukleotidne homologije F sekvence domaćih virusa PI3 sa sojevima 

virusa koji pripadaju genotipu A i genotipu B. 

Sekvenca F gena referentnog soja SF4 virusa PI3, znaĉajno se razlikovala po 

svojoj nukleotidnoj homologiji od domaćih izolovanih sojeva navedenog patogena, što 

je dokaz njegove pripadnosti drugoj genotipskoj grupi, u odnosu na domaće sojeve 

izolovanog virusa PI3. Referentni soj SF4 je najviši stepen homologije od 99% imao sa 

sojevima Shiping fever, Texas-81 i Kanzas 15626/8, koji pripadaju genotipu A. Njegova 

sliĉnost sa sekvencama izolovanih sojeva i BN-CE i NM09 genotipa A, iznosila je  

92%, a sa sojem Q5592 koji pripada genotipu B, bila je oko 80%.  

U rezultatima ispitivanja nukleotidne homologije sekvenci HN gena domaćih 

sojeva virusa PI3, zapaţa se najviši stepen nukleotidne homologije sa odgovarajućim 

sekvencama sojeva virusa PI3 koji pripadaju genotipu C, koja je iznosila preko 95%,  

dok je nukleotidna homologija sa sojevima koji pripadaju genoptipu A i B bila znatno 

niţa i iznosila je najviše 83%. 

Sekvenca HN gena referentnog virusa PI3 (soj SF4), znatno se razlikovala od 

sekvenci domaćih sojeva izolovanih virusa i imala je najviši stepen nukleotidne 

homologije od 99% sa sojevima Shipping fever, Texas 81 i DIO, koji pripadaju 

genotipu A. Nukleotidna homologija sa sojem Kanzas 15626/84 koji pripada takoĊe 

genotipu A, iznosila je 97%, dok se u odnosu na ostale sojeve virusa PI3 genotipa B i C, 

nukleotidna homologija kretala u intervalu od 80 do 82%. Dobijeni rezultati potvrdili su 

pripadnost referentnog soja SF4 genotipu A, što je ustanovljeno i na osnovu rezultata 

uporeĊivanja nukleotidnih sekvenci njihovih F gena.  

Posmatrajući nukleotidnu homologiju HN sekvence referentnog soja, dolazimo 

do zakljuĉka da SF4 soj ne spada u istu genotipsku grupu u kojoj se nalaze domaći 
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sojevi izolovanih virusa PI3 goveda. Zbog visokog nivoa nukleotine homologije sa 

nekim sojevima izolovanih virusa PI3 svinja, treba naglasiti da su sojevi Texas 81 i  

ISU92,  primarno izolovani iz svinja u Sjedinjenim Ameriĉkim Drţavama,  prijavljeni u 

bazi gena kao sojevi virusa PI3 izolovani iz populacije svinja. Naknadnim 

molekularnim karakterizacijama navedenih sojeva, ispitivanjem njihovih nukleotidnih  

skevenci, kao i na osnovu rezultata izvoĊenja bioloških ogleda veštaĉke infekcije na 

teladima, dokazano je da je reĉ o virusu PI3 goveda (Neill i sar. 2015). Navedeni sojevi, 

iako izolovani iz svinja, nikad nisu uspevali da izazovu pojavu simptoma i kliniĉku 

sliku oboljenja kod svinja posle infekcije virusom PI3, dok su u biološkim ogledima 

kod teladi doveli do kliniĉki manifestnog oboljenja. Molekularna karakterizacija takoĊe 

je dokazala pripadnost soja Texas 81 sojevima virusa PI3 goveda, jer je sa njima imao 

najviši stepen nukleotidne homologije. Zahvaljujući primeni molekularne nukleotidne 

karakterizacije, omogućeno je utvrĊivanje pripadnosti sojeva virusa PI3 odreĊenom 

genotipu, kao i njihova patogenost za odreĊene ţivotinjske vrste, što je potvrĊeno i 

rezultatima biološkog ogleda sa izvoĊenjem veštaĉke infekcije prijemĉivih jedinki 

navedenim patogenom.     

   Uvidom u tabele koje pokazuju nukleotidnu homologiju F i HN sekvence 

domaćih izolovanih sojeva virusa sa sekvencama prijavljenih i registrovanih sojeva iz 

baze gena, moţe se zakljuĉiti da su svi domaći sojevi virusa najsliĉniji sojevima koji 

pripadaju genotipu C, i to sojevima virusa PI3 goveda iz Kine. Nešto niţi nivo 

homologije ustanovljen je  kod naših sojeva virusa sa sojevima iz Koreje, koji takoĊe 

pripadaju genotipu C pomenutog virusa. Jasno je vidljiva signifikatna razlika u nivou 

nukleotidne homologije sekvenci naših izolovanih sojeva sa sekvencama sojeva koji 

pripadaju genotipu A virusa PI3 goveda koji su izolovani u Japanu, Kini i Sjedinjenim 

Ameriĉkim Drţavama. Najniţi stepen nukleotidne homologije domaći sojevi virusa PI3 

ispoljili su u poreĊenju sa sojem genotipa B iz Australije, pod oznakom Q5592 ĉiji je  

genom u celosti sekvenciran. 

Postavljanje naših izolovanih sojeva na filogenetsko stablo izolovanih virusa PI3 

goveda, izvršeno je korišćenjem programa MEGA 6.0. i upotrebom algoritama 

“Maximum Parsimony Method”. Veliki  broj autora  koristio je isti algoritam (Almeida 

Vaucher i sar. 2011), ali su upotrebljavali program MEGA 4.0. verziju, koja je u tom 
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momentu bila dostupna. Program MEGA 6.0. predstavlja isti program kao i MEGA 4.0, 

ali moderniju (apdejtovanu) verziju iz 2015. godine, koja nam je bila dostupna. 

Algoritmom  za filogenetsko stablo obuhvaćeno je 27 sojeva virusa PI3 i to onih koji su  

u BLAST softveru NCBI baze gena dobijeni kao sekvence koje su najsliĉnije 

sekvencama domaćih izolovanih sojeva virusa.  Posmatrajući raspored domaćih sojeva 

na filogenetskom stablu napravljenom prema sekvencama F gena, potvrĊeni su  rezultati 

nukleotidne homologije koji su dobijeni u BLAST programu banke gena (NCBI). Svi 

domaći izolovani sojevi virusa svrstani su na grani na kojoj se nalaze sojevi koji 

pripadaju genotipu C. Uvidom u filogenesko stablo, na osnovu sekvence F gena koja 

pokazuje relativnu vremensku distancu nastajanja odreĊenih sojeva, moţe se zakljuĉiti 

da je izolovani soj SRB004 najstariji od svih naših domaćih sojeva virusa PI3 goveda.  

Poloţaj izlovanog soja SRB004 virusa na filogenetskom stablu ne predstavlja 

iznenaĊenje, s obzirom na to da je on pokazao najviši stepen nukleotidne divergencije 

prema ostalim izolovanim sojevima genotipa C, od svih domaćih sojeva virusa PI3. 

Nešto kasnije su se izdvojili sojevi SRB003, SRB062 i SRB100, dok su poslednji 

izdvojeni domaći sojevi virusa PI3 goveda pod oznakama  SRB001, SRB002, SRB005 i 

SRB006, koji su se na filogenetskom stablu izdvojili u sliĉno vreme kada i japanski soj  

BN-CE i ameriĉki soj SF4. 

Uvidom u filogenetsko stablo sojeva virusa PI3 goveda, napravljenog na osnovu 

sekvence HN gena, moţe se zakljuĉiti da svi domaći izolovani sojevi virusa PI3 goveda 

pripadaju genotipu C. Domaći sojevi virusa smešteni su izmeĊu kineskih referetnih 

sojeva genotipa C (SD0805, SD0809, SD0811 i SD0835) sa jedne strane, i japanskog 

soja (HS9) i korejskog soja (12Q061) sa druge strane, sa kojima ĉine posebnu granu 

filogenetskog stabla koja formira genotipsku grupu C.  

 Visoka nukleotidna homologija sa sojevima virusa PI3 iz zemalja velike 

udaljenosti, već duţi niz godina nije iznenaĊenje. Autori iz Argentine uradili su 

sekvenciranje domaćih sojeva virusa PI3 goveda i došli do zakljuĉka da neki od njih 

pripadaju vrlo retkom genotipu B, koji je do tog momenta bio prisutan samo na teritoriji 

Australije. Autori iz Kine godinama su imali rezultate o prisustvu samo sojeva iz 

genotipa C na svojoj teritoriji. Vecherov i sar. 2003. su, prilikom rada na molekularnoj 

karakterizaciji sojeva virusa PI3 iz Rusije, ustanovili da je najveća podudarnost ruskih 
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sojeva sa ameriĉkim sojevima Kanzas i SF4, dok je manji broj sojeva sliĉan japanskim 

sojevima. Svi ruski sojevi virusa PI3 pripadaju genotipu A i na teritoriji Rusije nisu 

prisutni sojevi iz Kine i Koreje koji pripadaju genotipu C. Naknadnim sekvenciranjem 

novih i starih izolovanih sojeva ustanovili su da već godinama na teritoriji Rusije imaju 

prisutne sojeve virusa PI3 kod goveda, koji pripada genotipu A i koji najviši stepen 

homologije ispoljavaju u odnosu na ameriĉke sojeve. Niell i sar. 2015. izvršili su 

molekularnu karakterizaciju više od 20 sojeva virusa PI3 izolovanih sa teritorije 

Sjedinjenih Ameriĉkih Drţava. Do tog momenta u SAD bili su registrovani jedino 

sojevi koji pripadaju genotipu A. Navedeno istraţivanje dokazalo je dugogodišnje 

prisustvo (oslanjajući se na vreme izolacije virusa)  sojeva sve tri genotipske grupe A, B 

i C na teritoriji SAD. Neki ispitani sojevi u SAD imali su homologiju od 99% sa 

kineskim sojevima virusa PI3 koji pripadaju genotipu C. Autori iz Saudijske Arabije su 

izvršili sekvenciranje domaćih sojeva humanog virusa PI3 kod ljudi i ustanovili da su 

isti po svom genomu mnogo sliĉniji sojevima izolovanim na Dalekom istoku, nego 

sojevima izolovanim  iz zemalja u okruţenju (Almajhdi i sar. 2012). Dobijeni rezultati 

ispitivanja nukleotidne homologije potvrdili su da je ona najizraţenija izmeĊu domaćih 

sojeva i sojeva virusa PI3 iz dalekih zemalja. 

U ovoj disertaciji korišćeni su prajmeri iz konzerviranog dela F i HN gena  

genoma virusa PI3 goveda, koji je i danas u najširoj upotrebi kod najvećeg  broja autora. 

Horwood i sar. (2008) koristili su prajmere za sekvencu M gena koji kodira sintezu M 

(matriksnog) proteina i kao rezultat dobili samo 50% uspešnosti u dokazivajnu prisustva 

genoma virusa PI3, prethodno dokazanih drugim virusološkim metodama. Ustanovili su 

da prajmeri koje su koristili nisu kodirali konzervirani deo M gena i nisu bili pogodni za 

PCR reakciju, a samim tim ni za sekvenciranje. U svom radu o validaciji PCR metode 

Charlton et al. (2002) ukazuju da je za specifiĉnost PCR reakcije najvaţniji izbor 

prajmera koji mora biti iz konzerviranog dela genoma, tj. gena virusa. Zhu i sar. 

(2011.) su, definisanjem nukleotidne sekvence gena koji kodira sinetezu M proteina 

virusa, izvršili genotipizaciju ĉetiri soja virusa PI3 izolovanih na teritoriji Kine i 

ustanovili sliĉnost nukleotidnih sekvenci ovih izolovanih sojeva virusa sa sekvencama 

sojeva navedenog virusa izolovanih na teritoriji Australije. 

Najmanja nukleotidna divergencija u rasporedu jedinog nukleotida koja se 

otkrije u nukleotidnoj homologiji izmeĊu dva soja izolovanog virusa  PI3, moţe da bude 
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od velikog znaĉaja za nastanak novog soja virusa jer moţe dovesti do sinteze drugih 

vrsta aminokiselina, što ima za posledicu i promene u strukturi virusnih porteina, 

odnosno njihovih antigena. Procesom atenuisanja izolovanog soja virusa PI3 radi 

pripremanja vaccine, autori iz Japana dobili su novu antigensku varijantu navedenog 

virusa koji je u svom genomu imao samo ĉetiri nepodudarna nukleotida sa izolovanim 

sojem virusa od koga je potekao. Nukleotidne razlike izmeĊu vakcinalnog i izolovanog 

soja virusa ogledale su se samo u razlikama vezanim za raspored jednog nukleotida u 

okviru jednog gena. MeĊutim, razlika u jednom nukleotidu dovela je do sinteze razliĉite 

aminokilseline, a samim tim i do pojave drugaĉijih osobina sintetisanog proteina, što se 

ogledalo u gubitku sposobnosti hemaglutinacije i virulencije kod atenuisanog soja 

virusa, ali i u oĉuvanju njegovih imunogenih svojstava znaĉajnih za pripremanje 

vakcine (Shioda i sar. 1988). Rezultati navedenog istraţivanja ukazuju na znaĉaj 

razlika u nukleotidnoj homologiji manjoj i od 1%, jer iste mogu da utiĉu na promene 

nekih bioloških karakteristika soja virusa, kao na primer sposobnosti hemaglutinacije i 

virulencije. Iz tih razloga, ne treba zanemariti ni najmanje razlike u nukleotidnoj 

homologiji koje domaći sojevi izolovanih virusa PI3 mogu pokazivati u ispitivanoj 

sekvenci prema sebi najsliĉnijim sojevima izolovanih virusa. 
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   7. ZAKLJUĈCI 

 

Na osnovu  rezultata dobijenih molekularnom karakterizacijom i identifikacijom 

domaćih izolovanih sojeva virusa PI3 goveda, izvedeni su sledeći zakljuĉci: 

 

1. Metodom izolacije i virus neutralizacije na ćelijskoj liniji MDBK iz 119 

ispitanih uzoraka nosnih briseva goveda sa teritorije Republike Srbije izolovano 

je 6 sojeva virusa parainfluence.  

 

2. Metodom direktne imunofluorescencije je potvrĊena identifikacija izolovanih 

sojeva virusa.  

 

3. Ispitivanjem svih uzoraka nosnih briseva goveda metodom lanĉane reakcije 

polimeraze – RT PCR u kojima prethodno nije utvrĊeno prisustvo virusa PI3 

metodama izolacije virusa na kulturi tkiva i direktne imunofluorescencije, kod 

dva uzorka je ustanovljen genom virusa PI3.  

 

4. Metodom direktnog sekvenciranja po Sangeru dobijeno je osam sekvenci delova  

F i HN gena domaćih sojeva virusa PI3 goveda.  

 

5. Sve dobijene sekvence virusnog genoma su obraĊene u „BLAST“ programu 

baze gena (NCBI) i dobijena je njihova nukleotidna homologija sa sekvencama 

registrovanih sojeva virusa PI3 goveda iz banke gena koja je iznosila 80-99% za 

F gen, a 79-99% za HN gen..  

 

6. Na osnovu pozicije sekvenci F i HN gena na filogenetskim stablima, 

ustanovljeno je da sojevi virusa PI3 sa teritorije Republike Srbije, pripadaju 

genotipu C.  
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8.SKRAĆENICE 

 

ATP   adenozin tri fosfat 

BHV1   goveĊi herpes virus 1 

BLAST  Basic Local Alignment Search Tool 

BP    bazni parovi 

BPI3    parainfluenca 3 goveda 

BRCV   goveĊi respiratorni korona virus 

BRSV   goveĊi respiratorni sincicijalni virus 

BVDV   virus goveĊe virusnea dijareje 

CNS   centralni nervni sistam 

CPE   citopatogeni efekat 

CSFV   virus klasiĉne kuge svinja 

DIF   direktna imunofluorescencija 

DNA, DNK  dezoksiribonukleinska kiselina    

ELISA   imunoenzimski test 

F    fuzioni (protein, gen) 

FITC   fluoresceinizotiocijanat 

HA   hemaglutinacija 

HI   heminhibicija  

HN   hemaglutinin neuraminidaza  

HPI3   humani parainfluenca virus 3 
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IBR   infektivni bovini rinotraheitis 

IBR-IPV  infektivni rinotraheitis i vulvovaginitis goveda 

M   matriks (protein, gen) 

MDBK  Madin Radby Bovine Kidney, ćelijska linija 

MEM   minimalni esencijalni medijum 

NCBI   National Center for Biotechnology Information 

NDV   virus Newcastlle bolesti 

PBS   fosfatni slani pufer 

PCR   lanĉana reakcija polimeraze 

PI3   parainfluenca 3 

RNK   ribonukleinska kiselina 

RT PCR  lanĉana rakcija polimeraze sa reverznom transkripcijom 

SBEK   linija embrionalnih bubreţnih ćelija goveda 

SF4   “Sheeping fewer 4”, soj virusa PI3 goveda 

SNT   serumneutralizacioni test 

SV   Sendai virus miševa 

TCID50%  infektivna doza virusa za kulturu tkiva 

TFA   tehnika fluorescentnih antitela 

VNT   virusneutralizacioni test  
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