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REZIME

Primenom metode PCR u ispitanim uzorcima svinja ustanovljeno je prisustvo virusa
Aujeckijeve bolesti, parvovirusa svinja i svinjskog cirkovirusa tip 2. Metodom direktnog
sekvenciranja po Sanger-u odreden je redosled nukleotida dela gB gena virusa Aujeckijeve
bolesti. Tri nukleotidne sekvence virusa Aujeckijeve bolesti ukljucene u filogenetsku analizu su
pokazale visok stepen sli¢nosti sa sekvencama navedenog virusa izolovanim u u Madarskoj,
Grékoj 1 SAD. Na osnovu rezultata filogenetske analize ustanovljeno je da sva tri virusa
Aujeckijeve bolesti identifikovana kod svinja u Crnoj Gori pripadaju genotipu | navedenog
virusa. Metodom direktnog sekvenciranja po Sanger-u odreden je redosled pet odabranih
parvovirusa svinja identifikovana u Crnoj Gori. Na oshovu rezultata filogenetske analize
parvovirusi svinja identifikovani u Crnoj Gori grupisani su zajedno sa sojevima navedenog
virusa poreklom Velike Britanije, Kine, Brazila i SAD. Dobijeni rezultati filogenetske analize su
pokazali da svinjski parvovirusi poreklom od svinja sa teritorije Crne Gore pripadaju klasteru E
navedenog virusa. Primenom metode direktnog sekvenciranja po Sanger-u odreden je redosled
nukleotida dela ORF1 regiona genoma virusa PCV2. Nukleotidne sekvence identifikovanih
PCV?2 virusa imale su visok stepen slicnosti sa sojevima navedenog virusa izolovanim u Italiji,
Austriji, Srbiji, Nemackoj 1 Kini. Dobijeni rezultati filogenetske analize Sest identifikovanih
virusa PCV2 su potvrdili da njih pet pripada genotipu PCV2b, a jedan genotipu PCV2c.
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SUMMARY

The presence of Aujeszky's disease virus, porcine parvovirus and porcine circovirus type
2 were detected by PCR method. Nucleotide sequences of Aujeszky's disease virus identified in
swine in Montenegro were determined by direct sequencing method according to Sanger. Three
nucelotide sequences included in phylogenetic analysis were highly similar with nucleotide
sequences of Aujeszky's disease virus strains identified in Hungary, Greece and USA. According
to results of phylogenetic analyisis, it was concluded that all three viruses belongs to genotype I.
Nucleotide sequences of five porcine parvoviruses identified in Montenegro were determined by
direct sequencing method according to Sanger and were highly similar with nucleotide sequences
of porcine parvovirus strains isolated in United Kingdom, China, Brasil and USA. Phylogenetic
analysis of five porcine parvoviruses revealed that all of them belongs to cluster E. The
nucleotide sequences of six porcine circovirus type 2 identified in Montenegro were determined
by direct sequencing method according to Sanger and were highly similar with nucleotide
sequences of PCV2 strains isolated in Italy, Austria, Serbia, Germany and China. The
phylogenetic analysis of six porcine circovirus type 2 showed that five of them belongs to
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1. UvVvOD
1.1. Virus Aujeckijeve bolesti
Virus Aujeckijeve bolesti, pseudorabijes virus ili herpesvirus 1 svinja (SuHV-1) pripada
rodu Varicellovirus, podfamiliji Alphaherpesvirinae i familiji Herpesviridae. Genom virusa ¢ini
linearni dvolanc¢ani molekul DNK od 143kb. Genom virusa sadrzi 72 gena (Slika 1.). Virus
Aujeckijeve bolesti poseduje spoljasnji omotac¢ u ¢ijem sastavu se nalaze glikoproteinski antigeni
virusa koji su klju¢ni za odvijanje procesa uspostavljanja virusne infekcije ¢elije, medu kojima je
glikoprotein B (gB) jedan od najznacajnijih. Infekcija izazvana virusom Aujeckijeve bolesti je
prvi put opisana 1813.godine. Od 1960.godine se posebna paznja obraca na suzbijanje infekcija

svinja izazvanih navedenim virusom.

Envelope Tegument Capsid
glycoproteins  other membrane proteins ULI11 UL6
¢E (US8) UL20 UL13 UL18 (VP23)
2l (US7) US9 UL16 ULI19 (VP5)
gD (US6) UL24? UL21 UL25
£G (US4) UL43 UL41 (VHS) UL38 (VP19c)
gL (UL1) UL37 UL35 (VP26)
gM (UL10) UL36 (VP1/2)
gH (UL22) ULA46 (VP11/12)
2C (UL44) ULA47 (VP13/14)
2B (UL27) ULA48 (VP16)
gN (UL49.5) ULA49 (VP22)
¢K (UL53) UL51
US3
Us2

Slika 1. Virus Aujeckijeve bolesti (mmbr.asm.org)



Do danas su opisana Cetiri genotipa i nekoliko podtipova virusa Aujeckijeve bolesti. Kod
evropskih divljih svinja ustanovljeno je prisustvo sojeva virusa Aujeckijeve bolesti koji
pripadaju genotipu 1 virusa, dok je kod domacih zivotinja na teritoriji Evrope utvrdeno
dominantno prisustvo sojeva virusa koji pripadaju genotipovima 1 i 2. Prisustvo sojeva virusa
koji pripadaju genotipovima 3 i 4 virusa je ustanovljeno na teritorijama Severne Amerike | Azije.

Pseudorabijes virus, odnosno virus Aujeckijeve bolesti je otporan prema uticajima
spoljasnje sredine. U stocnoj hrani tokom leta moze opstati do mesec dana, a zimi i duze.

Direktna sunceva svetlost inaktivise ga za 6 ¢asova a UV zraci za 1 min. Vise dezinfekcionih

(3%) i formalina (1%).

Virus Aujeckijeve bolesti u ¢elijskim linijama poreklom od razlicitih vrsta zivotinja
izaziva pojavu citopatogenog efekta. Moze se umnozavati i u koko$ijim embrionima kada
izaziva uginu¢e embriona.

Virus se prenosi kapljicnim putem i posle infekcije u organizmu se najpre umnozava u
sluzokozi nazofarinksa i u tonzilama. Sa primarnog mesta replikacije virus dospeva do
regionalnih limfnih ¢vorova i centralnog nervnog sistema preko aksona kranijalnih nerava.
Virulentni sojevi virusa Aujeckijeve bolesti izazivaju kratkotrajnu viremiju kojom se
distribuiraju po celom organizmu, a posebno u respiratornom sistemu. Kod velikog broja
inficiranih Zivotinja dolazi do razvoja latentnog oblika infekcije sa lokalizacijom virusa u
trigeminalnim ganglijama i tonzilama. Za vreme latentne infekcije organizma ne dolazi do
izlu€ivanja virusa u spoljaSnju sredinu. Delovanje stresa ili imunosupresivnih lekova moze
dovesti do reakctivacije virusa i njegovog ponovnog izlu¢ivanja u spoljaSnju sredinu.

Svinje su prirodni domacini virusa Aujeckijeve bolesti. Ostale vrste Zivotinja su osetljive
na infekciju virusom Aujeckijeve bolesti koja se kod njih ispoljava u vidu laznog besnila ili
pseudorabijesa i zavrSava uglavnom sa smrtnim ishodom. Ljudi su otporini na infekciju ovim
virusom. Kod prasadi na sisi posle infekcije virusom Aujeckijeve bolesti mortalitet dostize 1 do
100%. Inkubacija kod prasadi traje svega 36 ¢asova, za razliku od starijih svinja kod kojih iznosi
pet dana. Ovde treba naglasiti da tezina klinickih simptoma kod obolelih svinja zavisi od
virulencije soja virusa koji je izazvao infekciju kao i od starosti svinja. Kod mladih svinja

inficiranih virusom Aujeckijeve bolesti dolazi do pojave nekordinisanog kretanja, tremora i



konvulzija (Slika 2.). Obolele zivotinje uginu u roku od dva dana. Kod infekcije zalu¢ene prasadi
mortalitet je znacCajno manji. Oboljenje prasadi odbijene od sise se manifestuje razvojem
neuroloskih i respiratornih klini¢kih simptoma bolesti. Kod svinja u tovu oboljenje izazvano
virusom Aujeckijeve bolesti se manifestuje pojavom povisene temperature i groznice, gubitkom
tezine, kijanjem, kasljanjem, iscetkom iz nosa i otezanim disanjem. Kod ovih Zivotinja uglavnom
ne dolazi do razvoja nervnih simptoma bolesti. Infekcija krmaca u toku ranog graviditeta obi¢no
dovodi do resorpcije fetusa i pojave estrusa. U kasnijoj fazi graviditeta kod obolelih krmaca
dolazi do pojave abortusa, odnosno radanja mrtvorodene prasadi. U zapatima sa endemi¢nom
pojavom infekcije svinja, prasad su zaSti¢ena prisustvom maternalnih antitela u krvi. Infekcija
ostalih vrsta domacih Zivotinja izazvana virusom Aujeckijeve bolesti se javlja sporadi¢no 1
karakteriSu je nervni simptomi sli¢ni besnilu. Kod obolelih zivotinja dolazi do ispoljavanja
izrazitog svraba koji moze dovesti i do samopovredivanja. Ovo se posebno odnosi na prezivare.
Klini¢ki tok bolesti je kratak, a obolele Zivotinje sa klinickim simptomima bolesti uginu u roku
od nekoliko dana. Kod inficiranih pasa dolazi do pojave svraba i paralize farinksa i vilice koje
prati pojava pljuvacke na njusci sli¢na onoj kod besnila. Ali, psi u ovom slucaju ne napadaju

druge Zivotinje. Kod macaka je klinicki tok bolesti veoma brz.



Slika 2. Infekcija svinja izazvana virusom Aujeckijeve bolesti (www.thepigsite.com)

Infekcija svinja izazvana virusom Aujeckijeve bolesti je endemicna u veéini zemalja u
svetu. Ukoliko dode do infekcije, ona se veoma brzo $iri u zapatu svinja. 1z obolelog organizma
virus se izluCuje putem sekreta iz nosa i1 o¢iju, mleka i semena. PrenoSenje bolesti se najcesce
odvija direktnim kontaktom izmedu obolele i zdrave svinje ili putem kapljica sekreta. Takode,
utvrdena je mogucénost transplacentarnog prenoSenja virusa sa inficirane majke na plod. Izvor
infekcije virusom Aujeckijeve bolesti mogu biti i abortirani fetusi svinja. Ovce su veoma
osetljive na infekciju virusom Aujeckijeve bolesti i inficiraju se direktnim kontaktom sa
inficiranim ili obolelim svinjama ili putem kapljica sekreta kada se nalaze u istoj prostoriji sa
svinjama. Karnivore leSinari se inficiraju konzumiranjem kontaminisanog svinjskog mesa. Psi i
macke su osetljivi na infekciju prethodno navedenim virusom. Inficiraju se ingestijom zarazenog
svinjskog mesa. Moguénost prenosenja infekcije sa ovih zZivotinja na druge je ograni¢ena zbog
kratkog perioda inkubacije 1 brzog klini¢kog toka bolesti koji se, bez izuzetka, zavrSava letalno.

U cilju dijagnostike infekcije zivotinja izazvane virusom Aujeckijeve bolesti koristi se
viSe laboratorijskih metoda koje obuhvataju izolaciju virusa u kulturi Celija i/ili otkrivanje
prisustva virusnih antigena u uzorcima suspektnog materijala (imunofluorescencija), zatim

otkrivanje prisustva specifi¢nih antitela protiv svinjskog herpesvirusa 1 u uzorcima krvnog



seruma (ELISA), odnosno histopatoloski pregled uzoraka. Pored navedenih metoda, u
dijagnostici Aujeckijeve bolesti se koristi se i lan¢ana reakcija polimeraze (PCR).

U cilju sprecavanja izbijanja infekcije u zapatima svinja primenjuju se mere aktivne
vestacke imunizacije svinja primenom odgovaraju¢ih modifikovanih zivih, inaktivisanih i
specificnih genetski modifikovanih vakcina. Preboljenjem Zivotinje sti¢u imunitet koji traje od
nekoliko meseci do 3 godine. Ovde treba napomenuti da se u mnogim zemljama u svetu

primenjuju mere iskorenjavanja infekcije zivotinja izazvane virusom Aujeckijeve bolesti.

1.2. Parvovirus svinja
Parvovirus svinja (PPV) pripada familiji Parvoviridae, subfamiliji Parvovirinae i rodu
Parvovirus. Genom parvovirusa svinja poseduje linearni jednolancani molekul DNK. DNK
parvovirusa svinja je veli¢ine od 5kb. Virus ne poseduje spoljasnji omotac (Slika 3.).
Parvovirus svinja je priliéno otporan na rastvarace masti. Moze da izdrzi delovanje

temperature od 56°C tokom vremenskog perioda od 30 minuta do 1 ¢as.

Slika 3. Parvovirus svinja (Www.rcsh.org)



Infekcije svinja izazvane parvovirusom izazivaju znacajne ekonomske gubitke u
proizvodnji svinja Sirom sveta. Kod Zivotinja izaziva reproduktivne poremecaje koji se
manifestuju pojavom uginuéa embriona i abortusom. Priplodne nazimice su najosetljivije na
infekciju izazvanu parvovirusom svinja.

Infekcija svinja izazvana parvovirusom svinja oronazalnim putem ili putem sperme
dovodi do lokalne replikacije virusa na mestu ulaska u organizam Sto je pradeno pojavom
viremije. Virus pokazuje narociti tropizam prema mitoticki aktivnim ¢elijama fetusa.

Kod krmaca koje nisu immune na infekciju virusom u proj tre¢ini graviditeta dolazi do
pojave uginuca ploda i njegove resorpcije. Ukoliko do infekcije dode oko 70. dana graviditeta,
virus prolazi transplacentarnu barijeru i dovodi do uginu¢a i mumifikacije fetusa (Slika 4.).
Infekcija svinja posle 70. dana graviditeta dovodi do radanja seropozitivne prasadi.

Infekcija svinja izazvana parvovirusom se u inficiranim zapatima manifestuje pojavom
opraSivanja manjeg broja prasadi, zatim pojavom mumificiranih plodova u razli¢itim fazama
intrauterinog razvi¢a. Novorodena prasad su slabo vitalna, a kod krmaca je uocena pojava laznog

graviditeta.

Slika 4. Mumificirani fetusi svinja (www.pig333.com)

Laboratorijska dijagnostika parvovirusne infekcije svinja se zasniva na primeni vise

klasi¢nih 1 molekularnih metoda. Od klasicnih metoda u upotrebi su metoda izolacije virusa u



¢elijskim linijjama 1 virus neutralizuju¢i test, zatim testovi hemaglutinacije 1 inhibicije
hemaglutinacije, odnosno tehnike imunofluorescencije. Od molekularnih metoda danas su
najvise u primeni konvencionalni PCR i Real — time PCR.

Vakcinacija svinja protiv infekcije izazvane svinjskim parvovirusom se vrSi primenom

vise komercijalnih vakcina dostupnih na trzistu.

1.3. Svinjski cirkovirus tip 2
Cirkovirus 2 svinja pripada rodu Circovirus i familiji Circoviridae. Genom virusa ¢ini
jednolancani cirkularni molekul DNK. Virus PCV2 ne poseduje spoljasnji omota¢ (Slika 5.).
Cirkovirus svinja tip 2 je veoma otporan u spoljasnjoj sredini. Na temperaturi od 60°C zadrzava

infektivnost 30 min. Dobro podnosi i razlicite vrednosti pH.

ViralZons 200k

T=1

Slika 5. Svinjski cirkovirus tip 2 (education.expasy.org)

Do danas je utvrdeno postojanje Cetiri genotipa: PCV2a, PCV2b, PCV2c i PCV2d.

Svinjski cirkovirus tip 2 izaziva oboljenja kod svih starosnih kategorija svinja, ali
naj¢esce oboljevaju prasad. Virus nije infektivan za druge vrste Zivotinja. Prvi put je izolovan
1997.godine i danas je jedan od najznacajnijih uzro¢nika infekcija kod svinja.

Virus ulazi u organizam ingestijom ili inhalacijom, a u zapatu svinja se prenosi direktnim

kontaktom izmedu Zivotinja. Izlucuje se iscetkom iz nosa, zatim pljuvackom i sekretom iz ociju
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inficiranih svinja kao 1 preko mokrace i fecesa. Ovde treba napomenuti da infekcija i klinicka
slika oboljenja svinja izazvana virusom PCV2 zavisi od starosne kategorije i nacina uzgoja
zivotinja kao 1 od virulencije soja virusa prisutnog u zapatu.

Infekcija svinja izazvana svinjskim cirkovirusom tip 2 moze se ispoljiti na nekoliko
nacina:
- subklini¢ka infekcija je po mnogim autorima naj¢es¢i vid infekcije svinja virusom PCV2
1 manifestuje smanjenim dnevnim prirastom u telesnoj tezini inficirane zivotinje;
- multisistemski sindrom krzljavosti prasadi posle zalu¢enja (PMWS) koji se manifestuje
pojavom gubitaka u telesnoj tezini inficiranih Zivotinja i bledilom koZe sa mogu¢om pojavom
crvenih jasno ograni¢enih promena koje kasnije konfluiraju. Kod obolele prasadi dolazi do
pojave proliva povracanja i dispnee. U nekim slucajevima dolazi do pojave ikterusa. Nastanku
multisistemskog sindroma krzljavosti prasadi posle zaluc¢enja (PMWS) doprinose i losi uslovi
drzanja i ishrane Zivotinja;
- infekcija virusom PCV2 koja se ispoljava promenama na reproduktivnim organima
pracena je pojavom radanja slabo vitalne prasadi, mumifikacijom plodova i abortusa najcesce u
kasnoj fazi gestacije;
- sindrom dermatitis i nefropatije (PDNS) se manifestuje pojavom anoreksije, depresije i
ukocenosti obolelih Zivotinja. Oboljenje se ispoljava i u vidu pojave tamno — crvenih papula i
papula po kozi uglavnom zadnjih ekstremiteta i u perinealnoj regiji. Ovaj vid infekcije se
najcesc¢e javlja kod prasadi, rede kod nazimica i priplodnih kategorija svinja. Akutno inficirane
svinje uginjavaju u roku od nekoliko dana posle pojave klini¢kih simptoma bolesti. Zivotinje
koje prebole infekciju, oporavljaju se za sedam do deset dana (Slika 6.);
- infekcija svinja izazvana virusom PCV2 se moZe manifestovati pojavom respiratornih
promena, odnosno pojavom dijareje;
- U SAD je tokom 2009. godine kod prasadi na sisi i prasadi u tovu ustanovljena pojava
infekcije koja se ispoljavala pojavom perakutnog sindroma nazvanog akutni pulmonalni edem
(APE).



Slika 6. PDNS (www.pig333.com)

Laboratorijska dijagnostika infekcije svinja izazvane svinjskim cirkovirusom tip 2 se
zasniva na primeni vise klasi¢nih 1 molekularnih metoda virusoloske dijagnostike. Od klasi¢nih
metoda koriste se metode ELISA, imunofluorescencije, a za umnozavanje virusa i odgovarajuce
¢elijske linije pripremljene od tkiva svinja. Ovde treba naglasiti da virus u inokulisanim
kulturama celija ne izaziva citopatogeni efekat, tako da se njegovo prisustvo u njima uglavnom
dokazuje metodom lancane reakcije polimeraze (PCR) ili odgovaraju¢im imunohistohemijskim
metodama. Od molekularnih metoda u cilju laboratorijske dijagnostike infekcije svinja izazvane
svinjskim cirkovirusom 2 koriste se metode kao $to su konvencionalni PCR i Real-Time PCR.

U cilju sprecavanja pojave infekcije svinja izazvane virusom PCV2 danas se sprovode
mere aktivne veStacke imunizacije zivotinja uz primenu viSe vrsta komercijalnih vakcina

dostupnih na trzistu, od kojih su najveci broj inaktivisane virusne vakcine.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Virus Aujeckijeve bolesti

Maes i sar., 1990. su tokom istrazivanja vrsili ispitivanje uzoraka ganglija latentno
inficirane prasadi primenom metode PCR. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da se
navedena metoda uz koriS¢enje prajmera za gX gen i gll gen virusa Aujeckijeve bolesti moze
uspesno koristiti za brzu i pouzdanu dijagnostiku navedenog virusa kod latentno inficiranih
Zivotinja.

Sherba i sar., 1992. su sproveli istrazivanja koja su imala za cilj uspostavljanje protokola
za izvodenje lancane reakcije polimeraze (PCR) za razlikovanje terenskih od vakcinalnih sojeva
virusa Aujeckijeve bolesti identifikovanih u uzorcima organa svinja. U navedene svrhe vr$ena je
inokulacija ¢elijske linije PK-15 sa terenskim sojem WT virusa i vakcinalnim sojem virusa
sadrzanim u SyntroVet Marker vakcini. Posle izolacije virusa u navedenim celijskim linijama,
vrSena je pojedinacna veStacka infekcija oglednih Zivotinja inokulacijom ili samo terenskog soja
virusa ili samo vakcinalnog soja virusa (TH+, Gx+) §to je praceno inokulacijom vakcinalnog
soja virusa sadrzanog u vakcini SyntroVet Marker dva meseca kasnije. Posle 28 dana od
zavrSetka ogleda, izvrSena je eutanazija oglednih Zivotinja i prikupljani su uzorci trigeminalnih
ganglija. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da se uspostavljeni protokol za izvodenje
metode PCR moze uspesno koristiti u dijagnostici meSovite infekcije svinja izazvane terenskim
sojem virusa Aujeckijeve bolesti i/ili pojedinim rekombinantnim vakcinalnim sojevima
navedenog virusa.

Ishikawa i sar., 1995. su uspostavili protokol za izvodenje metode PCR za razlikovanje
terenskih od vakcinalnih sojeva virusa Aujeckijeve bolesti. U ispitivanjima su kori$¢eni
Yamagata —S81, NIA3 i Indijana S sojevi virusa Aujeckijeve bolesti, kao 1 jo§ deset sojeva
navedenog virusa izolovanih na teritoriji Japana. Pored navedenih sojeva u ispitivanjima je
koriS¢en i jedan vakcinalni soj virusa sadrzan u modifikovanoj Zivoj vakcini. Protokol za
izvodenje metode PCR je bio namenjen za detekciju prisustva glikoprotein Il gena koji je
prisutan kod terenskih sojeva virusa, a deletiran kod vakcinalnih sojeva virusa Aujeckijeve

bolesti. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da se uspostavljeni protokol za izvodenje
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metode PCR moze uspesno koristiti za razlikovanje terenskih od vakcinalnih sojeva virusa
Aujeckijeve bolesti u ispitivanim uzorcima.

Capau i sar., 1997. su primenom metode RFLP (restriction fragment length
polymorphism) ispitali sve sojeve virusa Aujeckijeve bolesti izolovane kod Zivotinja tokom
perioda od 23 godine na teritoriji Republike Italije, odnosno na podru¢ju ukupno 12 regiona
zemlje. Ukupno je ispitano 30 sojeva navedenog virusa. Dvadeset devet sojeva virusa
Aujeckijeve bolesti je bilo poreklom od domacih svinja, dok je jedan soj bio poreklom od divlje
svinje. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da sojevi virusa Aujeckijeve bolesti izolovani
kod Zivotinja u period od 1972. godine do 1984. godine pripadaju grupi I. Sojevi navedenog
virusa izolovani u periodu od 1984. godine i dalje su pripadali grupi Il. lzolacija soja virusa
Aujeckijeve bolesti iz uzoraka jedne divlje svinje za koga je utvrdeno da pripada grupi I izolata
potvrdila je hipotezu da su divlje svinje rezervoari virusa Aujeckijeve bolesti, odnosno da virus
perzistira u organizmu ovih Zivotinja.

Bascunana i sar., 1997. su izvrsili ispitivanja prisustva virusa Aujeckijeve bolesti u
uzorcima organa imunosupresivnih i zivotinja koje nisu bile u imunosupresiji primenom metoda
imunohistohemije, izolacije virusa u ¢elijskoj liniji odnosno metode PCR uz koris¢enje prajmera
za glikoproteine B, E i D (gB, gE i gD). Prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti primenom metode
PCR je ustanovljeno u uzorcima trigeminalnih ganglija, olfaktornog bulbusa, tonzila i mozga.
Primenom metode izolacije virusa u cCelijskoj liniji nije izvrSena izolacija virusa Aujeckijeve
bolesti u ispitivanim uzorcima, izuzev uzoraka poreklom od tri latentno inficirane svinje koje su
sluzile kao pozitivna kontrola u ispitivanjima. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da se
metoda PCR uz kori$¢enje prethodno navedenih prajmera moze koristiti za brzu i pouzdanu
identifikaciju virusa Aujeckijeve bolesti u ispitivanim uzorcima, odnosno da se navedena metoda
moze koristiti za sprovodenje Sirih epizootioloSkih studija prisustva virusa Aujeckijeve bolesti
kod zivotinja na odredenoj teritoriji.

Maes i sar., 1997. navode da je latentna infekcija jedna od karakteristika infekcije
zivotinja izazvane herpesvirusima, ukljucujuéi virus Aujeckijeve bolesti. U cilju otkrivanja
prisustva virusa u uzorcima ganglija, tonzila ili nekih drugih tkiva danas se primenjuju razlicite
klasi¢ne i standardne metode virusoloske dijagnostike kao $to su metode PCR, izolacije virusa u

¢elijskim linijjama, odnosno metode imunohistohemije i druge. Reaktivacija virusa i pojava
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klinicki manifestnog oblika infekcije virusom Aujeckijeve bolesti kod latentno inficiranih
zivotinja se naj¢eSc¢e vrsi njihovim tretiranjem kortikosteroidima. U ovom radu autori su razvili
protokol za izvodenje metode kvantitativne PCR uz koris¢enje prajmera za gC i gE u cilju
dokazivanja prisustva virusa kod latentno inficiranih zivotinja. Dobijeni rezultati ispitivanja su
potvrdili da se metoda PCR moze se sa uspehom Kkoristiti za sprovodenje programa
iskorenjivanja infekcije svinja izazvane virusom Aujeckijeve bolesti na odredenoj teritoriji.

McCaw i sar., 1997. su sproveli istrazivanja koja su se zasnivala na ispitivanju uticaju
maternalnih antitela protiv Aujeckijeve bolesti kod prasadi na uspostavljanje latentne infekcije
izazvane navedenim virusom. Tokom ispitivanja prisustvo latentne infekcije prasadi je
utvrdivano primenom metode ELISA uz koriS¢enje dva komercijalna dijagnosti¢ka sredstva za
izvodenje navedene metode. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da pasivno preneta antitela
ne sprecavaju uspostavljanje latentne infekcije kod prasadi posle vestacke infekcije malim
dozama virulentnih sojeva virusa Aujeckijeve bolesti.

Vilnis i sar., 1998. su ispitivali uticaj vakcinalnog soja virusa i na¢in aplikacije vakcine
na njenu efikasnost posle izvodenja ogleda vestacke infekcije u kontrolisanim uslovima. Tokom
ispitivanja je koris¢eno pet modifikovanih zivih vakcina sa genotipski razli¢itim vakcinalnim
sojevima virusa. Ogledne Zivotinje su pojedinacno vakcinisane sa svih pet vakcina,
intramuskularno ili intranazalno. Ogled vestatke infekcije je izveden koriS¢enjem visoko
virulentnog soja virusa Aujeckijeve bolesti — soj Becker. U periodu od dve nedelje posle
vestatke infekcije ogledne zivotinje su svakodnevno klinicki pracene. Posle 30 dana od
izvodenja ogleda vestacke infekcije Zivotinje su Zrtvovane 1 prikupljani su uzorci tkiva. Dobijeni
rezultati ispitivanja su pokazali da na efikasnost vakcine znacajno uti¢e genotip vakcinalnog soja
virusa Aujeckijeve bolesti kao 1 nacin aplikacije vakcine. Vakcinacija Zivotinja je takode
smanjila pojavu latentne infekcije svinja u poredenju sa onom utvrdenom kod nevakcinisanih
Zivotinja.

Balsch i sar., 1998. su vrsili ispitivanja uzoraka cerebrospinalne te¢nosti poreklom od
svinja prikupljenu u momentu zrtvovanja na prisustvo virusa Auejckijeve bolesti. Ispitivanja su
vrSena primenom metoda izolacije virusa u ¢elijskoj liniji PK-15 i lan¢ane reakcije polimeraze
(PCR) uz koriS¢enje prajmera za glikoprotein B (gB) spoljasnjeg omotaca virusa. Ogledne

svinje, od kojih su neke ranije bile vakcinisane protiv infekcije izazvane virusom Aujeckijeve
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bolesti, su bile pojedina¢no vestacki inficirane razli¢itim dozama soja NIA-3 navedenog virusa.
Kao $to je prethodno izneto, neposredno pre zrtvovanja od oglednih Zivotinja su prikupljani
uzorci cerebrospinalne tecnosti koja je zatim ispitivana na prisustvom virusa primenom
prethodno navedenih metoda. Izolacija virusa Aujeckijeve bolesti je izvrSena iz samo jednog
uzorka cerebrospinalne tecnosti, dok je primenom metode PCR virus identifikovan u najvecem
broju uzoraka. Prisustvo virusa primenom metode PCR nije ustanovljeno u uzorcima
cerebrospinalne tecnosti poreklom od svinja koje su prezivele akutnu fazu bolesti i koje su bile
eutanazirane u 8. nedelji posle vestacke infekcije. Ove zivotinje su bile latentno inficirane
virusom. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja utvrdeno je da se uzorci cerebrospinalne
te€nosti ne mogu koristiti za otkrivanje prisustva virusne nukleinske kiseline kod latentno
inficiranih Zivotinja, odnosno da cerebrospinalna te¢nost nije adekvatan uzorak koji bi se koristio
u navedene svrhe. Pored ovoga, dobijeni rezultati su pokazali da se metoda PCR moze koristiti
za brzu i pouzdanu identifikaciju virusa Aujeckijeve bolesti u ispitivanim uzorcima.

Moreno i sar. su izvrSili molekularnu karakterizaciju 54 soja virusa Aujeckijeve bolesti
izolovana kod svinja na teritoriji Italije u periodu od 1984.godine do 2010.godine. Molekularna
karakterizacija je izvrSena primenom metode direktnog sekvenciranja uz koriséenje prajmera za
glikoprotein C i E. Od ukupnog broja od 54 soja virusa Aujeckijeve bolesti, ukupno 44 soja
virusa je izolovano na farmama svinja, 9 sojeva je bilo poreklom od pasa i jedan poreklom od
goveda. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da su sojevi virusa Aujeckijeve bolesti
izolovani u uzorcima kod svinja bili srodni sa sojevima navedenog virusa izolovanih u drugim
delovima Evrope 1 Amerike u poslednjih 20 godina. Ovi sojevi virusa su zajedno sa govedim
sojem virusa svrstani su u klaster B. Tri soja virusa identifikovana kod radnih pasa su takode
pripadala klasteru B virusa. Pet sojeva poreklom od svinja koji nisu svrstani u klaster B virusa i
Sest sojeva poreklom od pasa je svrstano u klaster C. Svi ovi izolati poreklom od pasa su bili od
lovackih pasa koji su hranjeni mesom divljih svinja. izuzev jednog. Sest sojeva virusa
Aujeckijeve bolesti koji ne pripadaju klasteru B kao ostali sojevi navedenog virusa, imali su
visok stepen slicnosti sa sojevima virusa izolovanih kod svinja u period od 1970. do
1980.godine. Autori navode da je u poslednje dve decenije prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti
kod domacih svinja dramati¢no smanjeno. Sojevi navedenog virusa, su u ovom peridou, postali

prevalentni kod divljih svinja. Pored ovih rezultata, autori navode da su tri soja virusa
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Aujeckijeve bolesti izolovana u uzorcima radnih pasa na farmama svrstani u klaster B.
Nukleotidne sekvence pet sojeva virusa Aujeckijeve bolesti izolovani kod lovackih pasa su bile
veoma sli¢ne sa analognim sekvencama sojeva navedenog virusa izolovanih kod divljih svinja.
Dobijeni rezultati ovih ispitivanja su pruzili uvid u genetske karakteristike sojeva virusa
Aujeckijeve bolesti 1 otkrili razlike u molekularnim karakteristikama izmedu sojeva virusa
izolovanih kod lovackih pasa i divljih svinja u odnosu na sojeve navedenog virusa izolovanih
kod domacih svinja.

Fonseca i sar., 2010. su izvrsili molekularnu karakterizaciju sojeva virusa Aujeckijeve
bolesti poreklom sa teritorije Brazila. Ukupno je dvadeset Sest sojeva virusa izolovanih u Brazilu
bilo uklju¢eno u ispitivanja. Autori posebno isticu znacaj glikoproteina C i E spoljasnjeg
omotaca u procesu vezivanja virusa za receptore na povrsini Celije i za patogenezu virusa. Na
primer, nedostatak glikoproteina E dovodi do smanjenja virulencije pojedinih sojeva virusa
Aujeckijeve bolesti. Vakcinalni sojevi virusa ne sadrze ovaj glikoprotein. Dobijeni rezultati
ispitivanja su potvrdili da sojevi virusa Aujeckijeve bolesti pripadaju klasterima A i B, izuzev
jednog soja koji je grupisan zajedno sa sojevima Bartha i Shope. Ipak, najveéi broj brazilskih
sojeva virusa Aujeckijeve bolesti pripada klasteru B navedenog virusa i da se po svojim
molekularnim karakteristikama razlikuje od sojeva navedenog virusa poreklom iz drugih
zemalja.

Hahn i sar., 2010. su tokom svojih ispitivanja koristili metodu PCR i direktnog
sekvenciranja u cilju molekularne karakterizacije i filogenetske analize sojeva virusa Aujeckijeve
bolesti identifikovanih kod divljih svinja na podrucju SAD. Ovde treba napomenuti da autori
navode da je infekcija domacih svinja izazvana virusom Aujeckijeve bolesti iskorenjenja na
teritoriji SAD. Sporadi¢ne pojave izbijanja infekcije se javljaju kao posledica prisustva virusa
kod divljih svinja koji su izvori infekcije. Metodom direktnog sekvenciranja uz koriS¢enje
prajmera za gD, gE i gC gene virusa Aujeckijeve bolesti i filogenetske analize je ustanovljeno da
se sojevi virusa identifikovani kod divljih svinja uglavnom razlikuju od sojeva virusa poreklom
od domacih svinja. Medutim, ipak je potvrdeno da nekoliko sojeva virusa izolovanih kod divljih
svinja u juznim drzavama SAD imaju sli¢ne ili identi¢ne nukleotidne sekvence kakve imaju i

sojevi virusa poreklom od domacih svinja. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja autori su
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zakljucili da prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti kod divljih svinja predstavlja rizik od infekcije
domacih svinja navedenim virusom na teritoriji SAD.

Serena 1 sar., 2011. su wvrsili uporedivanje nukleotidnih sekvenci sojeva virusa
Aujeckijeve bolesti izolovanih kod svinja na podrudju Argentine sa referentnim sojevima
navedenog virusa i sojevima virusa ¢ije su odgovaraju¢e nukleotidne sekvence objavljene u
genskoj bazi podataka. Za preliminarno grupisanje sojeva virusa Aujeckijeve bolesti primenom
filogenetske analize je koriS¢ena nukleotidna sekvenca dela gena koji kodira glikoprotein E
virusa Aujeckijeve bolesti. Preciznije grupisanje izolovanih sojeva virusa u genotipove je
izvrSeno primenom metode direktnog sekvenciranja tokom koje je odredivan redosled dela gena
koji kodira sintezu glikoproteina C. Dobijeni rezultati su potvrdili da sojevi virusa Aujeckijeve
bolesti izolovani kod svinja na teritoriji Argentine pripadaju genotipu | navedenog virusa. Za
ovaj genotip je tokom ispitivanja ustanovljeno da je dominantno prisutan na teritoriji Argentine.
Sojevi virusa Aujeckijeve bolesti koji su pripadali genotipu | na filogenetskom stablu su
grupisani zajedno sa ameri¢kim i brazilskim sojevima navedenog virusa, koji su takode pripadali
genotipu I. Pored ovoga, dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili i to da sojevi Yamagat S-81 i
Mer su grupisani zajedno i pripadaju genotipu Il.

Steinrigl i sar., 2012. su tokom ispitivanja primenom metode direktnog sekvenciranja uz
koriS¢enje prajmera za glikoprotein C izvrSili molekularnu karakterizaciju sojeva virusa
Aujeckijeve bolesti poreklom od divljih svinja i lovackih pasa. Dobijeni rezultati ispitivanja su
pokazali da sojevi virusa Aujeckijeve bolesti izolovani iz uzoraka divljih svinja pripadaju dvema
genetski razli¢itim varijantama navedenog virusa. Pored ovoga tokom ispitivanja je utvrdeno da
obe genetske varijante virusa Aujeckijeve bolesti mogu da inficiraju lovacke pse koji dodu u
kontakt sa obolelim divljim svinjama. Svi izolovani sojevi virusa Aujeckijeve bolesti poreklom
od divljih svinja 1 lovackih pasa su pripadali Kladi A, linjjama 11 2.

Perez i sar., 2012. su uspostavili protokol za izvodenje metode multiple SYBR Green I-
based real-time PCR za identifikaciju svinjskog cirkovirusa tip 2, svinjskog parvovirusa, virusa
Aujeckijeve bolesti i Torgteno virusa 1 i 2. Ukupno je primenom prethodno navedene metode
ispitano 40 uzoraka slezine poreklom od Zivotinja sa klinickim simptomi poremecaja opSteg
zdravstvenog stanja. Dobijeni rezultati isptivanja su pokazali da je primenom prethodno

navedene metode izvrSena pojedinacna identifikacija svih navedenih vrsta virusa u isptivanim
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uzorcima kao i to da se ova metoda moze sa uspechom Koristiti za sprovodenje odgovarajucih
epidemioloskih studija koje bi se zasnivale na utvrdivanju prisustva ovih pet virusa kod Zivotinja
na odredenoj teritoriji.

Da Silva Paes i1 sar., 2013 su utvrdivali prisustvo Specificnih antitela protiv virusa
Aujeckijeve bolesti u uzorcima divljih svinja poreklom iz oblasti Pantanal u Brazilu. Ispitivanja
su vrSena primenom metode ELISA i serum neutralizacije (SN test). Od ukupno 218 uzoraka
prikupljenih krvnog seruma svinja, prisustvo specificnih antitela protiv virusa Aujeckijeve
bolesti je ustanovljeno primenom metode ELISA kod 88 ispitanih uzoraka, dok je primenom SN
testa njihovo prisustvo ustanovljeno kod 57 uzoraka. Primenom metode PCR uz koriS¢enje
prajmera za glikoprotein B prisustvo nukleinske Kkiseline virusa Aujeckijeve bolesti je
ustanovljeno kod 5 od ukupno 104 uzorka. Primenom metode PCR uz koris¢enje prajmera za
glikoprotein E prisustvo virusa je ustanovljeno kod 12 ispitanih uzoraka. Genotipizacija
identifikovanih virusa, odnosno odredivanje pripadnosti odredenom genotipu virusa Aujeckijeve
bolesti je izvrSena metodom direktnog sekvenciranja. U ovim ispitivanjima je izvrSeno
odredivanje redosleda nukleotida dela UL56 gena i njegovo poredenje sa sekvencama nukleotida
navedenog glikoproteina drugih sojeva virusa koji su objavljeni u okviru genske baze podataka.
Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja je ustanovljeno da identifikovani virusi pripadaju
genotipu I. Izrada filogenetskog stabla je izvrSena posle izvodenja metode sekvenciranja dela
gena za glikoprotein C. Uvidom u filogenetsko stablo je utvrdeno da sojevi poreklom od divljih
svinja nisu grupisani zajedno sa sojevima virusa poreklom od domacih svinja. Rezultati su
takode pokazali da su sojevi virusa Aujeckijeve bolesti poreklom od divljih svinja sa teritorije
Brazila grupisani zajedno sa virusima identifikovanim kod divljih svinja na teritorijama
Nemacke, Austrije, Slovacke i Madarske i da pripadaju genotipu | virusa.

Pol 1 sar., 2013. su vr$ili ispitivanja u cilju validacije dijagnosti¢kog sredstva ADIAVET
PRV REALTIME kit za dijagnostiku virusa Aujeckijeve bolesti u ispitivanim uzorcima.
Analiti¢ka specificnost 1 osetljivost je uporedivana sa rezultatima ispitivanja istih uzoraka
primenom metode izolacije virusa u ¢elijskim linijama koja je zlatni standard u dijagnostici
infekcije svinja izazvane virusom Aujeckijeve bolesti. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili
da se navedeno dijagnosticko sredstvo moze uspesno koristiti u dijagnostici infekcije svinja

izazavane prethodno navedenim virusom.
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Wernike i sar., 2014. su razvili protokol za izvodenje metode multiplex real-time PCR
koji su koristili za razlikovanje terenskih od vakcinalnih sojeva virusa Aujeckijeve bolesti koji u
svom genomu ne sadrze gene za sintezu glikoproteina E. Dobijeni rezultati ispitivanja su
potvrdili da je navedena metoda visoko specifi¢na i osetljiva i da se moze koristiti za brzu i
pouzdanu detekciju terenskih sojeva virusa Aujeckijeve bolesti u uzorcima svinja, odnosno da se
moze upotrebiti za uspesno razlikovanje terenskih od vakcinalnih sojeva navedenog virusa.

Verpoest i sar., 2014 navode da virus Aujeckijeve bolesti ili pseudorabijes virus izaziva
znaCajne ekonomske Stete u svinjarskoj proizviodnji. U nekoliko zemalja Evropske Unije,
ukljucujuéi 1 Belgiju, infekcija navedenim virusom je uspesno iskorenjena kod domacih svinja.
Prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti u populaciji divljih svinja predstavlja znafajan rizik za
sirenje infekcije u populaciji domacih svinja. Iz navedenih razloga je neophodno proceniti
medusobnu srodnost sojeva virusa Aujeckijeve bolesti koji su utvrdeni u populaciji divljih
svinja. U ovim ispitivanjima izvrSena je molekularna karakterizacija devet arhiviranih sojeva
virusa Aujeckijeve bolesti izolovanih na teritoriji Belgije pre 1990. Godine, od kojih je osam
poreklom od domacih svinja i jedan poreklom od goveda, kao i pet sojeva navedenog virusa
utvrdenih kod divljih svinja na teritorijama Belgije i Luksemburga u periodu od 2006.godine do
2011.godine. Molekularna karakterizacija navedenih sojeva je izvrSena primenom RFLP analize
i filogenetske analize. Primenom metode RFLP utvrdeno je da su sojevi virusa Aujeckijeve
bolesti izolovani iz uzoraka divljih svinja grupisani u genotip | navedenog virusa. Ispitivanja
navedenom metodom su pokazala da je kod sojeva virusa Aujeckijeve bolesti izolovanih kod
domacih svinja doslo do genetskog $ifta iz genotipa | u genotip Il i to verovatno 80-tih godina
20.veka. Metoda direktnog sekvenciranja po Sanger-u je izvodena uz Kori$éenje prajmera za
glikoprotein C spoljasnjeg omotaca virusa Aujeckijeve bolesti. Filogenetskom analizom svi
sojevi virusa izolovani kod divljih svinja su svrstani u kladu A i kladu B, dok su svi sojevi virusa
Aujeckijeve bolesti izolovani kod domacih svinja svrstani u kladu A. Na zajednickom
filogenetskom stablu sojeva virusa Aujeckijeve bolesti izolovanih kod domacih i divljih svinja
moze se uociti da postoje sojevi virusa koji imaju identicne nukleotidne sekvence, a prisutni su 1
kod divljih i kod domacih svinja. Imajuci ovo u vidu, autori smatraju da postoji opravdan rizik
od ponovne pojave infekcije izazvane sojevima virusa Aujeckijeve bolesti u populaciji domacih

svinja koja bi bila izazvana sojevima virusa prisutnim u populaciji divljih svinja.
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Wang i sar., 2014. su primenom viSe metoda medu kojima i metode PCR, ispitivali
efikasnost soja rPRVTJ — delgE virusa Aujeckijeve bolesti u pogledu njegove bezbednosti i
imunogenosti posle aplikacije oglednim prasadima. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da
ogledna prasad inokulisana navedenim sojem virusa nisu ispoljavala klinicke simptome
herpesvirusne infekcije posle izvodenja vestacke infekcije sa virulentnim sojem PRVTJ virusa
Aujeckijeve bolesti. Ovo se nije desilo u sluéaju vakcinacije ogledne prasadi vakcinom koja je
sadrzavala Bartha —K61 soj virusa i zatim njihove vestacke infekcije virulentnim sojem PRVTJ
virusa Aujeckijeve bolesti. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da soj rPRVTJ — delgE
virusa Aujeckijeve bolesti moze predstavljati dobru alternativu soju Bartha — K61 u pripremi
vakcina protiv infekcije svinja izazvane virusom Aujeckijeve bolesti.

Sozzi i sar., 2015 su sproveli ispitivanja koriste¢i uzorke poreklom od pasa sumnjivih na
infekciju izazvanu virusom Aujeckijeve bolesti i divljih svinja. Navedeni uzorci su prikupljani u
periodu od 2010. godine do 2014.godine. Ispitivanja su vr§ena primenom metoda PCR, izolacije
virusa u Celijskoj liniji i metodom sekvenciranja. Metodom sekvenciranja je vrSeno odredivanje
redosleda dela gena koji kodira sintezu glikoproteina C spoljasnjeg omotaca virusa Aujeckijeve
bolesti. Izrada filogenetskog stabla je vrSena primenom kompjuterskog softvera MEGA 5.0.
Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da je u Kladu 1 svrstano osam sojeva virusa
Aujeckijeve bolesti poreklom od pasa i jedan soj poreklom od divlje svinje. Ovi sojevi su imali
visok stepen sli¢nosti sa sojem ITAS561 virusa Aujeckijeve bolesti ranije izolovanim kod divljih
svinja na podrucju Italije. Kladu 2 ¢ini dva soja virusa poreklom od farmskih pasa i jedan soj
virusa poreklom iz uzoraka psa koji nije koriS¢en za lov. Ovi sojevi virusa imaju visok stepen
sli¢nosti sa sojevima virusa Aujeckijeve bolesti koji su izolovani u period od 2008. do
2011.godine u terenskim uslovima od farmskih pasa i svinja. Ova grupa sojeva virusa je imala
visok stepen sli¢nosti sa sojem S66 izolovanim u Svedskoj i sojem IB341/86 poreklom od
zivotinja iz Brazila. Klada 3 je obuhvatala dva soja virusa Aujeckijeve bolesti koja su izolovana
tokom 90. tih godina proslog veka iz uzoraka poreklom od farmskih pasa. Ovi sojevi virusa imali
su visokim stepen sli¢nosti sa sojevima virusa Aujeckijeve bolesti izolovanih kod svinja na
teritoriji Evrope 1 Amerike tokom poslednjih 20 godina.

Shi i sar.,, 2016 su tokom istrazivanja razvili metodu multiplex real-time PCR za

otkrivanje prisustva nukleinske kiseline vise vrsta virusa medu kojima i svinjskog cirkovirusa 2,
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svinjskog parvovirusa i virusa Aujeckijeve bolesti. Ukupno je ispitano 226 uzoraka klinickog
materijala poreklom od svinja. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da se navedena metode
moze sa uspehom koristiti za laboratorijsku dijagnostiku vise vrsta virusa kao i to da se moze
primeniti u cilju sprovodenja epidemioloskih studija koje bi podrazumevale utvrdivanje prisustva
pojedinih vrsta virusa kod zivotinja na odredenoj teritoriji.

Sun i sar., 2016. navode da virus Aujeckijeve bolesti izaziva znacajne ekonomske gubitke
u proizvodnji svinja na podruc¢ju Kine. Infekcija svinja izazvana virusom Aujeckijeve bolesti je
bila endemi¢na kod svinja u razli¢itim provincijama u Kini kao posledica nesprovodenja
adekvatnog programa vakcinacije Zivotinja i izostanka primene odgovarajuc¢ih biosigurnosnih
mera na farmama svinja. Situacija sa pojavom infekcije se pogorsala posle 2011.godine i pojave
Sirenja infekcije u zapatima vakcinisanih svinja izazvane virulentnim sojem virusa. Ovaj soj
virusa je postao prevalentan u mnogim regionima Kine. Autori zakljucuju da kontrola Sirenja
infekcije svinje izazvane virusom Aujeckijeve bolesti u zapatima svinja i njeno iskorenjavanje
predstavljaju glavni izazov za veterinarsku sluzbu u mnogim delovima Kine.

Sun i sar., 2016. navode da infekcija svinja izazvana virusom Aujeckijeve bolesti izaziva
znaajne ekonomske gubitke u svinjarskoj proizvodnji. Infekcija svinja izazvana navedenim
virusom je iskorenjena kod domacih svinja u nekim zemljama. Medutim, infekcija izazvana
navedenim virusom i dalje predstavlja ozbiljan rizik po zdravlje zivotinja, posebno na
teritorijama sa velikom gustinom populacije svinja na odredenoj povrSini, kao $to je na primer
Kina. Razlog tome je primena neadekvatnih programa vakcinacije, odnosno nepotpune i
neadekvatne primene odgovarajucih biosigurnosnih mera. Autori su zakljucili da je dosledna
primena odgovaraju¢ih programa eradikacije infekcije postala posebno znacajna posle
2011.godine i pojave visoko patogenog soja virusa Aujeckijeve bolesti koji je imao visoku

prevalenciju kod vakcinisanih svinja u mnogim regionima Kine.
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2.2. Parvovirus svinja

Choi i sar., 1987. su ispitivali stepen patogenosti soja Kresse parvovirusa svinja i
uporedivali ga sa stepenom patogenosti soja NADL-8 navedenog virusa. U te svrhe vrSena je
vestacka infekcija fetusa gravidnih krmaca sa jednim ili drugim sojem svinjskog parvovirusa.
Oba izolata su visoko patogena za zivotinje u periodu druge treéine graviditeta. Za realizaciju
ispitivanja koriS¢ene su metode hemaglutinacije i inhibicije hemaglutinacije, odnosno indirektne
imunofluorescencije koje su primenjivane u cilju utvrdivanja prisustva virusa u tkivima fetusa.
Prisustvo HA antigena virusa je ustanovljeno u jetri fetusa vestacki inficiranog sojem NADL-8,
dok je u svim ostalim tkivima fetusa veStacki inficiranih sojem Kresse ustanovljeno prisustvo
antigena navedenog soja. Metodom imunofluorescencije je utvrdeno prisustvo virusnih antigena
fetusa inficiranih sojem Kresse. Prisustvo antigena soja NADL-8 svinjskog parvovirusa u mozgu
vestacki inficiranih fetusa nije ustanovljeno primenom metode imunofluorescencije. Posle 21
dan od vestacke infekcije prisustvo antigena NADL-8 soja virusa nije ustanovljeno u tkivima
fetusa, izuzev tkiva bubrega. Prisustvo soja Kresse je u istom periodu bilo ustanovljeno u svim
tkivima, ukljucujuc¢i mozak.

Westernbrink i sar., 1989. su razvili metodu ELISA u cilju otkrivanja prisustva specfi¢nih
antitela protiv svinjskog parvovirusa u uzorcima krvnog seruma svinja. Pored metode ELISA u
ispitivanjima je koriS¢en 1 test inhibicije hemaglutinacije. Dobijeni rezultati ispitivanja su
potvrdili podjednaku osetljivost obe navedene metode. Medutim, autori daju prednost koris¢enju
metode ELISA kao metode koja se moZe bolje standardizovati i koja je jednostavnija za
izvodenje.

Molitor i sar., 1991. su razvili protokol za izvodenje metode PCR uz kori$¢enje prajmera
za VP2 gen navedenog virusa. U ovim ispitivanjima su koriS¢ena Ccetiri soja svinjskog
parvovirusa i to sojevi NADL-8, NADL-2, KBSH i Kresse. Pored njih u ispitivanjima su
kori$éeni i soj pseteg parvovirusa kao i soj virusa Aujeckijeve bolesti. Sva ¢etiri soja svinjskog
parvovirusa su identifikovana metodom PCR uz koriS¢enje prajmera za VP2 gen navedenog
virusa. Sojevi parvovirusa pasa i virusa Aujeckijeve bolesti nisu identifikovani navedenom
metodom. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da se navedeni protokol za izvodenje metode
PCR moze koristiti za brzu i1 pouzdanu dijagnostiku svinjskog parvovirusa u ispitujuéim

uzorcima.
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Jenkins, 1992. je razvio metodu ELISA u cilju otkrivanja prisustva antigena svinjskog
parvovirusa u uzorcima fetalnog tkiva. Isti uzorci su bili ispitivani i primenom metoda
imunofluorescencije i testa hemaglutinacije. Od ukupno 490 ispitanih uzoraka, 29 uzoraka je bilo
pozitivno posle pojedinacnog ispitivanja sa sve tri prethodno navedene metode, dok je 458 bilo
negativno. Ukupno je 32 uzorka bilo pozitivno posle ispitivanja sa jednom od tri kori$¢ene
metode. Primenom metoda ELISA i testa hemaglutinacije tokom pojedinac¢nog ispitivanja 31
uzorka utvrdeno je 100% poklapanje dobijenih rezultata. Jedan uzorak je bio pozitivan posle
ispitivanja primenom metode imunofluorescencije, dok je isti uzorak bio negativan posle
pojedinacnog ispitivanja primenom metoda ELISA 1 testa hemaglutinacije. Dva uzorka su bila
pozitivna posle pojedinacnog ispitivanja primenom testa hemaglutinacije i metode ELISA. Isti
uzorci su bili negativni na prisustvo antigena svinjskog parvovirusa posle ispitivanja primenom
metode imunofluorescencije. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da je metoda ELISA
osetljivija, specificnija i brza za izvodenje od testa hemaglutinacije i metode
imunofluorescencije.

Soares i sar., 1999. su u cilju sprovodenja istrazivanja ispitali uzorke supernatnatne
tecnosti poreklom od ¢elija inficiranih sojem NADL-2 svinjskog parvovirusa i uzorke organa
svinja 1 pobacenih fetusa na prisustvo navedenog virusa. U ispitivanjima su koriS¢ene metode
PCR, nested-PCR, izolacije virusa u kulturi celija kao i testovi hemaglutinacije i inhibicije
hemaglutinacije. Od ukupno 24 uzorka, 9 uzoraka je bilo pozitivno na prisustvo svinjskog
parvovirusa primenom metode izolacije virusa u kulturi ¢elija, dok je 18 uzoraka bilo pozitivno
posle ispitivanja primenom metoda PCR i nested-PCR. U svim uzorcima u kojima je
ustanovljeno prisustvo virusa primenom metode izolacije u kulturi ¢elija je utvrdeno 1 prisustvo
virusne nukleinske Kiseline primenom metode PCR. Pet uzoraka koji su bili negativni posle
ispitivanja primenom metode PCR je bilo pozitivno posle ispitivanja primenom metode nested
PCR. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da se molekularne metode PCR i nested PCR
mogu uspeSno koristiti za brzu i pouzdanu identifikaciju prisustva svinjskog parvovirusa u
ispitivanim uzorcima.

Mengeling i sar., 2000. navode da su parvovirus svinja i virus reproduktivnog i
respiratornog sindroma svinja najznacajniji uzrocnici reproduktivnh poremecaja kod ovih

zivotinja. Svinjski parvovirus izaziva pojavu abortusa kod krmaca, odnosno pojavu mumifikacije
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fetusa. Pored ovoga, navedeni virus izaziva ranu embrionalnu smrt. Autori dalje navode da
tokom akutne faze infekcije krmace i nazimice imaju najée$cée slabo izrazene klini¢ke simptome
bolesti. U cilju spreCavanja pojave infekcija svinja prethodno navedenim virusima autori
preporucuju sprovodenje mera aktivne veStacke imunizacije zivotinja kao i primenu odredenih
laboratorijskih metoda za brzu i preciznu dijagnostiku ovih virusnih infekcija kod svinja.

Huang i sar., 2004. su ispitali 58 uzoraka limfnih ¢vorova, pluc¢a, tonzila i slezine
prikupljenih od 24 praseta starosti od 4 do 8 nedelja. Pored ovih uzoraka, izvrrSeno je i
ispitivanje uzoraka pobacenih fetusa. Svi navedeni uzorci su ispitani na prisustvo virusa
Aujeckijeve bolesti (PrV), svinjskog parvovirusa (PPV) i svinjskih cirkovirusa. Referntni soj
PRV TNL virusa Aujeckijeve bolesti i drugi referentni sojevi virusa PCV2, PCV1 i PPV su
umnozavani u ¢elijskoj liniji PK-15. Molekularne metode pojedina¢na PCR i multiplex PCR su
izvodene uz koriS¢enje prajmera za glikoproteine G i E (virus Aujeckijeve bolesti), NS-1 gen
svinjskog parvovirusa, ORF1 gen svinjskog cirkovirusa 1 i ORF2 svinjskog cirkovirusa 2.
Prisustvo infekcije izazvane virusom PCV2 je ustanovljeno kod 51,7% uzoraka, a virusom PCV1
kod 3,4% uzoraka. Infekcija izazvana virusom Aujeckijeve bolesti je utvrdena kod 1,7%
uzoraka. MesSovita infekcija izazvana virusima PCV1/PCV2 je ustanovljena kod 13,8%
uzoraka,odnosno virusima PCV2/virus Aujeckijeve bolesti kod 10,3% uzoraka. MeSovita
infekcija izazvana virusima PCV2/PPV je utvrdena kod 5,1% uzoraka.Osam uzoraka je bilo
negativno. U uzorcima poreklom od svih pet pobacenih fetusa ustanovljena je meSovita infekcija
izazvana virusima PPV/PCV2 (tri uzorka slezine), odnosno virusima PCV2/virus Aujeckijeve
bolesti (dva uzorka). Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili opravdanost koriS¢enja metode
multiplex PCR za brzu i pouzdanu dijagnostiku infekcija svinja izazvanih prethodno navedenim
virusima.

Wilhelm i sar., 2006. su uspostavili protokol za izvodenje metode real-time PCR koji je
vreno otkrivanje prisustva svinjskog parvovirusa u ispitivanim uzorcima. Tokom realizacije
istrazivanja ispitani su uzorci organa abortranih i mumificiranih fetusa. Dobijeni rezultati
ispitivanja su potvrdili da je metoda SYBR Green za izvodenje real-time PCR visoko specifi¢na 1
osetljiva u otkrivanju prisustva nukleinske kiseline svinjskog parvovirusa u ispitivanim
uzorcima. Primenom ovog protokola za izvodenje metode real-time PCR nije moglo biti

detektovao prisustvo nukleinskih kisleina parvovirusa izolovanih kod drugih vrsta zivotinja.
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Chen i sar., 2009. su primenom metode PCR ispitali uzorke organa 80 fetusa poreklom iz
nekoliko pokrajina u Kini. Uporedo sa navedenom metodom, uzorci su ispitani i primenom
metode lanCane reakcije polimeraze (PCR). Primenom metode PCR prisustvo virusne nukleinske
kiseline je ustanovljeno kod 48 uzoraka od ukupno 80 uzoraka. Isti uzorci svinja su bili pozitivni
na prisustvo svinjskog parvovirusa i primenom metode real-time PCR. Dvanaest od ukupno 32
uzorka koja se bila negativna tokom ispitivanja primenom metode PCR, su bila pozitivna posle
ispitivanja primenom metode real-time PCR. Primenom metode real-time PCR broj pozitivnih
uzoraka u kojima je ustanovljeno prisustvo nukleinske kiseline svinjskog parvovirusa je povecan
za oko 15%. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja potvrdeno je da se metoda real-time PCR
moze uspeSno koristiti za brzu i pouzdanu detekciju prisustva nukleinske kiseline svinjskog
parvovirusa u ispitivanim uzorcima.

Shangjina i sar., 2009. su sproveli ispitivanja koja su imala za cilj blize upoznavanje sa
evolucijom i filogenijom svinjskog parvovirusa. U navedene svrhe vr$ena je molekularna analiza
NS1 i VP1/VP2 gena sojeva BQ i ZJ navedenog virusa izolovanih u Kini. Nukleotidne sekvence
NS1 i VP1/VP2 gena navedenih sojeva virusa su uporedivane sa analognim sekvencama sojeva
svinjskog parvovirusa koje su dostupne u banci gena i izvrSena je filogenetska analiza. Na ovaj
nacin je odreden polozaj kineskih sojeva virusa na filogenetskom stablu u odnosu na druge
sojeve, odnosno stepen srodnosti BQ i ZJ sojeva virusa sa drugim sojevima svinjskog
parvovirusa prisutnih kod Zivotinja u razli¢itim krajevima sveta.

Chang i sar., 2010. su Kkoristili multiplex real-time PCR metodu u cilju otkrivanja
prisustva i kvantifikacije svinjskog cirkovirusa 2. Pored ovoga, navedena metoda je tokom
ispitivanja koriS¢ena i za brzu diferencijaciju, odnosno razlikovanje svinjskog cirkovirusa 2 od
svinjskog cirkovirusa 1. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da se navedena metoda moZze
koristiti za brzu i pouzdanu detekciju svinjskog cirkovirusa 2 u ispitivanim uzorcima i za
razlikovanje virusa PCV2 od virusa PCV1.

Jiang i sar., 2010. su ispitali ukupno 76 uzoraka organa poreklom od 49 prasadi starosti
od 4 do 12 nedelja sa respiratornim i reproduktivnim klinickim simptomima, kao 1 uzorke
poreklom od 27 abortiranih fetusa. Svi uzorci su bili prikupljeni u periodu od 2006. do
2007.godine na podrucju provincije Zheijiang u Kini. Ispitivanje uzoraka je vrS§eno primenom

metode multiplex PCR uz koriS¢enje odgovaraju¢ih parova prajmera. Primenom metode
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multiplex PCR prisustvo samo virusa PCV2 je utvrdeno kod 31 ispitanog uzorka, virusa klasi¢ne
kuge svinja kod 14 uzoraka, virusa respiratornog i reproduktivnog sindroma svinja kod 21
uzorka i svinjskog parvovirusa kod 5 uzoraka. Primenom metode PCR sa protokolima za
pojedinac¢nu identifikaciju virusa dobijeni su identi¢ni razultati, izuzev toga §to je prisustvo
nukleinske kiseline virusa PRRS ustanovljeno kod 22 uzorka. MeSovita infekcija izazvana
izazvana PCV2/PPV virusima je ustanovljena kod dva uzorka, virusima PCV2/PRRS kod 14
uzoraka, virusima PCV2/klasi¢ne kuge svinja kod 5 uzoraka, virusima PRRS/klasi¢ne kuge
svinja kod dva uzorka i virusima PCV2/PRRS/klasi¢ne kuge svinja kod tri uzorka. Dobijeni
rezultati ispitivanja su potvrdili da se metoda multiplex PCR moze uspes$no koristiti za brzu i
pouzdanu dijagnostiku virusa i da se moze koristiti i za izvodenje ispitivanja veéeg broja uzoraka
svinja koja bi bila sprovodena u svrhu odredenih epidemioloskih studija

Cadar i sar., 2012. su vrsili ispitivanja uzoraka limfnih ¢vorova, pluéa, slezine, jetre,
bubrega i tonzila divljih svinja koji su prikupljani tokom sezona lova u periodu od 2006.godine
do 2011. godine. Uzorci organa bili su poreklom od ukupno 842 divlje svinje poreklom iz 315
lovista. Istovremeno su vrSena ispitivanja uzoraka organa poreklom od ukupno 120 zivotinja sa
10 razli¢itih farmi domacih svinja. Ova ispitivanja su vrSena u cilju uporedne molekularne
karakterizacije identifikovanih sojeva svinjskog parvovirusa kod domacih i divljih svinja. Ove
farme svinja su se nalazile na istim epidemioloskim podru¢jima sa kojih su prikupljani uzorci
divljih svinja za ispitivanja. Sve domace svinje su bile vakcinisane protiv infekcije izazvane
svinjskim parvovirusom. Uzorci poreklom od domacih i divljih svinja su ispitivani primenom
metode PCR uz kori§¢enje odgovarajuc¢ih prajmera za VP1 1 VP2 gene virusa. Dobijeni rezultati
ispitivanja su potvrdili da je od ukupno 842 ispitana uzorka poreklom od divljih svinja, 44 bilo
pozitivno na prisustvo nukleinske kiseline svinjskog parvovirusa, dok je 1 uzorak poreklom od
domacih svinja bio pozitivan na prisustvo navedenog virusa. Filogenetska analiza je pokazala da
se sojevi parvovirusa svinja poreklom od domacih i divljih Zivotinja mogu grupisati u Sest grupa
na osnovu kompletne sekevnce VP1/VP2 gena i u osam grupa na odnosu parcijalne VP1/VP2
sekvence. Rezultati filogenetske analize su pokazali da su sojevi parvovirusa svinja kod divljih
zivotinja delimi¢no genetski razli¢iti u odnosu na sojeve navedenog virusa ustanovljene kod
domacih svinja. Sojevi parvovirusa poreklom od domacih svinja su na osnovu parcijalne

VP1/VP2 sekvence nukleotida svrstani u klaster H, dok su sojevi virusa poreklom od divljih
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svinja svrstani u klastere A, B, C, D i E. Pored svega navedenog, dobijeni rezultati su potvrdili
da parvovirus svinja ima kratku evolucionu istoriju koja je zapocela pre 120 godina i da su se
glavne promene u genomu virusa koje su omogucéile znacajan diverzitet izmedu sojeva virusa
kod domacih i divljih svinja odigrale pre oko 20 do 60 godina.

Csagola i sar., 2012. su ispitali ukupno 392 uzoka razli¢itih vrsta tkiva poreklom od
svinja iz vise regiona Madarske. Uzorci su ispitani primenom metoda PCR i direknog
sekvenciranja. lzrada filogenetskog stabla je vrSena primenom kompjuterskog softvera MEGA
5.0. Prisustvo svinjskog cirkovirusa 2 je utvrdeno kod 18% ispitanih uzoraka, svinjskog
parvovirusa 1 kod 0,5% uzoraka, svinjskog parvovirusa 2 kod 6,4% uzoraka, svinjskog
parvovirusa 3 kod 9,7% uzoraka i svinjskog parvovirusa 4 kod 6,4% uzoraka.

Ren i sar., 2013. su potvrdili da su sojevi svinjskog parvovirusa imali zajedni¢kog pretka
pre oko 250 godina. Tri glavne grupe virusa I, 11 i Il su identifikovane izradom filogenetskog
stabla. Prva grupa sojeva virusa se odvojila pre 153 godine i nju su svrstani 4 evropska soja, 4
americka soja i 9 azijskih sojeva navedenog virusa. Druga grupa sojeva vodi poreklo od pre 157
godina i u nju su svrstani 1 kineski soj i 13 evropskih sojeva. Tre¢a grupa sojeva virusa vodi
poreklo od pre 114 godina.

Zheng i sar., 2013. su tokom realizacije istrazivanja ispitali 126 uzoraka svinja na
prisustvo svinjskog parvovirusa i svinjskog cirkovirusa tip 2 primenom metoda duplex real-time
PCR i PCR. Primenom metode real-time PCR 70 uzoraka je bilo pozitivnho na prisustvo
nukleinske kiseline svinjskog parvovirusa, dok je 77 uzoraka bilo pozitivno na prisustvo virusa
PCV2. Primenom metode PCR 60 uzoraka je bilo pozitivno na prisustvo svinjskog parvovirusa
dok je 68 uzoraka bilo pozitivno na prisustvo virusa PCV2. Podudaranje rezultata ispitivanja za
oba virusa primenom ove dve molekularne metode je iznosilo 98,4%. Dobijeni rezultati
ispitivanja su ptvrdili da se obe metode mogu sa uspehom Kkoristiti u dijagnostici cirkovirusnih i
parvovirusnih infekcija kod svinja.

Xiao i sar., 2013. navode da je svinjski parvovirus oznacen kao svinjski parvovirus 2 je u
najpre identifikovan na teritoriji Mjanmara 2001.godine, Kine 2006. i 2007.godine i Madarske
2012.godine. U cilju ispitivanja prisustva navedenog virusa na teritoriji SAD kori$¢ena je metoda
real-time PCR. Ukupno je navedenom metodom ispitano 483 uzorka pluca i 183 uzorka fecesa,

odnosno 122 uzorka krvnog seruma koji su prikupljeni sa 295 farme u 18 drzava SAD. Prisustvo
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svinjskog parvovirusa 2 je ustanovljeno kod 100 uzoraka plu¢a i 14 uzoraka fecesa poreklom od
zivotinja razliCitih starosnih kategorija. Metodom direktnog sekvenciranja ustanovljeno je da su
nukleotidne sekvence americkih sojeva svinjskog parvovirusa 2 imale visok stepen sli¢nosti
(95.4-97.7%) sa kineskim sojevima virusa, odnosno 94.7% sli¢nosti sa sojevima navedenog
virusa utvrdenih kod svinja na teritoriji Mjanmara.

Xu i sar., 2013. su ispitivali virulentni soj NE/Q9 svinjskog parvovirusa je izolovan iz
uzoraka poreklom od mumifikovanog fetusa svinje sa farme koja se nalazila u provinciji Jilin,
Kina. Autori su tokom ispitivanja izvrSili molekularnu analizu navedenog soja virusa i to
nukleotidne sekvence VP2 gena. Analiza nukleotidne sekvence VP2 gena soja NE/09 svinjskog
parvovirusa i pokazala je slicnost sa analognim nukleotidnim sekvencama drugih sojeva
navedenog virusa. Na osnovu rezultata filogenetske analize sekvence VP2 gena je ustanovljeno
da je soj NE/09 novi soj svinjskog parvovirusa preovladujuée prisutan na teritoriji Kine.

Gava i sar., 2015. su ispitali ukupno 272 uzorka krvnog seruma, semena, pluca, fecesa,
jajnika, uterusa primenom metoda TagMan real-time PCR i PCR. Primenom prve navedene
metode prisustvo svinjskog parvovirusa 4 je utvrdeno kod 36 uzoraka. Dobijeni rezultati
ispitivanja su pokazali da je metoda real-time PCR osetljivija u odnosu na metodu PCR kojom je
prisustvo prethodno navedenog virusa utvrdeno kod 15 ispitanih uzoraka. Na osnovu rezultata
ispitivanja je potvrdeno da se metoda real-time PCR moze Kkoristiti u brzoj i pouzdanoj
dijagnostici svinjskog parvovirusa 4.

Shia i sar., 2016 su primenili metodu multiplex real-time PCR za otkrivanje prisustva
nukleinskih kiselina viSe vrsta virusa — virus Aujeckijeve bolesti, svinjski cirkovirus 2, svinjski
parvovirus i druge. Ukupno je ispitano 226 uzoraka. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da
se uspostavljeni protokol za izvodenje prethodno navedene metode moze koristiti za preciznu
identifikaciju viSe vrsta virusa medu kojima i svinjskog parvovirusa ¢ija je nukleinska Kiselina

detektovana kod 24 ispitana uzorka tonzila svinja.
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2.3. Svinjski cirkovirus tip 2

Larochelle i sar., 1999. su u ovim ispitivanjima razvili protokol za izvodenje metode PCR
u cilju otkrivanja prisustva virusa PCV1 i virusa PCV2 u ispitivanim uzorcima. Od ukupno 42
ispitana uzorka prikupljena od svinja sa PMWS sindromom na teritoriji Kvebeka u Knadi,
primenom prethodno navedene metode prisustvo virusa PCV2 je ustanovljeno kod 40 uzoraka,
jedan je bio pozitivan na prisustvo nukleinske kiseline virusa PCV1, dok je u jednom uzorku
utvrdeno prisustvo oba navedena virusa. Prisustvo virusa PCV2 je ustanovljeno u uzorcima
svinja sa klinickim simptomima PMWS, ali i u uzrocima poreklom od svinja sa klinickim
simptomima koji se ne mogu jasno povezati sa navedenim sindromom kod svinja. Prisustvo
virusa PCV1 je ustanovljeno u uzorcima klini¢ki zdravih svinja. Dobijeni rezultati ispitivanja su
potvrdili da se metoda PCR moze uspes$no koristiti u brzoj i preciznoj dijagnostici infekcije
svinja izazvane virusom PCV2,

Kim i sar., 2001. su uspostavili protokol za izvodenje metode multipleks nested PCR u
cilju otkrivanja prisustva nukleinskih kiselina virusa PCV1 i virusa PCV2 u uzorcima semena
nersatova. Od ukupno ispitanih 60 uzoraka semena, 18 je bilo pozitivno na prisustvo virusa PCV
primenom metode multiplex PCR, dok je 30 uzoraka bilo pozitivnho na prisustvo virusa PCV
primenom metode multiplex nested PCR. Od ukupno 30 uzoraka semena pozitivnih na prisustvo
virusa PCV primenom metode multiplex nested PCR dva su bila pozitivna na prisustvo virusa
PCV1, osam na prisustvo virusa PCV2, dok 20 bilo pozitivno na prisustvo oba navedena virusa.
Isti uzorci semena su ispitani na prisustvo oba cirkovirusa svinja i primenom metode izolacije
virusa u Celijskoj liniji. Navedenom metodom je prisustvo virusa ustanovljeno u samo cetiri
inokulisane celijske linije i to primenom metoda in situ hibridizacije 1 metode multiplex PCR.
Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali zadovoljavaju¢u osetljivost i specifi¢nost metode
multiplex nested PCR 1 da se ista moZe koristiti u za brzu i pouzdanu detekciju cirkovirusa svinja
u ispitivanim uzorcima.

Elis i sar., 2004. navode da je na osnovu dosadasnjih rezultata ispitivanja vise drugih
istrazivaCa objavljenih u literaturi utvrdeno da meSovita infekcija svinja izazvana svinjskim
cirkovirusom tip 2 i parvovirusom svinja moze izazvati mnogo teze klinicke simptome
multisistemskog sindroma krzljanja prasadi posle zalu¢enja u odnosu na one utvrdene kod svinja

kod kojih je navedeni sindrom izazvan samo delovanjem svinjskog cirkovirus tip 2. Pored ovoga,
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danas se smatra da virus PCV2 ima klju¢nu ulogu u razvoju u razvoju PRDC sindroma takode.
Pomene na jetri izazvane infekcijom svinja virusom PCV2 mogu biti znatno intenzivnije u
slu¢ajevima mesSovite infekcije sa virusom hepatitisa E svinja i virusom Aujeckijeve bolesti. Isto
se odnosi 1 na intenzitet promena na plu¢ima koje su jasnije izrazene u slucajevima mesovite
infekcije svinja izazvane virusima PCV2, PRRS i virusom influence svinja.

Maldonado i sar., 2005. su tokom realizacije istrazivanja ispitali 293 uzorka organa
abortiranih fetusa i prevremeno rodene prasadi na prisustvo virusa PRRS, Aujeckijeve bolesti,
PPV i PCV2 primenom metoda RT-PCR i PCR. Prisustvo virusa PRRS je ustanovljeno kod 9
uzoraka, odnosno virusa PCV2 kod jednog uzorka. Prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti i virusa
PPV nije utvrdeno ni u jednom ispitanom uzorku. Dobijeni rezultati su potvrdili da virusi
Aujeckijeve bolesti, PPV i PCV2 ne izazivaju u znacajnoj meri reproduktivne poremecaje kod
svinja u odnosu na virus PRRS.

Yu i sar., 2005. su u ovim ispitivanjima primenom PCR metode uz kori$¢enje prajmera
za ORF2 region genoma virusa utvrdivali prisustvo virusa PCV2 u ispitivanim uzorcima svinja.
U ovim isptivanjima su kori§¢eni uzorci organa i uzorci inokulisanih ¢elijskih linija izolovanim
sojevima virusa PCV2. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili opravdanost koriSéenja
navedene metode u dijagnostici infekcije svinja izazvane navedenim virusom. Protokol za
izvodenje navedene metode je takode bio specifican, odnosno omogucéavao je detekciju samo
nukleinske kiseline virusa PCV2,

Quintana i sar., 2006. su u ovim ispitivanjima koristili metodu PCR u otkrivanju prisustva
virusa PCV1 i PCV2 u sadrzaju 18 komercijalnih vakcina. Ovde treba napomenuti da
komponente vakcine mogu sadrzati PCR pojacivace ili inhibitore. Trinaest vakcina je tokom
ispitivanja kontaminisano sa virusom PCV2. Dobijeni rezultati ispitivanja primenom metode
PCR su pokazali da je prisustvo virusa PCV1 utvrdeno kod dva uzorka vakcine od ukupno 18
ispitanih. Kod jedanaest od ukupno 13 vakcina naknadno kontaminisanih virusom PCV2 je
utvrdeno prisustvo navedenog virusa. Razlog toga $to u preostale dve vakcine nije identifikovano
prisustvo virusa PCV?2 je verovatno bio negativan uticaj komponenata vakcine na prezivljavanje
navedenog virusa. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da se metoda PCR moze koristiti u

cilju provere kvaliteta vakcina koje se koriste za aktivnu imunizaciju svinja.
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Caprioli i sar., 2006. su vrsili ispitivanja u cilju otkrivanja prisustva virusa PCV2 u
uzrcima krvi, fecesa i tonzila prikupljenih od 12 svinja pojedina¢no vestacki inficiranih
virulentnim sojem navedenog virusa primenom metode PCR uz kori§¢enje prajmera za ORF2
region genoma virusa. Rezultati ispitivanja dobijeni primenom navedene metode su uporedivani
sa rezultatima ispitivanja primenom imunofluorescencije i patohistoloskih ispitivanja uzoraka
jetre, pluca, bubrega, slezine i ileuma. Prisustvo nukleinske kiseline virusa PCV2 je ustanovljeno
u uzorcima krvi svih 12 zivotinja. Kod 11 od ukupno 12 zivotinja prisustvo virusa je utvrdeno u
uzorcima fecesa i tonzila. Prisustvo navedenog virusa je u uzorcima tkiva ustanovljeno kod 4
zivotinje sa klini¢kim simptomi PMWS. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da se metoda
PCR moze koristiti u brzoj i pouzdanoj dijagnostici virusa PCV2 u uzorcima krvi, fecesa i
tonzila poreklom od zivih inficiranih svinja.

Jun i sar., 2007. su tokom realizacije istrazivanja izvrsili ispitivanje arhiviranih uzoraka
svinja obolelih od PMWS 1 PDNS sindroma na teritoriji JuZzne Koreje u periodu od 1999. do
2006.godine. Ekstrakcija DNK virusa PCV2 je izvrSena po standardnoj proceduri propisanoj od
strane proizvodaca dijagnostickog kita za ekstraciju virusne DNK. Dobijena DNK virusa PCV2
je koriS¢ena za izvodenje metode direktnog sekvenciranja i filogenetsku analizu. Dobijeni
rezultati ispitivanja su potvrdili da su sojevi virusa PCV2 identifikovani na teritorijama
Holandija, Tajlanda, Velike Britanije svrstani u grupu 1 virusa. Nasuprot tome, sojevi navedenog
virusa identifikovani na teritorijama Japana, Kande, Tajvana 1 Juzne Afrike svrstani su u grupu 2.
U obe grupe su svrstani sojevi virusa poreklom iz Koreje, Francuske, Madarske, Austrije,
Nemacke, Brazila i SAD.

Pal i sar., 2008. su razvili protokol za izvodenje metode duplex real-time quantitative
PCR (gPCR) namenjen za otkrivanje prisustva virusa PCV2 u uzorcima semena. Ispitivanja su
vrSena koriS¢enjem uzoraka semena poreklom od 12 nerastova veStacki inficiranih virusom
PCV2 i 10 nerastova prirodno inficiranih navedenim virusom.Tri uzorka semena nerastova su
sluzila kao kontrola u ispitivanjima. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da je metoda
duplex real-time quantitative PCR osetljivija i specificnija u odnosu na metodu nested PCR u
otkrivanju prisustva nukleinske kiseline virusa PCV2 u uzorcima semena nerastova.

Ogawa i sar., 2009. su primenom metoda multiplex PCR i multiplex RT-PCR ispitivali

uzorke organa svinja na prisustvo nekoliko virusa izmedu ostalih virusa PCV2, PPV i virusa
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Aujeckijeve bolesti. Ukupno je ispitano 75 uzoraka primenom metode multiplex PCR uz
koriS¢enje odgovarajuéih prajmera prisustvo virusa PCV2 (ORF1 prajmeri) je ustanovljeno kod
32 uzorka i svinjskog parvovirusa (VP2 prajmeri) kod 9 uzoraka. U uzorcima abortiranih fetusa
prisustvo virusa PCV2 je ustanovljeno kod 9 uzoraka. Prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti nije
ustanovljeno ni u jednom uzorku poreklom od svinja. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali
da se multiplex PCR moze uspesno koristiti za dijagnostiku infekcija svinja izazvanih virusima
PCV2, PPV i Aujeckijeve bolesti.

Mclintosh i sar., 2009. su koristili metodu SYBR green real-time PCR u cilju brze i
precizne dijagnostike svinjskog cirkovirusa tip 2 u ispitivanim uzorcima. Za izvodenje metode
su kori$¢eni prajmeri za ORF1 region genoma virusa. Primenom navedene metode ispitan je veci
broj razlicitih uzoraka poreklom od svinja sa klinickim simptomima infekcije izazvane virusom
PCV2 (pluéa, feces, serum, limfati¢no tkivo, bubrezi). Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali
da se usotavljeni protokol za izvodenje metode real-time PCR moze koristiti u dijagnostici
cirkovirusne infekcije svinja.

Park i sar., 2009. su primenom metode PCR utvrdivali prisustvo virusa PCV2 u uzorcima
mleka krmaca, odnosno da li se navedeni virus iz organizma inficiranih Zivotinja moze izlucivati
puem mleka. U ovim ispitivanjima je Sest gravidnih krmaca je pojedina¢no intranazalno vestacki
inficirano virulentnim sojem svinjskog cirkovirusa 2 tri nedelje pre prasenja. Dve krmace nisu
bile inficirane i sluZile su kao kontrola u ispitivanjima. Sve ogledne Zivotinje su tokom celog
perioda ispitiavanja bile klinicke zdrave. Uzorci mleka kramaca su bili prikupljani prvog, drugog
1 treceg dana laktacije. Primenom metode PCR prisustvo virusa PCV2 je ustanovljeno u
uzorcima mleka prvog dana laktacije. Primenom navedene metode i metode in situ hibridizacije
prisustvo navedenog virusa je utvrdeno i u uzorcima mle¢ne zlezde i drugih tkivavestacki
inficiranih Zivotinja (jetra, limfni ¢vorovi, tonzile, slezina). Dobijeni rezultati ispitivanja su
pokazali da je prisustvo virusa PCV2 otkriveno u uzorcima mleka i da virus ne mora biti
neophodno prisutan samo u ¢elijama ve¢ i van njih.

Shen i sar., 2010. su izvrsili prikupljanje uzoraka krvnog seruma svinja iz 5 komercijalnih
zapata kao i uzorci kolostralnog seruma. Takode, vrSeno je prikupljanje uzoraka krvi prasadi pre
pocetka sisanja. Prikupljeni uzorci su ispitani na prisustvo specificnih antitela protiv virusa

PCV2 kao i na prisustvo virusne DNK. Svi uzorci kolostralnog seruma krmaca i 96.8% uzoraka
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krvnog seruma krmaca su bili pozitivni na prisustvo navedenih antitela. Prisustvo virusne DNK
je ustanovljeno kod 47.2% uzoraka krvnog seruma krmaca, odnosno kod 40.8% uzoraka
kolostruma istih Zivotinja. Prisustvo antitela protiv virusa PCV2 je ustanovljeno kod 21.4%
uzoraka seruma prasadi pre pocetka sisanja, a virusne DNK kod 39.9% uzoraka seruma istih
zivotinja. Kod 69.5% uzoraka seruma krmaca, 84.3% uzoraka kolostruma krmaca i 74.4%
uzoraka seruma prasadi je utvrden PCV2b genotip virusa PCV2. Kod 18.6% uzoraka seruma
krmaca, 9.8% uzoraka kolostruma krmaca i 15.6% uzoraka seruma prasadi ustanovljeno je
prisustvo PCV2a genotipa virusa. MeSovita infekcija izazvana sa oba genotipa virusa je
ustanovljena kod 11.9% uzoraka seruma krmaca, 5.9% uzoraka kolostruma i 10% uzoraka
seruma prasadi. Dobijeni rezultati ispitivanja predstavljaju znaajan prilog poznavanju
karakteristika infekcije izazvane virusom PCV2 u komercijalnim zapatima svinja.

Chang i sar., 2010. su Kkoristili metodu multiplex real-time PCR u cilju brze
diferencijacije svinjskog cirkovirusa tip 2 od svinjskog cirkovirusa 1 u ispitivanim uzorcima.
Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili opravdanost kori$¢enja navedene metode u brzoj i
preciznoj dijagnostici infekcije svinja izazvane virusom PCV2.

Perez i sar.,2010. su ispitali Sest sekvenci virusa PCV2 identifikovanih u tkivima svinja
sa klinickim simptomima infekcija respiratornog sistema i znacima gubitka telesne teZine. Uzorci
su bili poreklom od svinja iz Sest razli¢itih zapata iz Cetiri razli¢ita geografska podrucja na
teritoriji Kube. Metodom direktnog sekvenciranja je ustanovljen visok stepen sli¢nosti izmedu
nukleotidnih sekvenci svih Sest sojeva virusa PCV2 koji se kretao od 99.15% do 100%.
Filogenetskom analizom je potvrdeno da pet identifikovanih sojeva virusa PCV2 ima vrlo visok
stepen sli¢nosti sa sojevima navedenog virusa identifikovanih na teritoriji Kanade, dok je jedan
kubanski soj virusa imao visok stepen sli¢nosti sa sojevima virusa poreklom iz Danske, Austrije,
Holandije, Francuske, Brazila i Rumunije. Medutim, ovde treba napomenuti da je svih Sest
sojeva virusa pripadalo istom genotipu 1 virusa (klaster 1A). Ova ispitivanja predstavljaju prva
takva izvrSena na teritoriji Kube u okviru kojih je izvrSena molekularna karakterizacija
identifikovanih sojeva virusa PCV?2.

Henriques i sar., 2011. su izvrsili molekularnu karakterizaciju 22 od ukupno 79 virusa
PCV2 identifikovanih u uzorcima poreklom od domacih svinja u periodu od 2003.godine do

2010. godine na teritoriji Portugala. Tokom ispitivanja primenom metode direktnog
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sekvenciranja celi genomi 22 soja virusa PCV2 su sekvencirani. Izmedu nukleotidnih sekvenci
ispitanih sojeva virusa ustanovljen je visok stepen sli¢nosti koji se kretao od 94% do 99%.
Najveci broj sojeva virusa je pripadao genotipu PCV2b, dok je Sest sojeva pripadalo genotipu
PCV2a. Ova ispitivanja su izvrSena kroz analizu cap i rep gena virusa PCV2. Dobijeni rezultati
su pokazali i da je filogenetska analiza nukleotidne sekvence cap gena pouzdana alternativa
filogenetskoj analizi celog genoma navedenog virusa.

Patterson i sar., 2011. su sproveli ispitivanja koja su imala za cilj utvrdivanje izlu¢ivanja
virusa PCV2 u nosnom sekretu, pljuvacci i fecesu svinja posle izvodenja vestacke infekcije
navedenim virusom. Navedeni uzorci svinja su prikupljeni posle 69 dana od infekcije od pet
vestacki inficiranih svinja. Ispitivanje uzoraka je izvrSeno primenom metoda PCR,
imunohistohemije kao i histopatoloski. Prisustvo navedenog virusa je ustanovljeno kod svih
uzoraka poreklom od svinja. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da se virus PCV2 u
podjednakoj koncentraciji izlu¢uje u nosnom sekretu, pljuvacci i fecesu inficiranih svinja.

Vlaskova i sar., 2011. su tokom realizacije istrazivanja ispitali ukupno 120 uzoraka
poreklom od svinja, starosti izmedu 6 i 24 nedelje poreklom sa 28 farmi iz Sest od osam
geografskih podrucja Slovacke u period od 2005.godine do 2009.godine. Svinje od kojih je
vr$eno prikupljanje uzoraka su ispoljavale klinicke simptome respiratorne i infekcije digestivnog
sistema. Tokom ispitivanja identifikovano je prisustvo virusa PCV2 kod ukupno 77 ispitanih
uzoraka. Metodom direktnog sekvenciranja je izvrSeno sekvenciranje celog ORF2 gena tri
odabrana soja virusa. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da tri identifikovana soja virusa
PCV2 poreklom od svinja sa teritorije Slovacke pripadaju genotipovima PCV2a (jedan soj) i
PCV2b (dva soja virusa). Pored ovoga, dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da su izolati
virusa PCV2 geneticki stabilni i sli¢ni sa sojevima virusa poreklom iz Centralne i Zapadne
Evrope.

Rose i sar., 2012. su u ovom radu posebnu paznju posvetili epidemiologiji i nacinu
prenosenja svinjskog cirkovirusa 2 u zapatima svinja. Oni navode da je pomenuti virus Siroko
prisutan u zapatima svinja Sirom sveta. Sojevi virusa PCV2 su podeljeni u nekoliko genotipova.
Na osnovu dosadas$njih literaturnih podataka autori navode da postoje dokazi o genetskim
Siftovima pojedinih sojeva virusa iz genotipa PCV2a u genotip PCV2b koji izaziva teze klinicke

simptome bolesti. Pored ovoga, autori navode da se virus PCV2 veoma brzo $iri u inficiranim
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zapatima kako vertikalnim tako i horizontalnim putem i da se u nekim zapatima svinja moze
zadrzati godinama uzimajuéi u obzir tehnoloske karakteristike proizvodnje svinja koje se odnose
na, na primer, izmestanje svinja iz jednog dela farme u drugi (porodiliSte, bukariSte, prasiliste..).

Segales, 2012. opisuje osnovne karakteristike infekcije svinja izazvane virusom PCV2.
Autor navodi da je subklinicka infekcija najces¢i oblik infekcije svinja pomenutim virusom.
Pored ovog oblika infekcije, autor navodi nekoliko oblika klini¢ki manifestne infekcije izazvane
virusom PCV2 i to:

- Najces¢e opisani vid klinicke manifestne infekcije svinja izazvane svinjskim
cirkovirusom tip 2 je poznat pod nazivom multisistemski sindrom krzljavosti prasadi posle
zaluenja PMWS (postweaning multisystemic wasting sindrom, eng.). Oboljenje se jo§ naziva
cirkoviroza svinja, PCV2 sistemska infekcija, odnosno svinjsko cirkovirusno oboljenje
(PCVAD). Ovaj vid oboljenja se manifestuje pojavom gubitaka u telesnoj tezini inficiranih
Zivotinja i bledilom koZe sa mogu¢om pojavom crvenih jasno ograni¢enih promena koje kasnije
konfluiraju. Obolela prasad su mrSava (krzljavost prasadi), dolazi do pojave povracanja, proliva 1
dispneje. Limfni ¢vorovi obolelih zivotinja, posebno supkutani limfni ¢vorovi, su uvec¢ani samo
u ranoj fazi bolesti. Od ovog oblika infekcije najcesce oboljevaju prasad posle zalucenja.

- Infekcija svinja izazvana svinjskim cirkovirusom tipa 2 dovodi do reproduktivnih
poremecaja kod Zivotinja koji se manifestuju radanjem slabo vitalne prasadi, mumifikacijom
plodova i abortusom. Abortusi se najcesce javljaju u kasnoj fazi gestacije. Novorodena prasad su
nedovoljne telesne mase 1 slabo sisaju. Ovaj vid klini¢ki manifestne pojave infekcije svinja
izazvane virusom PCV2 se retko javlja u terenskim uslovima.

- Kod svinja kod kojih se posle infekcije izazvane svinjskim cirkovirusom tip 2
javlja pojava sindroma nefropatije i dermatitisa dolazi do pojave anoreksije, depresije, nevoljnog
kretanja ili uko¢enosti. Svinjski dermatitis i nefropatija sindrom (PDNS) se manifestuje pojavom
tamno-crvenih papula i makula po kozi uglavnom zadnjih ekstremiteta i u perinealnoj regiji. U
pocetku su promene diseminovane, a kasnije sve viSe konfluiraju. Kod Zivotinja koje su
prezivele akutnu formu bolesti na koZi ostaju vidljivi ozZiljci. Ovaj vid infekcije svinja izazvane
virusom svinjskim cirkovirusom tip 2 se javlja pretezno kod prasadi, rede kod nazimadi i
priplodnih kategorija svinja. Akutno inficirane svinje uginu u roku od nekoliko dana posle

pojave klini¢kih simptoma bolesti. Zivotinje koje prebole infekciju, oporavljaju se za sedam do
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deset dana. Kod obolelih Zivotinja limfni ¢vorovi ingvinalne regije su povecani. Promene se
javljaju 1 na bubrezima. Na njima se moze zapaziti edem bubrezne karlice i petehijalna
krvavljenja na korteksu. Patoanatomskim pregledom je utvrdena pojava promena na slezini u
vidu infarkta slezine.

- Oboljenje pluca i1 creva se kod svinja manifestuje pojavom respiratornih
poremecaja, odnosno dijarejom. U ovom radu autor posebno istice potrebu pravovremene
dijagnostike infekcije svinja izazvane virusom PCV2 1 posebno istiCe znacaj molekularnih
metoda u dijagnostici navedene infekcije svinja.

Liu i sar., 2013. su ispitali 58 uzoraka organa svinja i 24 uzorka organa abortiranih fetusa
poreklom sa 20 farmi u provinciji Fujian, Kina na prisustvo virusa PRRS, klasi¢ne kuge svinja i
svinjskog cirkovirusa tip 2 primenom metoda PCR, RT-PCR i multiplex PCR. MeSovita
infekcija izazvana virusima PRRS I klasi¢ne kuge svinja je ustanovljena kod 12,19% uzoraka,
virusima PRRS 1 PCV2 kod 21,95% uzoraka, klasi¢ne kuge svinja i PCV2 kod 13,41% uzoraka 1
sa sva tri virusa kod 3,66% ispitanih uzoraka. Dobijeni rezultati ispitivanja primenom metoda
PCR, RT-PCR i multiplex PCR su se podudarali, izuzev kod jednog uzorka koji je bio pozitivan
na prisustvo RT-PCR, a negativan posle ispitivanja primenom metode multiplex PCR. Pored
ovoga, dobijeni rezultati su potvrdili opravdanost koris¢enja navedenih molekularnih metoda u
dijagnostici virusnih infekcija svinja izazvanih navedenim virusima.

Dias i sar., 2013. su primenom seroloskih metoda (testa imunoperoksidaze i testa
inhibicije hemaglutinacije) vrsili utvrdivanje prisustva specificnih antitela protiv virusa PCV2 i
parvovirusa svinja u uzorcima krvnog seruma krmaca i njihove prasadi kao i uloge antitela u
zaStiti od infekcije Zivotinja navedenim virusom. Uzorci kvnog seruma krmaca, zatim uzorci
tkiva abortiranih fetusa i tkiva seropozitivne i vitalne prasadi su ispitivani na prisustvo virusa
PCV2 primenom metode PCR. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da je infekcija krmaca
viusom PCV2 i parvovirusom svinja izazivala pojavu reproduktivnih poremecaja kod gravidnih
zivotinja 1 da je potrebno sprovesti dodatna ispitivanja koja bi se odnosila na ulogu humoralne
imunoloske reakcije organizma kod infekcije izazvane navedenim virusima.

Yin i sar., 2013. su potvrdili da je stopa mutacija u genomu virusa respiratornog i

reproduktivnog sindroma svinja znacajno veca u slucajevima meSovite infekcije Zivotinja
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izazvane sa virusom respiratornog i reproduktivnog sindroma svinja i svinjskim cirkovirusom tip
2.

Ramos i sar., 2013. su tokom ovih ispitivanja koristili uzorke poreklom od tri praseta koja
su bila iz dva zapata svinja na teritoriji Urugvaja. Dva praseta ispoljavala su klinicke simptome
cirkovirusne infekcije, dok kod tre¢eg praseta nisu ustanovljeni klinicki simptomi bolesti.
Molekularna karakterizacija identifikovanh sojeva virusa je izvrSena na osnovu cap (ORF2) i rep
gena (ORF1). Molekularna analiza nukleotidne sekvence cap gena je pokazala visok stepen
sli¢nosti izmedu sojeva virusa PCV2 poreklom iz Urugvaja koji je iznosio 99.7%. Nukleotidne
sekvence urugvajskih izolata virusa PCV2 su takode pokazale visok stepen sli¢nosti sa dva soja
navedenog virusa poreklom iz Brazila koji je iznosio od 99.8% do 100%. Takode, urugvajski
izolati virusa su imali visok stepen sli¢nosti i sa argentinskim izolatima virusa koji se kretao od
99.1% do 99.5%. Argentinski sojevi virusa su imali visok stepen slicnosti sa sojevima virusa
PCV2 poreklom iz Francuske, Kube, Kanade i SAD. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da
sva tri soja virusa PCV2 pripadaju genotipu PCV2b virusa i da je ovaj genotip virusa
dominantno prisutan na teritoriji Urugvaja i Juzne Amerike. Urugvajski izolati virusa imali su
nizi stepen sli¢nosti sa sojevima virusa koji pripadaju genotipovima PCV2c i PCV2d virusa
PCV2.

Wang i sar., 2013. su primenom metoda PCR i direktnog sekvenciranja analizirali
redosled nukleotida kompletnog genoma 571 izolata virusa PCV2 poreklom od svinja sa
teritorije Tajvana. Ova ispitivanja su vrSena tokom 2011. 1 2012. godine. Tokom ispitivanja
autori su ustanovili da su sojevi virusa izolovani kod svinja na Tajvanu podeljeni u dva genotipa
PCV2a (22,9% sojeva je pripadalo ovom genotipu) i PCV2b (77,1% sojeva je pripadalo ovom
genotipu). U okviru ovih genotipova virusa PCV2 formirano je Sest klastera. Dobijeni rezultati
ispitivanja su potvrdili da je genotip PCV2b postao dominantan u zapatima svinja na Tajvanu
pocev od 2003.godine i da je danas Siroko rasprostranjen u zapatima ovih Zivotinja.

Wei i sar., 2013. su tokom realizacije istrazivanja ukupno ispitali 66 sojeva virusa PCV2
identifikovanih kod svinja na teritoriji Kine. Uzorci u kojima je izvrSena identifikacija virusa
prikupljani su od svinja tokom 2011. i 2012.godine sa 14 komercijalnih farmi svinja u provinciji
Guandong, juzna Kina. Dobijeni rezultati sekvenciranja celog ORF2 gena virusa PCV2 su

pokazali da 66 sojeva virusa pripada genotipovima PCV2a (pet sojeva) i PCV2b (61 soj),
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ukazujuéi na to da je genotip PCV2b dominantan na teritoriji Juzne Kine. Imajuéi ovo u vidu
moze se zakljuciti da su dobijeni rezultati dali znacajan doprinos upoznavanju epidemioloske
situacije vezane za prisustvo virusa PCV2 kod svinja na podrué¢ju Juzne Kine.

Opriessing 1 sar., 2014. su tokom realizacije istrazivanja ukupno ispitali 586 uzoraka
krvnog seruma i 164 uzoraka homogenizata pluc¢a koji su prikupljeni od svinja u periodu od
1996. godine do 2013.godine na teritoriji SAD i Kanade. Navedeni uzorci su bili ispitani na
prisustvo svinjskog parvovirusa i cirkovirusa svinja tipa 2 primenom metoda PCR i direktnog
sekvenciranja. Prisustvo svinjskog cirkovirusa 2 je utvrdeno kod 162 uzorka, a svinjskog
parvovirusa kod 286 uzoraka od ukupno ispitanih uzoraka seruma. Prisustvo svinjskog
cirkovirusa tip 2 je ustanovljeno kod 129 uzoraka pluca, a svinjskog parvovirusa kod 93 uzorka.
Mesovita infekcija izazvana svinjskim cirkovirusom tip 2 i svinjskim parvovirusom je utvrdena
kod 84 uzorka seruma i 81 uzorka pluca. Prisustvo navedenih virusa je bilo ucestalije u uzorcima
poreklom od obolelih Zivotinja u odnosu na subklinicki inficirane Zivotinje. Dobijeni rezultati
isiptivanja su pokazali da je prisustvo svinjskog cirkovirusa 2 i svinjskog parvovirusa
rasprostranjeno kod Zivotinja na teritoriji severne Amerike.

Reine i sar., 2015. su ispitali 2156 uzoraka poreklom od svinja iz 315 zapata na teritoriji
Nemacke primenom metoda PCR i direktnog sekvenciranja na prisustvo svinjskog cirkovirusa
tip 2. Izmedu ostalih, rezultata, primenom navedenih metoda je potvrdeno da su na teritoriji
Nemacke dominantno prisutni genotipovi PCV2a i PCV2b svinjskog cirkovirusa tip 2.

Eddicks i sar., 2015. su primenom molekularnih metoda tokom 2013. i 2014.godine kod
svinja na teritoriji Nemacke ustanovili prisustvo mutant soja PCV2b-1C virusa PCV2. Navedeni
soj virusa je identifikovan na sedam farmi svinja prethodno vakcinisanih protiv infekcije
izazvane virusom PCV2. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da je nukleotidna sekvenca
identifikovanog mutant soj virusa PCV2 utvrdena kod svinja na pet farmi bila identi¢na
analognoj sekvenci soja BDH PCV2b-1C virusa. Nukleotidna sekvenca ORF2 regiona genoma
mutant soj virusa PCV2 identifikovana kod svinja sa preostale dve farme je imala od 99% do
99,1% sli¢nosti sa sojem BDH PCV2b-1C virusa.

Semadaala i sar., 2015. su opisali osnovne bioloske karakteristike virusa PCV2 kao i
infekcije svinja izazvane navedenim virusom. Autori naglasavaju da je infekcija svinja izazvana

virusom PCV2 raSirena u zapatima svinja u svetu i da nanosi znafajne ekonomske Stete u
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proizvodnji svinja. Pored ovoga, autori navode da su limfadenopatija i naglo mrSavljenje tipi¢ni
klini¢ki simptomi PMWS. Danas se U mnogim zemljama u zapatima svinja sprovode mere
vakcinacije zZivotinja, a i dostupne su odgovarajuce dijagnosticke procedure koje se koriste za
otkrivanje prisustva virusa u ispitivanim uzorcima. Autori naglasavaju da je genotip PCV2b
dominantno prisutan u zapatima svinja Sirom sveta, odnosno da je zamenio nekada najviSe
prisutni genotip PCV2a.

Franzo i sar., 2015. su ispitali 96 uzoraka organa i krvnog seruma svinja pozitivnih tokom
ranijih ispitivanja na prisustvo virusa PCV2 koja su trajala od 2007.godine do 2014.godine.
Uzorci su bili poreklom od svinja sa 39 farmi iz 11 italijanskih provincija. Posle ekstrakcije
virusne DNK iz arhiviranih uzoraka, za dalja ispitivanja uzoraka su koris¢ene metode PCR i
direktnog sekvenciranja. Na osnovu filogenetske analize sekvence ORF2 gena virusa PCV2
ustanovljeno je da su na teritoriji Italije kod svinja prisutna tri genotipa navedenog virusa
PCV2a, PCV2b i PCV2d. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili i da je genotip PCV2b
najzastupljeniji kod svinja na teritoriji navedene drzave.

Davies i sar., 2016. navode da je na teritoriji SAD do sada otkriveno prisustvo dva
genotipa virusa PCV2 i to PCV2a | PCV2Dh. U ovim ispitivanjima primenom metode direktnog
sekevnciranja je obradeno vise od 1100 nukleotidnih sekvenci ORF2 regiona genoma svinjskog
cirkovirusa 2 u cilju utvrdivanja eventualnog prisustva genetskih varijacija medu njima. Dobijeni
rezultati ispitivanja su potvrdili prisustvo novog genotipa virusa koji se razlikuje u nukleotidnoj
sekvenci ORF2 regiona genoma navedenog virusa. Naime, ORF2 region genoma sojeva virusa
koji pripadaju novootkrivenom genotipu virusa ¢ini 238 aminokiselina u odnosu na do sada
opisane sojeve kod kojih je navedeni region genoma virusa sacinjavalo 233 ili 234
aminokiseline. Takode, dobijeni rezultati su potvrdili da je ovaj genotip virusa PCV2 nastao pre
nekih drugih genotipova navedenog virusa.

Lukac i sar., 2016. su ispitali 40 uzoraka organa svinja poreklom sa teritorije Republike
Srpske na prisustvo virusa PCV2 i parvovirusa svinja primenom metode PCR. Prisustvo virusa
PCV2 je ustanovljeno kod cetiri uzorka limfnih ¢vorova, dok je prisustvo parvovirusa svinja
utvrdeno kod pet ispitivanih uzoraka limfnih ¢vorova. Za izvodenje metode PCR su koris¢eni
prajmeri za deo ORF1 regiona genoma virusa PCV2, odnosno za deo VP2 gena genoma

parvovirusa svinja. Primenom metode direktnog sekvenciranja po Sanger-u utvrdeno je da su
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parvovirusi svinja identifikovani kod svinja na teritoriji R. Srpske sa sojevima navedenog virusa
izolovanih u Velikoj Britaniji, SAD i Kini. Identifikovani svinjski cirkovirusi 2 kod Zivotinja na

teritoriji R Srpske su pripadali genotipu PCV2c navedenog virusa.
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3. CILJ I ZADACI ISPITIVANJA

Cilj ovih ispitivanja je bila molekularna detekcija i filogenetska analiza virusa
Aujeckijeve bolesti, parvovirusa svinja i svinjskog cirkovirusa tip 2 kod svinja u Crnoj Gori radi
utvrdivanja njihove pripadnosti odredenim genotipovima (virus Aujeckijeve bolesti 1 svinjski
cirkovirus tip 2), odnosno odredenoj grupi/klasteru (parvovirus svinja). Da bi se realizovali
postavljeni ciljevi ispitivanja, postavljeni su sledeci zadaci:

1. prikupljanje uzoraka (slezine, limfni ¢&vorovi, tonzile, sakralne ganglije) od
nevakcinisanih svinja razli€itih starosnih kategorija sa ili bez klini¢kih simptoma bolesti gajenih
u ekstenzivnim uslovima drzanja na teritoriji Republike Crne Gore.

2. ispitivanje navedenih uzoraka primenom nekih klasi¢nih i molekularnih metode
virusoloske dijagnostike.

3. uporedivanje delova genoma virusa Aujeckijeve bolesti, svinjskog parvovirusa i
svinjskog cirkovirusa tip 2 identifikovanih ili izolovanih kod svinja na teritoriji Crne Gore sa
analognim sekvencama genoma referentnih i izolovanih sojeva prethodno navedenih virusa iz
drugih delova sveta u cilju utvrdivanja sli¢nosti i razlika izmedu njih.

4. filogenetska analiza virusa Aujeckijeve bolesti, prvovirusa svinja i svinjskog

cirkovirusa tip 2 identifikovanih na teritoriji Republike Crne Gore.
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4. MATERIJAL | METODE ISPITIVANJA

4.1. MATERIJAL

4.1.1. Uzorci organa
U cilju sprovodenja ispitivanja izvrSeno je prikupljanje 80 zbirnih uzoraka organa (limfni
¢vorovi, slezina, tonzila) i isto toliko uzoraka sakralnih ganglija poreklom od nevakcinisanih
svinja razli€itih starosnih kategorija sa ili bez klinickih simptoma gajenih u ekstenzivnim nacinu
uzgoja na teritoriji Crne Gore. Pored ovoga, za ispitivanja su bili prikupljeni i uzorci organa dva
pobacena fetusa. Uzorci za ispitivanja su, posle prikupljanja, potapani u hranljivu podlogu
Eagle-MEM sa 2% fetalnog teleCeg seruma, zamrzavani i ¢uvani na temperaturi od -20°C do

pocetka ispitivanja.

4.1.2. Referentni sojevi virusa Aujeckijeve bolesti (SuHV-1), cirkovirusa svinja tip 2
(PCV2) i svinjskog parvovirusa (PPV)

Sojevi Ercegovac virusa Aujeckijeve bolesti (NIVS, Beograd, Srbija), Teen parvovirusa

svinja (American Bioresearch, SAD) i 1010-Stoon virusa PCV2 (NIV Novi Sad, Novi Sad,

Srbija) sluzili su kao pozitivna kontrola kod izvodenja metode PCR i izolacije virusa u Celijskim

linijama.

4.1.3. Celijske linije
Prikupljeni uzorci organa svinja u kojima je prethodno dokazano prisustvo virusa
Aujeckijeve bolesti, svinjskog parvovirusa i svinjskog cirkovirusa tip 2 primenom metode PCR
su pojedinacno inokulisani u ¢elijske linije PK-15 i SK-6 (IZSBS, Bresa, Italija). Ova ispitivanja
su vrSena u cilju izolacije virusa Aujeckijeve bolesti 1 svinjskog parvovirusa, odnosno

umnozavanja svinjskog cirkovirusa tip 2 u navedenim ¢elijskim linijama.

4.1.4. Lancana reakcija polimeraze (PCR)
Ekstrakcija nukleinskih kiselina virusa Aujeckijeve bolesti, svinjskog parvovirusa i

svinjskog cirkovirusa tip 2 iz ispitanih uzoraka organa svinja izvrSena je koris¢enjem Thermo
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Scientific GeneJet Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, SAD). Izvodenje lan¢ane
reakcije polimeraze (PCR) u cilju dokazivanja prisustva nukleinskih kiselina virusa Aujeckijeve
bolesti, svinjskog parvovirusa i svinjskog cirkovirusa tip 2 je izvrSeno uz koris¢enje
odgovaraju¢ih prajmera za deo gena koji kodira sintezu glikoproteina B (gB) spoljasnjeg
omotaca virusa Aujeckijeve bolesti (forward 5-CCTCGTAGTACACGTACCCG-3 and reverse
5-CTGGTGCGAGCTGCAGAACAAG-3 (Metabion International, Nemacka), zatim prajmera za
deo VP2 gena parvovirusa svinja (forward 5-CACAGAAGCAACAGCAATTAGG-3 i reverse
5-CTAGCTCTTGTGAAGATGTGG-3- Metabion International, Nemacka) i prajmera za deo
ORF1 regiona genoma svinjskog cirkovirusa tip 2 (forward
5-CAGCAACATGCCCAGCAAGAAGAAT-3 i reverse 5-TCG ATCACACAGTCTCAGTAG-
3, Metabion International, Nemacka).

Za izvodenje PCR reakcije je pored prethodno navedenih prajmera koris¢en Dream Taq

PCR Master Mix (proizvodaca Thermo Scientific, SAD).

4.1.5. Reagensi za izvodenje metode horizontalne gel elektroforeze
. SERVA DNA Standard pBR328 Mix, lyophilized — DNA Ladder koji se sastoji od 12
fragmenata od 154 Bp do 2176 Bp (154, 220, 234, 298, 394, 453, 517, 653, 1033, 1230, 1766 i
2176Bp.), proizvodaca SERVA, GmbH, Heidelberg, Nemacka;
. SERVA DNA Standard pBR322 x Hae IlI lyophilized — DNA Ladder koji se sastoji od
22 fragmenta od 8 Bp do 587 Bp ( 8,11, 18, 21, 51, 57, 64, 80, 89, 104, 123, 124, 184, 192, 213,
234, 267, 434, 458, 502, 540 1 587 Bp), proizvodaca SERVA, GmbH, Heidelberg, Nemacka;

. Agaroza (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Nemacka);

. pufer-1x Tris-acetat-EDTA (TAE); (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Nemacka;
. vodeni rastvor 10mg/ml etidijum bromida (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Nemacka).

4.1.6. SuHV-1, PPV iPCV2 direktno sekvenciranje
Odredivanje redosleda nukleotida, odnosno nukleotidnih sekvenci dela gB gena genoma
virusa Aujeckijeve bolesti, dela VP2 gena genoma parvovirusas svinja i dela ORF1 regiona

genoma cirkovirusa svinja tip 2 koris¢ena je metoda zavrSetka lanca po Sanger-u.
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Za izvodenje metode direktnog sekvenciranja po Sanger-u je koriS¢eno dijagnosticko
sredstvo QIA quick Purification Kit (proizvodaca Qiagen, USA) namenjeno za preciS¢avanje
dobijenih PCR produkata, ABI Prism BigDye 3.1 sistem za sekvenciranje (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) i Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) uz primenu istih prajmera koji su koriS¢eni i za izvodenje
PCR metoda. Sekvenciranje je uradeno po protokolu proizvodaca uz odredene modifikacije u

odnosu na temperaturu vezivanja prajmera.

4.2. METODE
4.2.1. Priprema uzoraka za ispitivanja
Svi prikupljeni uzorci su najpre pripremani za izvodenje metode PCR i izolacije virusa u
¢elijskoj liniji. Pre pocetka izvodenja navedenih metoda uzorci organa su najpre usitnjavani u
udubljenjima mikrotitracionih ploca sa 12 bazenci¢a u koje je prethodno pojedina¢no dodato po
Iml PBS. Posle usitnjavanja svi uzorci su pojedina¢no prebacivani u mikrotube zapremine od
1,5ml. Sve mikrotube sa uzorcima su zatim pojedinacno centrifugovane tokom 10 minuta na
5000 o/min, posle ¢ega se dobijeni talog koristio za izvodenje metode PCR, a supernatant za
izvodenje metode izolacije virusa u kulturi ¢éelija i virus neutralizacije, odnosno testova
hemaglutinacije (HA test) i inhibicije hemaglutinacije (HI test) za identifikaciju izolovanih

sojeva parvovirusa svinja.

4.2.2. Ekstrakcija virusne DNK
Ekstrakcija virusne nukleinske kiseline iz prikupljenih uzoraka poreklom od svinja je
izvrSena koris¢enjem dijagnostickog sredstva za ekstrakciju virusne DNK Thermo Scientific
GeneJet Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, SAD). Ekstrakcija virusne
nukleinske kiseline je izvrSena prema uputstvu proizvodaca i podrazumevala je sledece:
1. Uzorci limfnih ¢vorova, slezine i sakralnih ganglija su pojedinacno dodati u mikrotube
zapremine 1,5ml u koje je zatim sipano po 180ul rastvora Digestion solution. U sve ovako

pripremljene mikrotube sa uzorcima je zatim pojedinacno dodato po 20ul rastvora Proteinasa K.
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2. Ovako pripremljeni uzorci su posle mesanja inkubisani na temperature od 56°C do
potpune razgradnje tkiva. Za vreme inkubisanja mikrotube sa uzorcima su povremeno protresane
radi $to bolje razgradnje tkiva.

3. U sve mikrotube sa uzorcima je zatim pojedina¢no sipano 20ul rastvora Rnase. Uzorci su
posle dodavanja navedenog rastvora inkubisani tokom vremenskog perioda od 10 minuta na
sobnoj temperaturi.

4. Po zavr$enoj inkubaciji, u sve mikrotube sa uzorcima je pojedina¢no dodato po 200ul
Lysis rastvora.

5. Posle protresanja mikrotuba sa uzorcima na vorteks aparatu, u sve je pojedinac¢no sipano
po 400ul 50% rastvora etanola.

6. U ovoj fazi izvodenja ekstrakcije sadrzaji mikrotuba su pojedina¢no prebacivani u
GeneJet Genomic Purification kolone (sastavni deo kita za ekstrakciju DNK).

7. Pomenute kolone sa uzorcima su zatim centrifugovane na 6000xg. Po zavrSenom
centrifugovanju, donji delovi kolona su odbacivani i zamenjeni novim.

8. U sve uzorke je zatim pojedina¢no sipano po 500ul Wash Buffer I rastvora.

9. Ovako pripremljeni uzorci su zatim centrifugovani na 8000xg u trajanju od 1 minut.

10. Doniji delovi kolona su zatim ponovo odbacivani i zamenjeni novim.

11. U sve uzorke je zatim pojedinacno dodato po 500ul Wash Buffer Il rastvora.

12.  Sve tube sa uzorcima su zatim pojedina¢no centrifugovane na 12000xg u trajanju od 1
minut.

13. Donji delovi kolona su zatim ponovo odbacivani, a iste su stavljene u mikrotube
zapremine od 1,5ml (nisu sastavni deo kita za ekstrakciju).

14. U mikrotube sa uzorcima je zatim pojedina¢no dodato po 200ul rastvora Elution
Buffer-a.

15.  Ovako pripremljeni uzorci su zatim inkubisani tokom vremenskog perioda od 2 minuta
na sobnoj temperaturi.

16. Po zavrsenoj inkubaciji, uzorci su centrifugovani na 8000xg u trajanju od 1 minut.

17. Gornji deo kolona je odbacen, a mikrotube u kojima je izvrSeno prikupljanje uzoraka

DNK za izvodenje PCR su zamrznute na temperaturu od -200C i ¢uvane do pocetka ispitivanja.
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4.2.3. Priprema reakcione smeSe za izvodenje PCR
Posle ekstrakcije molekula DNK iz ispitivanih uzoraka, pripremljena je reakciona smesa
za izvodenje lancane reakcije polimeraze. Prethodno je izvrSeno rastvaranje prajmera za deo gB
gena virusa Aujeckijeve bolesti, deo VP2 gena parvovirusa svinja i deo ORF1 regiona genoma
virusa PCV2. Pojedinac¢ni sastav reakcionih smeSe za izvodenje metoda PCR uz pojedinac¢no
koris¢enje prethodno pomenutih prajmera je bio slede¢i: PCR Master Mix u koli¢ini od po
12,5ul, zatim forward prajmera u koli¢ini od po 1,5ul, reverse prajmera u koli¢ini od po 1,5ul,

vode 4,5ul i ekstrahovane DNK u koli¢ini od po Sul.

4.2.4. Lancana reakcija polimeraze (PCR)
4.2.4.1.  Virus Aujeckijeve bolesti
Protokol za izvodenje metode PCR u cilju otkirvanja prisustva nukleinske kiseline virusa
Aujeckijeve bolesti je obuhvatio obuhvatao primarnu denatruraciju na temperaturi od 95°C
tokom vremenskog perioda od 4 minuta, zatim 40 ciklusa denaturacije na temperaturi od 95°C
tokom 30 sekundi, vezivanja prajmera na temperaturi od 58 °C za 30 sekundi i elongacije lanca
na temperaturi od 72°C u vremenskom periodu od 1 minut. Reakcija se zavr3avala finalnom
elongacijom lanca koja je izvodena na temperaturi od 72°C tokom vremenskog perioda od 10

minuta.

4.2.4.2. Virus PPV

Protokol za izvodenje lanCane reakcije polimeraze za otkrivanje prisustva nukleinske
kiseline parvovirusa svinja je obuhvatao primarnu denatruraciju na temperaturi od 95°C tokom
vremenskog perioda od 4 minuta, zatim 36 ciklusa denatruracije na temperaturi od 95°C tokom
30 sekundi, vezivanja prajmera na temperaturi od 55°C tokom 30 sekundi i elongacije lanca na
temperature od 72°C u vremenskom periodu od 1 minut. Landana reakcija polimeraze se
zavriavala finalnom elongacijom lanca na temperature od 72°C tokom vremenskog perioda od
10 minuta.
4.2.4.3 Virus PCV2

Protokol za izvodenje lanCane reakcije polimeraze za otkrivanje prisustva nukleinske

kiseline virusa PCV2 u ispitivanim uzorcima je obuhvatao primarnu denatruraciju na temperaturi
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od 95°C tokom vremenskog perioda od 4 minuta, zatim 35 ciklusa denaturacije na temperaturi od
95°C tokom 30 sekundi, vezivanja prajmera na temperaturi od 56°C za 30 sekundi i elongacije
lanca na temperaturi od 72°C u vremenskom periodu od 1 minut. Reakcija se zavriavala
finalnom elongacijom lanca koja je izvodena na temperaturi od 72°C tokom vremenskog perioda

od 10 minuta.

4.2.5. Horizontalna gel elektroforeza

Za analizu dobijenih PCR produkata kori$¢ena je horizontalna elektroforeza u agaroznom
gelu. Primenom ove metode, umnoZeni ciljni fragmenti molekula DNK virusa Aujeckijeve
bolesti, svinjskog parvovirusa i svinjskog cikrovirusa tip 2 su identifikovani na osnovu veli¢ine
koja se izrazava brojem baznih parova (bp). Veli¢ina PCR produkta se odredjuje poredjenjem sa
DNK standardom (engl. Ladder), koji sadrzi smeSu DNK fragmenata poznatih veli¢ina. Za
analizu PCR produkta koris¢en je 1% rastvor agaroze u TAE puferu uz dodavanje etidijum
bromida (1pul/100ml TAE pufera) koji se koristi za vizuelizaciju PCR produkta, jer se vezuje za
molekul virusne DNK i fluorescira kada se posmatra pod UV svetlom. Uzorci za elektroforezu
pripremani su tako Sto je 8ul svakog uzorka pomesano sa po 2ul 5x pufera za punjenje. Uz
uzorke pripreman je i DNK Standard i to tako S$to je Sul standarda pomeSano sa 2ul5x pufera za
punjenje. Uzorci i DNK standard su zatim ubacivani u gel (tzv. punjenje gela), koji je prethodno
postavljen u kadicu za elektroforezu sa TAE puferom. Elektroforeza je trajala od 60 do 90
minuta na 100V.

Po zavrSenoj elektroforezi svaki gel je posmatran na transiluminatoru (UV svetlo) i
analiziran na prisustvo, odnosno odsustvo amplifikovanih fragmenata gena molekula DNK koji
kodiraju sintezu dela gB gena virusa Aujeckijeve bolesti, dela VP2 gena genoma svinjskog
parvovirusa, odnosno dela ORF1 regiona genoma virusa cirkovirusa svinja tip 2. Veli¢ina
dobijenih fragmenata molekula DNK je uporedivana sa DNK standardom (smeSa DNK
fragmenata poznatih veli¢ina) radi oCitavanja rezultata reakcije. Velicina DNK produkata za
virus SuUHV-1 od 368bp, za virus PPV od 203bp i virus PCV2 od 703bp smatrani su pozitivnim

nalazom.
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4.2.6. Postupak sa éelijskim linijama
Celijske linije PK-15 i SK-6 su odrzavane metodom tripsinizacije i subpasazama. Kao
hranljiva podloga za rast, odnosno odrzavanje ¢elija, koris¢ena je Eagle-MEM (SIGMA, SAD)
sa dodatkom 10%, odnosno 2% fetalnog teleceg seruma (SIGMA, SAD). U hranljive podloge
dodavano je 100lL.J./ml penicilina, 100ug/ml streptomicina i fungizona u cilju spreCavanja
bakterijske 1 gljivicne kontaminacije ¢elijskih linija. Dispergovanje Celijskih linija vrSeno je po
standardnoj proceduri sa rastvorom tripsin—versena. Tripsinizirane c¢elije su razlivane u

mikrotitracione plo¢e sa ravnim dnom i inkubisane na 37°C u prisustvu 5%CO,.

4.2.7. lzolacija virusa

Prikupljeni uzorci organa svinja, u kojima je metodom PCR otkriveno prisustvo
nukleinskih kiselina virusa Aujeckijeve bolesti, svinjskog parvovirusa i svinjskog cirkovirusa tip
2 su pojedinac¢no inokulisani u ¢elijske linije PK-15 1 SK-6 koje su se nalazile u mikrotitracionim
ploCama sa 24 udubljenja. U sva udubljenja mikrotitracionih plo¢a sa celijskim linijama,
pojedinac¢no je inokulisano po 100ul uzoraka. Mikrotitracione ploce sa uzorcima su zatim
inkubisane na temperature od 37°C u trajanju od 1 ¢as i okolini koja je je bila zasi¢ena sa 5%
CO,. Po isteku navedenog vremenskog perioda u sva inokulisana udubljenja mikrotitracionih
ploCa sa uzorcima, pojedina¢no je dodato po 500ul hranljive podloge Eagle-MEM sa 2%
fetalnog tele¢eg seruma (PAA, Austrija). Ovako pripremljene mikrotitracione plo¢e sa uzorcima
su zatim stavljene u termostat na temperature od 37°C i svakodnevno opservirane na pojavu
citopatogenog efekta (CPE).

Identifikacija prisustva virusa Aujeckijeve bolesti u inokulisanim ¢elijskim linijjama
vrSena je primenom testa virus — neutralizacije (VN- test) uz koriS¢enje odgovarajuceg
hiperimunog seruma titra od 1:16 (Naucni institut za veterinarstvo Srbije, Beograd). Otkrivanje
prisustva svinjskog parvovirusa u inokulisanim ¢elijskim linijama je bila vrSena primenom testa
inhibicije hemaglutinacije (HI test) i to posle Cetiri uzastopne pasaze uzoraka u Celijskim
linijama, odnosno primenom lancane reakcije polimeraze po prethodno opisanom protokolu.
Prisustvo eventualno umnoZenih svinjskih cirkovirusa tip 2 u inokuilisanim ¢elijskim linijama je

vr$eno primenom metode PCR po prethodno opisanom protokolu.
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4.2.8. Testovi hemaglutinacije i inhibicije hemaglutinacije za identifikaciju svinjskog
parvovirusa iz ispitivanih uzoraka

U sva udubljenja mikrotitracionih ploca sa ,,U* dnom, najpre je sipano po 25ul rastvaraca
PBS-a. U prva udubljenja mikrotitracionih ploca je zatim dodato po 25ul suspenzije ispitivanih
uzoraka. Ove dve te¢nosti su izmeSane da bi zatim koli¢ina od 25ul te¢nosti bila preneta u
sledec¢e udubljenje mikroploce i tako redom do 11. bazencica iz koga je odbaceno 25ul tecnosti.
U sva udubljenja je posle toga dodato po 25ul PBS-a, ¢ime je postignuta koli¢ina od po 50ul
tecnosti u svakom udubljenju. Time je virus razreden od 1:4 do 1:4096. Dva bazencica
mikrotitracionih ploca su sluzila kao kontrola virusa i kontrola eritrocita. U sve bazencice
mikroploce je zatim dodato po 50ul 0,5% suspenzije eritrocita zamorca.

Test inhibicije hemaglutinacije je izvoden u cilju identifikacije izolovanih sojeva
parvovirusa svinja. Za izvodenje ove reakcije neophodno je pripremiti razredenje antigena-virusa
koje sadrzi 4HJ (hemaglutinacione jedinice). U sve bazenci¢e mikrotitracione ploce sipano je po
25ul PBS-a, posle ¢ega je u prve bazenci¢e mikroplo¢e pojedinacno dodato po 25ul specificnog
imunog seruma protiv parvovirusa svinja, koji su prvo izmeSani sa rastvaraCem, a zatim se u
koli¢ini od 25ul preneti kroz naredna udubljenja mikroploce sa PBS-om ¢ime su dobijena
razredenja seruma od pocetnog 1:2 do 1:512. U sva udubljenje su zatim dodati uzorci od po 25ul
virusa koji sadrze po 4HJ/0,1ml. Poslednja tri bazenci¢a mikrotitracione ploc¢e sluzila su kao
kontrola virusa, eritrocita i seruma. Ovako pripremljene mikrotitracione ploce su inkubisane u
vremenskom periodu od 30 minuta na sobnoj temperaturi posle Cega je u sve bazencice
mikrotitracione ploce sipano po 50ul 0,5% suspenzije eritrocita zamorca. Posle 45 minuta,

inkubisanja uzoraka na sobnoj temperaturi, o¢itavani su rezultati.

4.2.9. Metoda PCV2i PPV direktnog sekvenciranja
Primenom metode direktnog sekvenciranja vrSeno je odredivanje redosleda nukleotida
dela gB gena virusa Aujeckijeve bolesti, zatim dela VP2 gena svinjskog parvovirusa i dela ORF1
regiona genoma svinjskog cirkovirusa tip 2.
Pre izvodenja metode direktnog sekvenciranja izvrSeno je preciS¢avanje dobijenog DNK
produkta primenom kita za pre¢iS¢avanje — ,,QIA quick PCR Purification Kit*“ proizvodaca

,»Qiagen*, (USA) po uputstvu proizvodaca.
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Procedura precis¢avanja PCR produkata:
1. U tubicu sa PCR produktom dodato je 75 pul PBI pufera i pazljivo promeSano.
2. Napravljena smesa pazljivo je prebacena u MinElute kolonu sa tubicom za prikupljanje
filtrata i centrifugirana na 14000 rpm, 1 minut na sobnoj temperaturi.
3. Nakon centrifugiranja, filtrat je odbacen, a u MinElute kolonu je sipano 750 ul PE pufera
i centrifugirano na 14000 rpm, 1 minut na sobnoj temperaturi.
4. Po zavrsetku centrifugiranja, filtrat je odbacen, a MinElute kolona je centrifugovana na
maksimalnoj brzini od 24000 rpm, 1 minut na sobnoj temperaturi.
5. Nakon toga, MinElute kolona je izvadena i prebacena u Cistu tubicu od 1,5 ml.
6. Dodato je 10 pl EB pufera direktho na membranu i inkubirano 1 minut na sobnoj
temperaturi, a zatim centrifugirano 1 minut na 14000 rpm.

Dobijeni precis¢eni PCR produkti su odmah kori§¢eni za DNK sekvenciranje ili su

zamrzavani na -20°C.

4.2.10. Cycle sequencing PCR

Za izvodenje cycle sequencing PCR reakcije, PCR meSavina je po jednom uzorku
sadrzavala sledece: 2 ul Dye Mix, 2 pl Dye buffer, 1,2ul prajmera F forward, vode 1,8ul 1 3ul
prec¢is¢enog PCR produkta. Istovremeno za svaki uzorak je pojedinacno pripremana ista PCR
mesavina, s tim §to je umesto ,,forward* prajmera smesa sadrzavala ,,reverzni‘ prajmer.

Cycle sequencing PCR reakcija je izvodena po sledeCem protokolu: 30 ciklusa
denaturacije na 96°C u trajanju od 10 sec, vezivanja prajmera na 50°C tokom 5 sec i elongacije
na 60°C u vremenskom periodu od 4 min.

Posle zavrSetka izvodenja cycle sequencing PCR reakcije, dobijeni PCR proizvod je
zatim naknadno prec¢iS¢avan koris¢enjem 75% izopropanola na slede¢i nacin:

1. U tube sa uzorcima je pojedina¢no dodato po 80 ul rastvora 75% izopropanola. Ovako
pripremljeni uzorci su zatim inkubirani u vremenskom periodu od 15 minuta na sobnoj
temperaturi.

2. Posle zavrSene inkubacije, svi uzorci su centrifugirani na 2000 o/min u trajanju od 45

minuta.
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3. Pripremljene tube sa uzorcima su zatim centrifugirane na 7000/min u trajanju od 2
minuta i potom osusene na sobnoj temperaturi.

Nakon precis¢ivanja, u uzorke je dodavano po 10 pl Hi-Di TM formamida (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), a zatim je uradena denaturacija po slede¢em protokolu: (1)
2 minuta na 95°C; (2) 2 minuta na 4°C. Po zavrSenoj denaturaciji, uzorci su stavljeni u
sekvencioner ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Za analizu dobijenih sekvenci korisS¢en je Sequence Analysis 5.1 softwer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), u kome su nukleotidne sekvence predstavljene u vidu
elektroferograma.

Dobijene SuHV-1, PPV i PCV2 nukleotidne sekvence u vidu elektroferograma
analizirane su u oba pravca, a zatim su primenom SeqScape software, v 2.5 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) uporedivane (engl. aligment) u 5" i 3’ pravcu. Na taj nacin
dobijena je kompletna (konsenzus) sekvenca, koja je u cilju identifikacije dalje analizirana.

Upotrebom BLAST programa (engl. Basic Local Aligment Search Tool), konsenzus
sekvence su uporedene sa sekvencama odgovaraju¢ih regiona SUHV-1, PPV i PCV2 genoma,
dostupnim u GenBank bazi podataka, odnosno, NCBI (National Center for Biotechnology
Information, Nacional Institutes) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) u cilju utvrdivanja sli¢nosti ili
razlika izmedu njih.

Molekularna i filogenetska analiza dobijenih nukleotidnih sekvenci izvrSena je u
programskom paketu MEGA verzija 6.0 (engl. Molecular Evolutionary Genetics Analysis).
MEGA program je bionformaticki alat koji pored programa za poravnanje sekvenci Clustal W,
sadrzi programe za konstruisanje filogenetskih stabala, pretragu baze podataka (PubMed,
BLAST), procenu stope mutacija, testiranje evolutivnih hipoteza 1 odredivanje genetickih
distanci.

Filogenetska analiza je izvrSena na osnovu automatski kreiranog stabla pomocu NJ (engl.
"Neighbor Joining"), ML (engl. "Maximum Likelihood") i MP (engl. "Maximum Parsinomy")
metoda. Za pouzdanost nodusa dendograma odnosno statisticku podrsku koris¢ena je metoda
pseudoponavljanja (bootstrap) na osnovu 1000 permutacija. Pored toga u konstrukciji

dendograma izabrani su sledeci parametri: tip supstitucije (nukleotid); opcija kompletne delecije
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nedostaju¢ih podataka. Nedostaju¢i podaci i prekidi sekvence (engl. gep) su eliminisani iz
analize.

U filogenetskoj analizi su iz NCBI baze podataka koris¢ene sekvence referentnih sojeva,
kao 1 sekvence izolata iz drugih geografskih podrucja (u zagradi su navedeni pristupni brojevi za
NCBI bazu podataka) i to:

A) SuHV-1 sekvence

- soj Kaplan (JF797218.1), soj Bartha (JF797217.1). soj Becker (JF797219.1), soj

Kolchis (KT983811.1), soj HNQX-China -2012 (KJ526437.1), soj HNZK-China -2012

(KJ526433.1), soj JS-2012 (kp257591.1), soj HeN1 (KP098534.1), soj TJ (KJ789182.1).

B) PPV sekvence

- s0j 77 (KP245936.1), soj S31 VP1/VP2 gene (FJ643431.1), soj S30 VP1/VP2 gene
(FJ643430.1), soj 32-96 (AY454472), soj 142-95 (AY145474), soj 05-95 (AY145488), soj
27 (AY684871), soj 155-95 (AY145493), soj 164-95 (AY145494), soj 13-97 (AY145492),
soj NE/09 (GU434317.1).

C) PCV2 sekvence

- s0j Treviso 30 (KP231172.1), soj WB-H-3 (AY874165.1), soj Mantova (KP231140.1),
soj DE222-13 (KP698398.1), soj Aust3959 (EU886637.1), soj LZ (DQ363860.1), soj
WB-H-5 (AY874167.1), soj GER2 (AF201306.1), soj Jvnan (KP313254.1), soj SRB
(HQ378159.1), soj SRB (HQ378160.1), soj DK1987PMWS (EU148504.1), soj AUT 4
(AY424404.1), soj AUT 5 (AY424405.1), soj YJ (HMO038032.1), soj Xt2008
(KM624032.1), soj STOON (AF055392.1), soj 1980PMWS (EU148503.1), soj DE006-
14 (KP698402.1).
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5. REZULTATI ISPITIVANJA
5.1. PCR - virus Aujeckijeve bolesti

Primenom metode lancane reakcije polimeraze (PCR) uz koriS¢enje prajmera za
glikoprotein B (gB) virusa izvrseno je pojedina¢no ispitivanje osamdeset zbirnih uzoraka organa
(limfni ¢vorovi, slezina) 1 isto toliko uzoraka sakralnih ganglija nevakcinisanih svinja razli¢itih
starosnih kategorija poreklom iz razli¢itih delova Republike Crne Gore. Utvrdivanje DNK
fragmenta virusa veli¢ine od 368bp smatrano je pozitivnim nalazom. Kod jednog zbirnog uzorka
organa i dva uzorka sakralnih ganglija utvrdeno je prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti.
Pojedina¢nim ispitivanjem pozitivnog zbirnog uzorka (limfni ¢vorovi, slezina) ustanovljeno je
prisustvo nukleinske kiseline navedenog virusa u uzorku limfnog ¢vora. Pozitivni uzorci na
prisustvo virusa bili su poreklom od tri razli¢ite svinje (Slika 7.). U odnosu na ukupan broj
ispitanih uzoraka, broj pozitivnih uzoraka izrazen u procentima je iznosio 1,8%.

Slika 7. DNK fragmenti virusa Aujeckijeve bolesti

5.2. PCR - svinjski parvovirus

Prikupljeni uzorci svinja, ukupno 80 zbirnih uzoraka, ispitani su i na prisustvo svinjskog
parvoviorusa primenom metode PCR uz kori$¢enje prajmera za deo VP2 gena navedenog virusa.
Utvrdivanje DNK fragmenta virusa veli¢ine od 203bp smatrano je pozitivnim nalazom. Prisustvo
nukleinske kiseline svinjskog parvovirusa utvrdeno je kod 10 zbirnih uzoraka organa svinja,
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odnosno kod 12,5% ispitanih uzoraka. Pojedina¢nim ispitivanjem pozitivnih zbirnih, prisustvo
virusa je ustanovljeno kod osam uzoraka limfnih ¢vorova i dva uzorka slezina poreklom od
razlicitih svinja (Slika 8.).

Slika 8. DNK fragmenti svinjskog parvovirusa

5.3. PCR- svinjski cirkovirus tip 2

Zbirni uzorci organa svinja, prethodno ispitani na prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti i
svinjskog parvovirusa, ispitani su i na prisustvo nukleinske kiseline svinjskog cirkovirusa tip 2
primenom metode PCR uz kori$¢enje prajmera za deo ORF1 regiona genoma navedenog virusa.
Utvrdivanje DNK fragmenta veli¢ine od 703bp je smatrano pozitivnim nalazom. Kod devet
zbirnih uzoraka svinja ustanovljeno je prisustvo nukleinske kiseline svinjskog cirkovirusa tip 2.
Pojedina¢nim ispitivanjem pozitivnih zbirnih uzoraka svinja, utvrdeno je prisustvo virusa PCV2
kod sedam uzoraka limfnih ¢vorova i dva uzorka slezina poreklom od razli¢itih svinja (Slika 9.).
Broj pozitivnih zbirnih uzoraka izrazen u procentima je iznosio 11,2%.
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Slika 9. DNK fragmenti svinjskog cirkovirusa 2

5.4. MeSovita infekcija

Mesovita infekcija svinja izazvana virusom Aujeckijeve bolesti i svinjskim parvovirusom
utvrdena je kod jednog ispitanog uzorka limfnog ¢vora svinja. Prisustvo svinjskog parvovirusa i
svinjskog cirkovirusa tip 2 je utvrdeno kod tri zbirna uzorka poreklom od razli¢itih svinja.
Pojedina¢nim ispitivanje zbirnih uzoraka na prisustvo oba navedena virusa ustanovljeno je
prisustvo nukleinskih kiselina virusa kod tri uzorka limfnih ¢vorova.

5.5. Izolacija virusa u ¢elijskim linijama PK-15 i SK-6

Prikupljeni uzorci svinja, prethodno ispitani na prisustvo nukleinskih kiselina
virusa Aujeckijeve bolesti, svinjskog parvovirusa i svinjskog cirkovirusa tip 2 u kojima je
ustanovljeno prisustvo nukleinskih kiselina navedenih virusa, su pojedina¢no inokulisani u
¢elijske linije PK-15 i SK-6 u cilju eventualne izolacije virusa. Prisustvo virusa Aujeckijeve
bolesti i svinjskog parvovirusa posle pojedina¢ne inokulacije uzoraka u navedene ¢elijske linije
nije ustanovljeno primenom testa virus-neutralizacije (virus Aujeckijeve bolesti) i testova
hemaglutiancije i inhibicije hemaglutinacije (svinjski parvovirus). Posle inokulacije pozitivnih
zbirnih uzoraka svinja na prisustvo svinjskog cirkovirusa tip 2 u ¢elijske linije, primenom
metode lanCane reakcije polimeraze uz koriS¢enje prajmera za deo ORFI1 regiona genoma
svinjskog cirkovirusa tip 2, ustanovljeno je umnozavanje navedenog virusa u jednog uzorku
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¢elija pripremljenom posle zavrSetka perioda inkubacije prethodno inokulisane ¢elijske linije Koji
je trajao 72 Casa. Ovde treba napomenuti da se umnozavanje svinjskog cirkovirusa tip 2 u
inokulisanim ¢elijskim linijama moze utvrdivati metodom PCR imajuci u vidu da navedeni virus
u ¢elijskim linijama ne dovodi do ispoljavanja vidljivog citopatogenog efekta.

5.6. Rezultati metode direktnog sekvenciranja i filogenetska analiza
5.6.1. Virus Aujeckijeve bolesti

Primenom metode direktnog sekvenciranja po Sanger-u izvrSeno je odredivanje
redosleda nukleotida dela gena koji kodiraju sintezu glikoproteina B (gB) spoljasnjeg omotaca tri
identifikovana virusa Aujeckijeve bolesti. Upotrebom BLAST programa (engl. Basic Local
Alignment Search Tool), konsenzus sekvenca je uporedena sa sekvencama dela gB gena virusa
Aujeckijeve bolesti dostupnim u GenBank bazi podataka
(http://blast.nchbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Rezultati ispitivanja su pokazali da je redosled sekvenci
nukleotida dela gB gena kod sva tri identifikovana virusa poreklom od svinja sa teritorije Crne
Gore bio identi¢an (100% sli¢nosti izmedu analognih nukleotidnih sekvenci) (Tabela 1.).

Redosled nukleotida dela gB gena identifikovanih virusa Aujeckijeve bolesti

2R (sakralne | CCTCGTAGTACACGTACCCGCTCCCCAGCTTAAAGTAGCGCCGGTG
ganglije) GTTGCCGGTGCAGGGCTCGATGAGGTCGCGCGAGATGAGGAGCTCG
TTGTCGTCGCCGAGCTGGCCCTCGATCACGCCCGTGCCGTTGTGCTC
GAAGGTGACCAGCGGGCGGCTGTAGCACGTGCCGCGCTCGLCLCGGG
CACGCGCATGGAGTTCTGCACGTACACGCCGCCGCGCACCTCCACG
CACCGCGAGATGGCCATCACGTCGCCGAGCATGCGCGCCGAGACGC
GCTGGCCGAGCGCGGCCGTGGCCACGGCGCTGGGGTTCAGGCGCG
ACATCTCGCTCCACAGGGTGCGGTCCTTGTTCTGCAGCTCGCACCAG

7R (limfni | CCTCGTAGTACACGTACCCGCTCCCCAGCTTAAAGTAGCGCCGGTG
¢vor) GTTGCCGGTGCAGGGCTCGATGAGGTCGCGCGAGATGAGGAGCTCG
TTGTCGTCGCCGAGCTGGCCCTCGATCACGCCCGTGCCGTTGTGCTC
GAAGGTGACCAGCGGGCGGCTGTAGCACGTGCCGCGCTCGLCLCGGG
CACGCGCATGGAGTTCTGCACGTACACGCCGCCGCGCACCTCCACG
CACCGCGAGATGGCCATCACGTCGCCGAGCATGCGCGCCGAGACGC
GCTGGCCGAGCGCGGCCGTGGCCACGGCGCTGGGGTTCAGGCGCG
ACATCTCGCTCCACAGGGTGCGGTCCTTGTTCTGCAGCTCGCACCAG

11R (sakralne | CCTCGTAGTACACGTACCCGCTCCCCAGCTTAAAGTAGCGCCGGTG
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ganglije) GTTGCCGGTGCAGGGCTCGATGAGGTCGCGCGAGATGAGGAGCTCG
TTGTCGTCGCCGAGCTGGCCCTCGATCACGCCCGTGCCGTTGTGCTC
GAAGGTGACCAGCGGGCGGCTGTAGCACGTGCCGCGCTCGCCGGE
CACGCGCATGGAGTTCTGCACGTACACGCCGCCGCGCACCTCCACG
CACCGCGAGATGGCCATCACGTCGCCGAGCATGCGCGCCGAGACGC
GCTGGCCGAGCGCGGCCGTGGCCACGGCGCTGGGGTTCAGGCGCG
ACATCTCGCTCCACAGGGTGCGGTCCTTGTTCTGCAGCTCGCACCAG

Tabela 1. Redosled nukleotidnih sekvenci dela gB gena tri identifikovana virusa Aujeckijeve
bolesti

Nukleotidne sekvence gB gena virusa Aujeckijeve bolesti identifikovanih u
uzorcima organa i sakralnih ganglija svinja poreklom iz ekstenzivnog naéina gajenja na teritoriji
Crne Gore imale su 100% sli¢nosti sa analognim sekvencama sojeva Kaplan (JF797218.1) i
Bartha (JF797217.1) poreklom iz Madarske, zatim sojeva Kolchis (KT983811.1) i Hercules
(KT983810.1) poreklom iz Gréke (Velika Britanija, izolovanim u Grckoj), odnosno sa
nukleotidnim sekvencama sojeva NIA3 (KU900059.1) poreklom iz Velike Britanije i Becker
(JF797219.1) poreklom iz SAD. Nukleotidne sekvence tri identifikovana virusa Aujeckijeve
bolesti poreklom od svinja u Crnoj Gori imale niZe stepen sli¢nosti od 99% sa analognim
sekvencama sojeva HeN1 (KP098534.1), HNZK-China — 2012 (KJ526433.1), JS-2012
(KP257591.1) i HNQX-China-2012 (KJ526437.1) poreklom iz Kine. Najnizi stepen sli¢nosti od
98% nukleotidne sekvence tri identifikovana virusa Aujeckijeve bolesti identifikovana u
uzorcima svinja u Crnoj Gori imale su sa analognim sekvencama nukleotida dela gB gena
sojeva Ea (KU315430.1), Fa (KM89913.1), SC (KT809429.1), GD-SH (KT948054.1)
identifikovanih kod svinja na teritoriji Kine.

Na filogenetskom stablu virusi Aujeckijeve bolesti identifikovani kod svinja u
Crnoj Gori su grupisani zajedno sa sojevima Kaplan (JF797218.1) i Bartha (JF797217.1) virusa
Aujeckijeve bolesti poreklom iz Madarske, odnosno sojevima navedenog virusa Kolchis
(KT983811.1) poreklom iz Gréke i Becker (JF797219.1) poreklom iz SAD. Tri virusa
Aujeckijeve bolesti identifikovana kod Zivotinja u Crnoj Gori imala su niZi stepen slicnosti sa
sojevima HeN1 (KP098534.1), HNQX-China-2012 (KJ526437.1), JS 2012 (KP257591.1),
HNZK-China — 2012 (KJ526433.1) i TJ (KJ789182.1) poreklom iz Kine koji su iz tog razloga
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grupisani odvojeno na filogenetskom stablu. Ovde treba napomenuti da u genskoj bazi podataka
najvec¢i broj dostupnih sekvenci je poreklom od sojeva virusa Aujeckijeve bolesti poreklom od
svinja sa teritorije Kine. Na osnovu rezultata izvrSene filogenetske analize kao i na osnovu
podataka iz dostupne literature virusi Aujeckijeve bolesti identifikovani kod svinja na teritoriji
Crne Gore pripadaju genotipu | navedenog virusa. Sojevi virusa prikazani na filogenetskom

stablu poreklom iz Kine pripadaju genotipu Il virusa Aujeckijeve bolesti (Slika 10.).
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Slika 10. Filogenetsko stablo virusa Aujeckijeve bolesti identifikovanih kod svinja u
Crnoj Gori
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5.6.2. Parvovirus svinja

Primenom metode direktnog sekvenciranja po Sanger-u izvrseno je odredivanje redosleda
nukleotida dela VP2 gena pet odabranih svinjskih parvovirusa identifikovanih u uzorcima organa
svinja poreklom sa teritorije Crne Gore. Pet odabranih svinjskih parvovirusa za izvodenje
metode direktnog sekvenciranja bila su identifikovana u uzorcima svinja gajenih u razliitim
geografskim, podru¢jima Crne Gore. Tri identifikova virusa su bila poreklom od svinja sa
teritorije opstine Berane, jedan virus je identifikovan kod svinja na podrucju Bjelog Polja, dok je
jedan virus identifikovan kod svinja na podrucju Podgorice. Upotrebom BLAST programa (engl.
Basic Local Alignment Search Tool), konsenzus sekvenca identifikovanih virusa je uporedena sa
sekvencama dela VP2 gena svinjskih parvovirusa dostupnim u GenBank bazi podataka
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Dobijeni rezultati ispitivanja primenom metode
direktnog sekvenciranja po Sanger-u su pokazali da su nukleotidne sekvence pet svinjskih
parvovirusa (MNE 1 (3RMRP), MNE 2 (8/IRMRP), MNE 10, MNE 12 i MNE 28)
identifikovane kod svinja u Crnoj Gori izmedu sebe bile identi¢ne, odnosno da su ispoljile
slicnost od 100% (Tabela 2).

Rezultati izvodenja metode direktnog sekvenciranja pet odabranih svinjskih parvovirusa
identiflkovanih kod svinja na teritoriji Crne Gore — redosled nukleotida dela VP2 gena
identifikovanih virusa

MNE 1 ATTAGGCCAGCTCAGGTAGGATATAATACACCATACATGAATTTTGAA
TACTCCAATGGTGGACCATTTCTAACTCCTATAGTACCAACAGCAGACA
CACAATATAATGATGATGAACCAAATGGTGCTATAAGATTTACAATGG
GTTACCAACATGGACAATTAACCACATCTTCACAAGAGCTAGA

MNE 2 CACAGAAGCAACAGCAATTAGGCCAGCTCAGGTAGGATATAATACACC
ATACATGAATTTTGAATACTCCAATGGTGGACCATTTCTAACTCCTATA

GTACCAACAGCAGACACACAATATAATGATGATGAACCAAATGGTGCT
ATAAGATTTACAATGGGTTACCAACATGGACAATTAACCACATCTTCA

CAAGAGCTAG
MNE 10 ATTTTTAATTGATATTTATTTTTTATATTTATATATATATTATTATTTAAT
AAAAGATATGATAATTTTTATGTTTGGATATTAAATATTTTTTTGTATTG

TTGGATTGGGGGGGTTTGTTTAAATAATAAAAAACTTATAAAAAGGGG
TTTAAATTTATGAGAAAAATAAAAATATAAAAAATGGTAATTGGAAAA
AGTAAATTTGGTTATTTAATTTGGGAAAATAGGAGAAAAAATATAATG
GTAGATTGAAAAATGGGTTAATTCGATACGAATAGGAATTGCACAGAA
GCAATAGTAATTAGGAAAATATAAACTCAGAGAAGGAGTATCACAGA
AGCAACAGCAATTAGGCCAGCTCAGGTAGGATATAATACACCATACAT
GAATTTTGAATACTCCAATGGTGGACCATTTCTAACTCCTATAGTACCA
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ACAGCAGACACACAATATAATGATGATGAACCAAATGGTGCTCCCCAA
GGGCCGTGTAATAAGTACACCATACATGAATTTTGAGTACTGCAAATG
GTGGACCATTTCTAACTCCTATAGTACCAACAGCAGACACACAATATA
ATGATGATGAACCAAATGGTGCTATAAGATTTACAATGGGTTACCAAC
ATGGACAATTAACCACATCTTCACAAGAGCTAGAGAATTTTTTTTGTTA
TCTGTTTTTATCCTTATTATAAGAAGTTCTCCCTTCCCCCCTTTTTTTTTA
TATTCTTTTTTACTACTTTACCCTTTCTCTTTTCTTCCTTTATTTGTTTTCT

CCTATTTATCTTAATCATCTTTTTTTTTTCTTTTTCCTCTTTTTTATTTCTC
[TTTTTTTTCTCCTTTTTTTTTTTTCCTCTCTTTTCTCCTTTTTTTCTTTTTT

TTTTTTCCTCCTCTCTCTTTAAGTAGGTATCCTTTATTTTTTTCTTCGTTC
[TTTTTTTTTTTTITTTTTITTTTITTITCTTTTITTTTTITTTTCATTTTTTTITTTTTI
[TTTTTTTTTAT

MNE 12

GATGCTCAAGTCAGATACGAAGAATTTAAAGTTAACCGGCAAATGAGA
ACAAGGAGTGGTGGGAAGTTGTTTCAAGTAATAAATGGAAAGAGAGG
GGACAGGTCACCTCCTAAGGAGACAAACAATTAGTGGGGGAATTCTCA
CAGAAGCAACAGCAATTAGGCCAGCTCAGGTAGGATATAATACACCAT
ACATGAATTTTGAATACTCCAATGGTGGACCATTTCTAACTCCTAGATG
GNACTAGTACACCATACATGAATTTTGAATACTCCAATGGTGGACCATT
TCTAACTCCTATAGTACCAACAGCAGACACACAATATAATGATGATGA
ACCAAATGGTGCTATAAGATTTACAATGGGTTACCAACATGGACAATT
AACCACATCTTCACAAGAGCTAGAGAGATATACAAATATTAGTCCATA
ACTAAGTGTACTCCGTATAAAGGAGGTGATCCATCCCCACGTTCTCGTA
GGGATACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTCACCAGTCCTACCTTAGGCG
GTCGCCTCCAAGGTTAGCAAACCGACTTTGGGTATTACCAGTCCTATGG
TGTACCC

MNE 28

CACAGAAGCAACAGCAATTAGGCCAGCTCAGGTAGGATATAATACCCC
AGATATACACCATACATGAATTTTGAATACTCCAATGGTGGACCATTTC
TAACTCCTATAGTACCAACAGCAGACACACAATATAATGATGATGAAC

CAAATGGTGCTATAAGATTTACAATGGGTTACCAACATGGACAATTAA

CCACATCTTCACAAGAGCTAGAG

Tabela 2. Redosled nukleotida dela VP2 gena svinjskih parvovirusa identifikovanih na teritoriji

Crne Gore

Nukleotidne sekvence svih pet svinjskih parvovorirusa identifikovanih kod svinja na
teritoriji Crne Gore bile su identi¢ne sa analognim sekvencama soja Challenge (KF049426.1)
poreklom iz Velike Britanije, zatim sojeva svinjskog parvovirusa 77 (KP245936.1) i LZ
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(HM627653.1) poreklom iz Kine i sojem Kresse (U44978.1) poreklom iz SAD. Nukleotidne
sekvence pet parvovirusa svinja poreklom iz Crne Gore i analogne sekvence prethodno
navedenih sojeva virusa iz drugih delova sveta su imale visok stepen slicnosti (100%). 1z tog
razloga virusi identifikovani kod svinja na teritoriji Crne Gore su zajedno sa navedenim sojevima
virusa iz drugih delova sveta na filogenetskom stablu grupisani zajedno u jednu monofiletsku
grupu. Nukleotidne sekvence sojeva NADL-2 (NC001718.1) poreklom iz SAD i VRI-1
(AY390557.1) poreklom iz Juzne Koreje su imale 99% sli¢nosti sa analognim nukleotidnim
sekvencama svinjskih parvovirusa identifikovanih u Crnoj Gori. 1z navedenog razloga sojevi
svinjskog parvovirusa poreklom iz SAD i Juzne Koreje su grupisani odvojeno u posebnu granu
filogenetskog stabla (Slika 11.).
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Slika 11. Primer: Filogenetsko stablo dva svinjska parvovirusa identifikovana kod svinja na
teritoriji Crne Gore
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Na osnovu filogenetske analize redosleda nukleotida dela VP2 gena identifikovanih
svinjskih parvovirusa, analognih sekvenci navedenog gena drugih sojeva pomenutog virusa
objavljenih u genskoj bazi podataka kao i na osnovu dostupnih literaturnih podataka, izvr$eno je
grupisanje odabranih svinjskih parvovirusa sa podrucja Crne Gore u odgovarajuée klastere,
odnosno grupe svinjskog parvovirusa. Ovde treba napomenuti da sojevi svinjskih parvovirusa
nisu jos uvek podeljeni u genotipove kakav je slucaj kod virusa Aujeckijeve bolesti ili svinjskog
cirkovirusa 2. Na osnovu rezultata filogenetske analize, virusi identifikovani iz uzoraka svinja sa
podru¢ja Crne Gore svrstani su zajedno sa Sojevima svinjskog parvovirusa 77 (KP245936.1)
poreklom iz Kine i sa sojevima S31 VP1/VP2 (FJ643431.1) i S30 VP1/VP2 (FJ6463430.1), 32-
96 (AY145472.1) i 142-94 (AY145474.1) poreklom sa teritorije Brazila. Nukleotidne sekvence
dela VP2 gena svih navedenih sojeva virusa poreklom iz Kine i Brazila su bile identi¢ne
analognim sekvenciama svinjskih parvovirusa identifikovanih kod svinja u Crnoj Gori. (100%
slicnosti). Na osnovu dobijenih rezultata filogenetske analize utvrdeno je da svinjski parvovirusi
poreklom od svinja u Crnoj Gori pripadaju klasteru E svinjskog parvovirusa zajedno sa, pored
prethodno navedenih sojeva virusa, i sojevima Kresse i Challenge (Slika 12). Ostali sojevi virusa
05-95 (AY145488), 155-95 (AY145493), 164-95 (AY145494) i 13-97 (AY145492) svi
poreklom od domacih svinja iz Brazila svrstani su zasebno u klaster H svinjskog parvovirusa.
Soj NE/09 poreklom iz Kine na filogenetskom stablu je svrstan zasebno, imajuéi u vidu da je isti
mutirani soj navedenog virusa ¢ije su osnovne biloske osobine opisane 2013.godine. Navedeni
s0j je prisutan kod svinja u Kini.
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Slika 12. Filogenetsko stablo svinjskih parvovirusa identifikovanih kod svinja na teritoriji Crne
Gore
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5.6.3. Svinjski cirkovirus tip 2

Primenom metode direktnog sekvenciranja po Sanger-u odreden je
redosled nukleotida dela ORF1 regiona genoma Sest odabranih svinjskih cirkovirusa tip 2
identifikovanih kod svinja na teritoriji Crne Gore. Odabrani virusi su bili poreklom iz razli¢itih
geografskih podru¢ja Crne Gore. Tri svinjska cirkovirusa tip 2 su bila poreklom od svinja
gajenih na teritoriji Berana, dva sa podrucja Bijelog Polja i jedan sa teritorije Podgorice.
Upotrebom BLAST programa (engl. Basic Local Alignment Search Tool), konsenzus sekvenca
je uporedena sa sekvencama dela ORF1 regiona genoma svinjskog cirkovirusa tip 2 dostupnim u
GenBank bazi podataka (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) (Tabela 3.).

Redosled nukleotida dela ORF1 regiona genoma svinjskog cirkovirusa 2

MNE 1 TAACAGCGACATGCCCAGCAAGAGGAATGGAAGAGGCGGACCC
CGGCCACATAAAAGGTGGGTGTTCACGCTGAATAATCCTTCCGN
ATACTGTGATGGTCGTNAGCAGTGTGACTCGAGACTGTAGTGTA
TCTACAGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGAGCTTCCAATCT
CCCTGTTTGATTATTTTATTGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAA
GGACGAACACCTCACCTCCAGGGGTTCGCTAATTTTGTGAAGAA
GCAGACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTGCC
ACATCGAGAAAGCGAAAGGAACAGATCAGCAGAATAAAGAATA
CTGCAGTAAAGAAGGCAACTTACTGATCGAGTGTGGAGCTCCTA
GATCTCAGGGACAACGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGAGTACC
TTGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCC
TGTAACGTTTGTCAGAAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGA
AAGTGAGCGGGAAAATGCAAAACCGTGATTGGAAGACTAATGT
ACACCTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGTAAAAGCCAATGGG
CTGCTAACTTTGCATATCCGGAAACCACA

MNE 2 ATCTCCGCAGCAACATGCCCAGCAAGAAGAATGGAAGAAGCGG
ACCCCAACCCCATAAAAGGTGGCAATACTGAATCTGATGGTGAT
CGAGATCAATGTGTTCGCGATGGAGTGATCTACCGAAGACGAGC
GCAAGAAAATACGGGATCTTCCAATATCCCTATTTGATTATTTTA
TTGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGAACACCTCACCT
CCAGGGGTTCGCTAATTTTGTGAAGAAGCAGACTTTTAATAAAG
TGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAAAGCGAAA
GGAACAGATCAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAAAGAAGGCA
ACTTACTGATGGAGTGTGGAGCTCCTAGATCTCAGGGACAACGG
AGTGACCTGTCTACTGCTGTGAGTACCTTGTTGGAGAGCGGGAG
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TCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTCAGAA
ATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATG
CAGAAGCGTGATTGGAAGACTAATGTACACGTCATTGTGGGGCC
ACCTGGGTGTGGTAAAAGCAAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACC
CGGAAACCACATACTGGAAACCACCTAGAAACAAGTGGTGGGA
TGGTTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTCATTGATGACTTTTATG
GCTGGCTGCCCTGGCATGACCTACTGAGACTGTGTGATCGAACC
GGAAAACAAA

MNE 3RM

CAGCAACATCCCCAGCAAGAAGAATGGAAGAAGCGGACCCCAA
CCACATAAAACCCCGAAAATACCGGGACTGTCCTCATCGACGGT
GGGTGTTCACGCTGAATAATCCTTCCGAAGACGAGCGCAAGAA
AATACGGGAGCTTCCAATCTCCCTGTTTGATTATTTTATTGTTGG
CGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGAACACCTCACCTCCAGGGG
TTCGCTAATTTTGTGAAAAAACACACTTTTAATAAAGTGAATTG
GTATTTGGGTGCCCCCTGCCACATCAAAAAACCGAAAGGAACA
AATCGGCGCAGTAAAGAATACTGCACCAAACAACGCAACTTAC
TGATCGAATGTGGAGCTCCTAAATCTCAAGTACAACTGGACTGA
ACAGCCTACAGCTGCGAATACCTTGATGGAGATCCCTACTCTGG
TGACCGATTCTTAATTCCGCCGAGCAGCTCCTTTCACATTTTCCA
TGTGGCTGCGGGAACTTTTGTACCTCTTCGCTTTATTAAAAATCC
GCGTCTTCAAAAATTAGCGAACCCCTGTAGGTGAGGTGTTCGTC
GTTCCTCATTACCCTCCTCGCCAACAATAAAATACTCAGACAGG
GAGATTGGAAGCTCCCGTATTTTCTTGCGCTCGGCTTCGGAAGG
ATTATTCAACGTGAACTCCCTCCATTAATGTGGTTGGGGTCCGCT
TCATCCATTCCTCTTGATAGTCAAGTAGCTGAACAAAACAATGA
TATTTATTTTCCATAACTATCCTTTAAAATAATATAACTATACTA
TACATTTATAACTCTATTATA

MNE 8/11

CATAAAAGGTGGGTGTTCACGCTGAATAATCCTTCCGAAGACGA
GCGCAAGAAAATACGGGAGCTTCCAATCTCCCTGTTTGATTATT
TTATTGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGAACACCTCA
CCTCCAGGGGTTCGCTAATTTTGTGAAGAAGCAGACTTTTAATA
AAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAAAGCG
AAAGGAACAGATCAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAAAGAAG
GCAACTTACTGATCGAGTGTGGAGCTCCTAGATCTCAGGGACAA
CGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGAGTACCTTGTTGGAGAGCGG
GAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTCA
GAAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAA
ATGCAGAAGCGTGATTGGAAGACTAATGTACACGTCATTGTGGG
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GCCACCTGGGTGTGGTAAAAGCAAATGGGCTGCTAATTTTGCAG
ACCCGGAAACCACATACTGGAAACCACCTAGAAACAAGTGGTG
GGATGGTTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTCATTGATGACTTTT
ATGGCTGGCTG

MNE 5

ATCTCCGCAGCAACATGCCCAGCAAGAAGAATGGAAGAAGCGG
ACCCCAACCCCATAAAAGGTGGCAATACTGATCTGATGGTGATC
GAGATCAATGTGTTCGCGATGGAGTGATCTACCGAAGACGAGC
GCAAGAAAATACGGGATCTCCAATATCCCTATTTGATTATTTTAT
TGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGAACACCTCACCTC
CAGGGGTCGCTAATTTTGTGAAGAAGCAGACTTTTAATAAAGTG
AAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAAAGCAAAGG
AACAGATCAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAAAGAAGGCAAC
TTACTGATGGAGTGTGGAGCTCCTAGTCTCAGGGACAACGGAGT
GACCTGTCTACTGCTGTGAGTACCTTGTTGGAGAGCGGGAGTCT
GGTGACCGTTGCAAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTCAGAAATTT
CCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAG
AGCGTGATTGGAAGACTAATGTACACGTCATTGTGGGGCCACCT
GGGTGTGGTAAAAGCAAATGGGCTGCTAATTTGCAGACCCGGA
AACCACATACTGGAAACCACCTAGAAACAAGTGGTGGGATGGT
TACCATGGTGAAGAAGTGGTGTCATTGATGACTTTTATGGCTGG
CTGCCCTGGCATGACCTACTGAGACTGTGTGATCGAACCGGAAA
ACAAA

MNE 6

ATTATTATATATATATATTAATTTTTTTTTATTTTATTTATATTTT
AATTTTTAATAATTTTTTAAATTTTTTTTTTTTCTCCCAGCAAATG
CCCAGCAAGAAGAATGGAAGAAGCGGACCCCAACCATATAAAA
TCAAAAAATGGCGATCGGAGCTGATCGATGGTAGGGTGTTCGCG
CTGGAAGAATCCTTCCGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGAG
CTCCCAATCTCCCTATTTGATTATTTTATTGTTGGCGAGGAAGGT
AATGAGGAGGGCCGAACACCCCACCTACAGGGGTTCGCAAATT
TTGTGAAGAAGCAAACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTTTGGT
GCCCGCTGCCACATCGAGAAAGCGAAAGGAACAGATCAGCAGA
ATAAAGAATATTGCAGTAAAGAAGGCAACTTACTGATAGAATG
TGGAGCTCCTAGATCTCAAGGACAACGGAGTGACCTCTCTACTG
CTGTGAGTACCTTGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCA
GAGCACCACCCTGTAACGTTTGTCACAAATTTCCGCGGGCTGGC
TGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAGCGTGATTGG
AAGACGAATGTACACGTCAGTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGCA
AAAGCAAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACCCGGAAACCGCTACT
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GGAAACCACCTATAAACCATTGGTGGGATGGTTACCATGGTGAA
GAACTGGTTGCCCTCCTGACTTTTGGGTGGGGTCCCCTTCTTCCA
TTCTTCTTGCACGGCATGTTGCAGGAAACCCCAATTTTTTTTTT

abela 3. Nukleotidne sekvence dela ORF1 regiona genoma svinjskog cirkovirusa 2
identifikovane kod svinja na teritoriji Crne Gore

Nukleotidne sekvence pet svinjskih cirkovirusa 2 identifikovanih kod svinja na teritoriji
Crne Gore (MNE 3RM, MN3 8/11, MNE 1, MNE 2 i MNE 5) su imale visok stepen sli¢nosti
(100%) sa analognim nukleotidnim sekvencama sojeva Treviso (KP231172.1) izolovanim kod
svinja u Italiji, NIVS 3 (HQ378160.1) i NIVS 5 (HQ378159.1) identifikovanim kod svinja u
Srbiji, zatim sojevima Aust3959 (EU886637.1), AUT4 (AY424404.1), AUT5 (AY424405.1)
poreklom iz Austrije, odnosno sojevima YJ (HM038032.1) i Xt2008 (KM624032.1) poreklom
od svinja sa teritorije Kine. Na osnovu filogenetske analize nukleotidnih sekvenci dela ORF1
regiona genoma virusa PCV2 identifikovanih kod svinja sa teritorije Crne Gore i analognih
sekvenci nukleotida sojeva navedenog virusa iz drugih delova sveta ustanovljeno je da pet virusa
PCV2 poreklom iz Crne Gore pripadaju genotipu PCV2b. Nukleotidna sekvenca jednog
svinjskog cirkovirusa 2 imala je visok stepen sli¢nosti (100%) sa analognim sekvencama sojeva
Mantova (KP231140.1) izolovanim kod svinja u Italiji, zatim sojevima DE222-13 (KP698398.1)
poreklom iz Nemacke i JVNAN (KP313254.1) identifikovanim kod svinja u Kini. Na osnovu
uporedne analize nukleotidnih sekvenci jednog svinjskog cirkovirusa 2 identifikovanog kod
svinja na teritoriji Crne Gore (MNE 6) i analognih sekvenci nukleotida prethodno navedenih
sojeva virusa poreklom iz Italije, Nemacke i Kine, ustanovljeno je da se isti na filogenetskom
stablu grupiSu zajedno i da pripadaju genotipu PCV2c¢ navedenog virusa. Ostali sojevi svinjskog
cirkovirusa 2 prikazani na filogenetskom stablu pripadaju genotipovima PCV2a i PCV2d. Na
osnovu dobijenih rezultata ispitivanja moze se zakljuciti da su kod svinja na podru¢ju Crne Gore
prisutna oba genotipa svinjskog cirkovirusa 2 i to genotipovi PCV2b i PCV2c sa dominacijom
genotipa PCV2b (Slike 13., 14.).
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6. DISKUSIJA

Proizvodnja svinja je Siroko rasprostranjena u svim delovima sveta. Brz obrt stada i
povracaj ulozenog kapitala stimuliSe poljoprivredne proizvodade da se bave ovom vrstom
proizvodnje. Danas se u svetu proizvodnja svinja uglavnom zasniva na farmskom, odnosno
intenzivnom nacinu proizvodnje. Ovaj vid proizvodnje karakteriSe velika aglomeracija zivotinja
na jednom ograni¢enom prostoru i kompleksnost organizacije proizvodnje (obezbedivanje
dovoljne koli¢ine hrane i njeno skladiStenje, adekvatno odlaganje otpada sa farme, odrzavanje
dobrog zdravstvenog stanja zivotinja, odnosno postojanje odgovarajuée veterinarske sluzbe).
Pored intenzivnog postoji 1 ekstenzivan nacin proizvodnje svinja koji je uglavnom
karakteristican za manje razvijene ili zemlje u razvoju. Ovaj nacin proizvodnje karakteriSe manji
broj zivotinja u procesu proizvodnje i veoma cesto prisustvo drugih vrsta zZivotinja u jednom
ekonomskom dvoristu. Proizvodi dobijeni ovim na¢inom proizvodnje se, za razliku od proizvoda
dobijenih intenzivhom nacinu proizvodnje koji su namenjeni za prodaju na trziStu, uglavnom
koriste za ishranu ¢lanova domacinstva.

Intenziviranje proizvodnje svinja u svetu i kod nas u poslednjih nekoliko decenija imalo
je pored pozitivnih posledica koje su se ogledale u poveéanoj proizvodnji svinjskog mesa, pojavu
razli¢itih infekcija kojima su Zivotinje izloZene tokom odvijanja procesa proizvodnje. One se
ispoljavaju u vidu infekcija sa blazim klinickim simptomima bolesti do infekcija koje se
ispoljavaju teSkim klini¢kim simptomima oboljenja, odnosno pojavom uginuca.

U cilju obezbedivanja nesmetanog odvijanja procesa proizvodnje, poslednje decenije
karakteri$e razvoj razli¢itih vrsta vakcina koje se koriste za imunizaciju svinja razli¢itih starosnih
kategorija u cilju sprecavanja pojave oboljenja, zatim sinteza Sirokog spektra antibiotika koji se
koriste u terapijske svrhe, odnosno razvoj i unapredenje odgovarajucih laboratorijskih metoda
koje se koriste u dijagnostici razli¢itih infekcija svinja.

Kao $to je prethodno navedeno virusne infekcije svinja izazivaju znacajne ekonomske
Stete u prizvodnji svinja. One se manifestuju pojavom oboljenja sa ispoljavanjem klinickih
simptoma bolesti i ozdravljenjem obolelele Zivotinje ili, u slucajevima pojave nekih infekcija,
uginuéem zivotinje. Tok i patogeneza infekcija izazvanih virusima zavise od vrste virusa,

njegovog tropizma, odnosno stepena virulencije. Virusna oboljenja svinja u nekim slucajevima
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mogu biti lokalnog karaktera (samo respiratorni simptomi bolesti) ili pracena promenama opsteg
zdravstvenog stanja inficiranih jedinki.

Primena odgovarajuc¢ih i pouzdanih laboratorijskih metoda je od izuzetnog znacaja u
nesmetanom odvijanju proizvodnje svinja. Pravovremena dijagnostika virusnih infekcija
omogucava spreCavanje Sirenja oboljenja, odnosno suzbijanje infekcija kod Zivotinja u Sto
kra¢em vremenskom periodu. Danas se u svetu u cilju dijagnostike virusnih infekcija svinja
primenjuje viSe klasi¢nih i molekularnih metoda. Od klasi¢nih metoda najzastupljenije su metoda
izolacije virusa u ¢elijskim linijama, test virus-neutralizacije (za identifikaciju izolovanih sojeva
virusa), zatim metode ELISA, direktna i indirektna imunofluorescencija. Pored ovih metoda u
poslednje dve decenije se intenzivno koriste molekularne metode kao §to su konvencionalni
PCR, RT-PCR i real-time PCR. Primena molekularnih metoda je omogucila da se za $to krace
vreme izvr$i brza i pouzdana dijagnostika virusnih infekcija. Treba napomenuti da je, iako se ove
metode danas veoma mnogo primenjuju u ispitivanjima svuda u svetu, primena klasi¢nih metoda
i dalje veoma vazna u dijagnostici virusnih bolesti kod svinja.

Imajudi u vidu podatke iz strane literature moze se zakljuciti da infekcije svinja izazvane
virusom Aujeckijeve bolesti, svinjskim parvovirusom 1 svinjskim cirkovirusom tip 2
predstavljaju znacajan rizik za zdravlje svinja. One mogu izazvati znacajne ekonomske gubitke u
proizvodnji zbog ¢ega je pravovremena dijagnostika infekcija izazvanih navedenim virusima od
izuzetnog znacaja. Choi i sar., 1987. su uporedivali stepen patogenosti soja Kresse parvovirusa
svinja sa stepenom patogenosti soja NADL-8 navedenog virusa. Fetusi gravidnih krmaca su
vestacki inficirani jednim ili drugim sojem svinjskog parvovirusa. Rezultati ispitivanja su
pokazali da su oba soja virusa visoko patogena za krmace u drugoj trecini graviditeta. Medutim,
razlike u stepenu patogenosti navedenih sojeva svinjskog parvovirusa su bile ustanovljene posle
izvodenja ogleda veStacke infekcije fetusa u poslednjoj trecini graviditeta. Jenkins, 1992. je
razvio metodu ELISA u cilju otkrivanja prisustva antigena svinjskog parvovirusa u uzorcima
fetalnog tkiva. Isti uzorci su bili ispitivani i primenom metoda imunofluorescencije i testa
hemaglutinacije. Od ukupno 490 ispitanih uzoraka, 29 uzoraka je bilo pozitivnho posle
pojedinacnog ispitivanja sa sve tri prethodno navedene metode, dok je 458 bilo negativno.
Trideset dva uzorka organa je bilo pozitivno posle ispitivanja sa jednom od tri kori§¢ene metode.

Primenom metoda ELISA i testa hemaglutinacije tokom pojedinacnog ispitivanja 31 uzorka
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utvrdeno je 100% poklapanje dobijenih rezultata. Jedan uzorak je bio pozitivan posle ispitivanja
primenom metode imunofluorescencije, dok je isti uzorak bio negativan posle pojedina¢nog
ispitivanja primenom metoda ELISA i testa hemaglutinacije. Dva uzorka su bila pozitivna posle
pojedinac¢nog ispitivanja primenom testa hemaglutinacije i metode ELISA. Isti uzorci su bili
negativni na prisustvo antigena svinjskog parvovirusa posle ispitivanja primenom metode
imunofluorescencije. Dobijeni rezultati ispiitivanja su potvrdili da je metoda ELISA osetljivija,
specifinija 1 brza za izvodenje od testa hemaglutinacije i metode imunofluorescencije. Balasch i
sar., 1998. su vrsili ispitivanja uzoraka cerebrospinalne te¢nosti svinja na prisustvo virusa
Aujeckijeve bolesti primenom metoda izolacije virusa u c¢elijskoj liniji PK-15 i PCR uz
koriS¢enje prajmera za glikoprotein B (gB). Ogledne svinje, od kojih su neke ranije bile
vakcinisane protiv infekcije izazvane virusom Aujeckijeve bolesti su bile pojedina¢no vestacki
inficirane razli¢itim dozama virulentnog soja NIA-3 navedenog virusa. Neposredno pre
zrtvovanja od oglednih i veStacki inficiranih Zivotinja su prikupljani uzorci cerebrospinalne
tecnosti koja je zatim ispitivana na prisustvom virusa primenom prethodno navedenih metoda.
Izolacija virusa Aujeskijeve bolesti je izvrSena iz samo jednog uzorka cerebrospinalne tecnosti,
dok je primenom metode PCR virus identifikovan u najve¢em broju uzoraka. Kod zivotinja koje
su prezivele akutnu fazu bolesti u uzorcima cerebrospinalne te¢nosti nije ustanovljeno prisustvo
virusa primenom metode PCR. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja utvrdeno je da se uzorci
cerebrospinalne te¢nosti ne mogu koristiti za otkrivanje prisustva virusne nukleinske kiseline kod
latentno inficiranih Zivotinja, odnosno da cerebrospinalna te¢nost nije adekvatan uzorak koji bi
se koristio u navedene svrhe. Bascunana i sar., 1997. su ispitivali prisustvo virusa Aujeckijeve
bolesti u uzorcima organa imunosupresivnih i neimunokompromitovanih zivotinja primenom
metoda imunohistohemije, izolacije virusa u ¢elijskoj liniji, odnosno metode PCR uz koris¢enje
prajmera za glikoproteine B, E i D (gB, gE i gD). Prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti je
ustanovljeno primenom metode PCR u uzorcima trigeminalnih ganglija, olfaktornog bulbusa,
tonzila i mozga. Iz navedenih uzoraka nije izvrSena izolacija virusa, izuzev iz uzoraka poreklom
od tri latentno inficirane svinje koje su sluzile kao pozitivna kontrola u ispitivanjima. Lukac¢ 1
sar., 2016., su ispitali veci broj uzoraka poreklom od nevakcinisanh svinja na prisustvo svinjskog
parvovirusa i svinjskog cirkovirusa 2 primenom metode izolacije virusa u ¢elijskoj liniji. Nije

izolovan ni jedan od navedenih virusa. U nasim ispitivanjima u uzorcima poreklom od svinja nije
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ustanovljeno prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti, niti prisustvo svinjskog parvovirusa u
¢elijskim linijama PK-15 i SK-6. Posle inokulacije pozitivnih PCR uzoraka svinja u ¢elijske
linijje PK-15 i SK-6 na prisustvo virusa PCV2, primenom metode PCR ustanovljeno je
umnozavanje navedenog virusa u jednog uzorku inokulisanom u ¢elijske linije. Ovde treba
napomenuti da se umnoZavanje svinjskog cirkovirusa tip 2 u inokulisanim ¢elijskim linijama
moze utvrdivati metodom PCR imajuci u vidu da navedeni virusa u ¢elijskim linijama ne dovodi
do ispoljavanja vidljivog citopatogenog efekta. Tokom sprovodenja ispitivanja Maes i sar., 1997.
su uspostavili protokol za izvodenje metode PCR uz koris¢enje prajmera za gC i gE. u cilju
dokazivanja prisustva virusa Aujeckijeve bolesti kod latentno inficiranih Zivotinja. Navedene
zivotinje su bile pojedina¢no vakcinisane sa jednom od nekoliko vakcina koje su sadrzavale
vakcinalne sojeve virusa koji u svom genom nisu sadrzavali odredene gene. Dobijeni rezultati
ispitivanja su potvrdili da se PCR metoda moze koristiti za sprovodenje programa eradikacije
virusa Aujeckijeve bolesti iz zapata svinja i da se primenom navedene metode uz kori$cenje
odgovaraju¢ih prajmera u uzorcima svinja moze razlikovati prisustvo terenskih od vakcinalnih
sojeva navedenog virusa. Soares i sar., 1999. su ispitali uzorke supernatnatne te¢nosti poreklom
od ¢elijskih linija prethodno inokulisanih sojem NADL-2 svinjskog parvovirusa kao i uzorke
organa svinja 1 pobacenih fetusa na prisustvo svinjskog parvovirusa. U ispitivanjima su kori§¢ene
metode PCR, nested-PCR, izolacije virusa u kulturi ¢elija i testovi hemaglutinacije i inhibicije
hemaglutinacije. Od ukupno 24 uzorka, 9 uzoraka je bilo pozitivno na prisustvo svinjskog
parvovirusa primenom metode izolacije virusa u kulturi ¢elija, dok je 18 uzoraka bilo pozitivno
posle ispitivanja primenom metoda PCR i nested-PCR. U svim uzorcima u kojima je
ustanovljeno prisustvo virusa primenom metode izolacije u kulturi ¢éelija je utvrdeno i prisustvo
virusne nukleinske Kiseline primenom metode PCR. Pet uzoraka koji su bili negativni posle
ispitivanja primenom metode PCR je bilo pozitivno posle ispitivanja primenom metode nested
PCR. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da se molekularne metode PCR i nested PCR
mogu uspeSno koristiti za brzu i pouzdanu identifikaciju prisustva svinjskog parvovirusa u
ispitivanim uzorcima. Huang 1 sar., 2004. su ispitali 58 uzoraka limfnih ¢vorova, pluca, tonzila 1
slezine prikupljenih od 24 praseta starosti od 4 do 8 nedelja primenom metode multiplex PCR.
Svi navedeni uzorci su ispitani na prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti, svinjskog parvovirusa i

svinjskih cirkovirusa. U ispitivanjima su koris¢ene molekularne metode PCR i multiplex PCR uz
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koriS¢enje prajmera za glikoproteine G i E (virus Aujeckijeve bolesti), prajmera za NS-1 gen
svinjskog parvovirusa, prajmera za ORF1 gen svinjskog cirkovirusa 1 i prajmera za ORF2
svinjskog cirkovirusa tip 2. Prisustvo infekcije izazvane virusom PCV2 je ustanovljeno kod
51,7% uzoraka, a virusom PCV1 kod 3,4% uzoraka. Infekcija izazvana virusom Aujeckijeve
bolesti je utvrdena kod 1,7% uzoraka. MeSovita infekcija izazvana virusima PCV1/PCV2 je
ustanovljena kod 13,8% uzoraka, odnosno virusima PCV2/virus Aujeckijeve bolesti kod 10,3%
uzoraka. MeSovita infekcija izazvana virusima PCV2/PPV je utvrdena kod 5,1% uzoraka. Osam
uzoraka je bilo negativno. U uzorcima poreklom od svih pet pobacenih fetusa ustanovljena je
mesovita infekcija izazvana virusima PPV/PCV2 (tri uzorka slezine), odnosno virusima
PCV2/virus Aujeckijeve bolesti (dva uzorka). Maldonado i sar., 2005. su ispitali 293 uzorka
organa abortiranih fetusa i prevremeno rodene prasadi na prisustvo virusa PRRS, Aujeckijeve
bolesti, PPV i PCV2 primenom metoda RT-PCR i PCR. Prisustvo virusa PRRS je ustanovljeno
kod 9 uzoraka, odnosno virusa PCV2 kod jednog uzorka. Prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti i
virusa PPV nije utvrdeno ni u jednom ispitanom uzorku. Primenom metode real-time PCR Chen
i sar., 2009. su ispitali uzorke organa 80 fetusa poreklom iz nekoliko provincija na teritoriji Kine.
Uporedo sa navedenom metodom, uzorci su ispitani i primenom metode PCR. Primenom metode
PCR prisustvo virusne nukleinske kiseline je ustanovljeno kod 48 uzoraka od ukupno 80
ispitanih uzoraka. Isti uzorci svinja su bili pozitivni na prisustvo svinjskog parvovirusa i
primenom metode real-time PCR. Dvanaest od ukupno 32 uzorka koja se bila negativna tokom
ispitivanja primenom metode PCR su bila pozitivna posle ispitivanja primenom metode real-time
PCR. Ogawa i sar., 2009. su primenom metoda multiplex PCR i multiplex RT-PCR ispitivali
uzorke organa svinja na prisustvo nekoliko viurusa izmedu ostalih virusa PCV2, PPV i virusa
Aujeckijeve bolesti. Ukupno je ispitano 75 uzoraka. Primenom metode multiplex PCR uz
koris¢enje odgovarajucih prajmera prisustvo virusa PCV2 (ORF1 prajmeri) je ustanovljeno kod
32 uzorka i svinjskog parvovirusa (VP2 prajmeri) kod 9 uzoraka. U uzorcima abortiranih fetusa
prisustvo virusa PCV2 je ustanovljeno kod 9 uzoraka. Prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti nije
ustanovljeno ni u jednom uzorku poreklom od svinja. Jiang i sar., 2010. su ispitali 76 uzoraka
materijala poreklom od 49 prasadi starosti od 4 do 12 nedelja sa ispoljenim respiratornim i
reproduktivnim klinickim simptomima, kao i uzorke poreklom od 27 abortiranih fetusa. Svi

uzorci su bili prikupljeni u periodu od 2006. do 2007.godine na podrucju provincije Zheijiang u
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Kini. Ispitivanje uzoraka je vrSeno primenom metode multiplex PCR uz koriS¢enje
odgovarajucih parova prajmera. Primenom navedene metode prisustvo virusa PCV2 je utvrdeno
kod 31 uzorka, virusa klasi¢ne kuge svinja kod 14 uzoraka, virusa respiratornog i reproduktivnog
sindroma svinja kod 21 uzorka i svinjskog parvovirusa kod 5 uzoraka. MeSovita infekcija
izazvana izazvana PCV2/PPV virusima je ustanovljena kod dva uzorka, virusima PCV2/PRRS
kod 14 uzoraka, virusima PCV2/klasi¢ne kuge svinja kod 5 uzoraka, virusima PRRS/klasi¢ne
kuge svinja kod dva uzorka i virusima PCV2/PRRS/klasi¢ne kuge svinja kod tri uzorka. Liu i
sar., 2013. su ispitali 58 uzoraka organa svinja i 24 uzorka organa abortiranih fetusa poreklom sa
20 farmi u provinciji Fujian, Kina na prisustvo virusa PRRS, klasi¢ne kuge svinja i svinjskog
cirkovirusa 2 primenom metoda PCR, RT-PCR i multiplex PCR. Mesovita infekcija izazvana
virusima PRRS i klasi¢ne kuge svinja je ustanovljena kod 12,19% uzoraka, virusima PRRS i
PCV2 kod 21,95% uzoraka, klasi¢ne kuge svinja i PCV2 kod 13,41% uzoraka i sa sva tri virusa
kod 3,66% ispitanih uzoraka. Zheng i sar., 2013. su ispitali 126 uzoraka na prisustvo navedenih
virusa primenom metoda duplex real-time PCR i PCR. Prisustvo prve navedene metode 70
uzoraka je bilo pozitivnho na prisustvo nukleinske kiseline svinjskog parvovirusa, dok je 77
uzoraka bilo pozitivno na prisustvo virusa PCV2. Primenom metode PCR 60 uzoraka je bilo
pozitivno na prisustvo svinjskog parvovirusa, dok je 68 uzoraka bilo pozitivho na prisustvo
virusa PCV2. Podudaranje rezultata ispitivanja za oba virusa primenom ove dve molekularne
metode je iznosilo 98,4%. Xiao i sar., 2013. su u cilju ispitivanja prisustva svinjskog parvovirusa
2 kod svinja na teritoriji SAD Koristili metodu real-time PCR. Ukupno je navedenom metodom
ispitano 483 uzorka pluca i 183 uzorka fecesa, odnosno 122 uzorka krvnog seruma koji su
prikupljeni sa 295 farme u 18 drzava SAD. Prisustvo svinjskog parvovirusa je ustanovljeno kod
100 uzoraka pluca 1 14 uzoraka fecesa poreklom od Zzivotinja razliitih starosnih kategorija.
Metodom direktnog sekvenciranja ustanovljeno je da su nukleotidne sekvence americkih sojeva
svinjskog parvovirusa imale visok stepen sli¢nosti (95.4-97.7%) sa kineskim sojevima virusa,
odnosno 94.7% slicnosti sa sojevima navedenog virusa utvrdenih kod svinja na teritoriji
Mjanmara. Opriessnig i sar., 2014. su ispitali 586 uzoraka krvnog seruma i 164 uzorka
homogenizata plu¢a koji su prikupljeni od 1996. godine do 2013.godine na teritoriji SAD 1
Kanade na prisustvo svinjskog parvovirusa i cirkovirusa svinja tipa 2. Uzorci su ispitani

primenom metoda PCR. Prisustvo svinjskog cirkovirusa 2 je utvrdeno kod 162 uzorka, a
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svinjskog parvovirusa kod 286 uzoraka od ukupno ispitanih uzoraka seruma. Prisustvo svinjskog
cirkovirusa tip 2 je ustanovljeno kod 129 uzoraka pluca, a svinjskog parvovirusa kod 93 uzorka..
Mesovita infekcija izazvana svinjskim cirkovirusom tip 2 i svinjskim parvovirusom je utvrdena
kod 84 uzorka seruma i 81 uzorka pluca. Prisustvo navedenih virusa je bilo ¢e$¢e u uzorcima
poreklom od obolelih Zivotinja u odnosu na subklinicki inficirane zivotinje. Lukac i sar., 2016.
su primenom metode PCR ispitali 40 uzoraka organa poreklom od svinja sa teritorije Republike
Srpske. Prisustvo virusa PPV je ustanovljeno kod pet uzoraka limfnih ¢vorova, dok je virus
PCV2 identifikovan kod 6 uzoraka. U nasSim ispitivanjima primenom metode lancane reakcije
polimeraze (PCR) uz koris¢enje prajmera za glikoprotein B (gB) virusa izvrSeno je pojedinacno
ispitivanje osamdeset zbirnih uzoraka organa (limfni ¢vorovi, slezina) i isto toliko uzoraka
sakralnih ganglija nevakcinisanih svinja razliCitih starosnih kategorija poreklom iz razli¢itih
delova Republike Crne Gore. Kod jednog zbirnog uzorka organa i dva uzorka sakralnih ganglija
utvrdeno je prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti. Pojedina¢nim ispitivanjem pozitivnog zbirnog
uzorka (limfni ¢vorovi, slezina) ustanovljeno je prisustvo nukleinske kiseline navedenog virusa u
uzorku limfnog ¢vora. Pozitivni uzorci na prisustvo virusa bili su poreklom od tri razlicite svinje.
Prikupljeni uzorci svinja, ukupno 80 zbirnih uzoraka, ispitani su i na prisustvo svinjskog
parvovirusa primenom metode PCR uz kori$éenje prajmera za deo VP2 gena navedenog virusa. ,
Prisustvo nukleinske kiseline svinjskog parvovirusa utvrdeno je kod 10 zbirnih uzoraka organa
svinja, odnosno kod 12,5% ispitanih uzoraka. Pojedina¢nim ispitivanjem pozitivnih zbirnih,
prisustvo virusa je ustanovljeno kod osam uzoraka limfnih ¢vorova 1 dva uzorka slezina
poreklom od razli¢itih svinja. Zbirni uzorci organa svinja, prethodno ispitani na prisustvo virusa
Aujeckijeve bolesti i svinjskog parvovirusa, ispitani su i na prisustvo nukleinske Kiseline
svinjskog cirkovirusa tip 2 primenom metode PCR uz kori$¢enje prajmera za deo ORF1 regiona
genoma navedenog virusa. Kod devet zbirnih uzoraka svinja ustanovljeno je prisustvo
nukleinske kiseline svinjskog cirkovirusa tip 2. Pojedina¢nim ispitivanjem pozitivnih zbirnih
uzoraka svinja, utvrdeno je prisustvo virusa PCV2 kod sedam uzoraka limfnih ¢vorova i dva
uzorka slezina poreklom od razli¢itih svinja. MeSovita infekcija svinja izazvana virusom
Aujeckijeve bolesti 1 svinjskim parvovirusom utvrdena je kod jednog ispitanog uzorka limfnog
¢vora svinja. Prisustvo svinjskog parvovirusa i svinjskog cirkovirusa tip 2 je utvrdeno kod tri
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prisustvo oba navedena virusa ustanovljeno je prisustvo nukleinskih kiselina virusa kod tri
uzorka limfnih ¢vorova. Molekularnu karakterizaciju sojeva virusa Aujeckijeve bolesti
izolovanih na teritoriji Brazila su izvrsili Fonseca i sar., 2010. Dobijeni rezultati ispitivanja su
pokazali da su sojevi virusa Aujeckijeve bolesti poreklom sa teritorije Brazila svrstani u dva
klastera A i B. Medutim, ovde ipak treba naglasiti da najveci broj identifikovanih sojeva
navedenog virusa pripada klasteru B navedenog virusa. Takode, tokom ispitivanja je
ustanovljeno da se brazilski sojevi virusa znacajno genetski razlikuju od sojeva virusa
identifikovanih u drugim delovima sveta. Serena i sar., 2011. su uporedivali sekvence sojeva
virusa Aujeckijeve bolesti izolovanih kod svinja na podru¢ju Argentine sa referentnim sojevima
virusa i sojevima virusa ¢ije su analogne nukleotidne sekvence objavljene u genskoj bazi
podataka. Za preliminarno grupisanje sojeva virusa Aujeckijeve bolesti je kori§¢ena nukleotidna
sekvenca dela gena koji kodira sintezu glikoproteina E navedenog virusa. Svrstavanje izolovanih
sojeva virusa u genotipove je izvrSeno primenom metode direktnog sekvenciranja tokom koje je
odredivan redosled dela gena koji kodira sintezu glikoproteina C. Dobijeni rezultati su potvrdili
da sojevi virusa Aujeckijeve bolesti izolovani kod svinja na teritoriji Argentine pripadaju
genotipu | virusa. Za ovaj genotip je tokom ispitivanja ustanovljeno da je dominantno prisutan na
teritoriji Argentine. Sojevi virusa Aujeckijeve bolesti koji su pripadali genotipu | su na
filogenetskom stablu grupisani zajedno sa americkim i brazilskim sojevima virusa. Pored ovoga,
dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili i to da sojevi Yamagat S-81 i Mer su grupisani zajedno i
pripadaju genotipu II. Rita de Cassia da Silva Paes 1 sar., 2013. su ispitivali prisustvo specificnih
antitela protiv virusa Aujeckijeve bolesti u uzorcima divljih svinja poreklom iz oblasti Pantanal u
Brazilu. Ispitivanja su vrSena primenom metode ELISA i serum neutralizacije (SN test). Od
ukupno 218 uzoraka seruma, prisustvo specificnih antitela protiv virusa Aujeckijeve bolesti je
ustanovljeno primenom metode ELISA kod 88 ispitanih uzoraka, dok je primenom SN testa
njihovo prisustvo ustanovljeno kod 57 uzoraka. Primenom metode PCR uz kori$¢enje prajmera
za glikoprotein B prisustvo nukleinske kiseline virusa Aujeckijeve bolesti je ustanovljeno kod 5
od ukupno 104 uzorka. Primenom metode PCR uz koriséenje prajmera za glikoprotein E,
prisustvo virusa je ustanovljeno kod 12 ispitanih uzoraka. Genotipizacija identifikovanih virusa,
odnosno odredivanje pripadnosti odredenom genotipu virusa Aujeckijeve bolesti je izvrSena
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gena i njegovo poredenje sa sekvencama nukleotida navedenog glikoproteina drugih sojeva
virusa koji su objavljeni u okviru genske baze podataka. Izrada filogenetskog stabla je vrSena
posle izvodenja metode sekvenciranja dela gena za glikoprotein C. Uvidom u filogenetsko stablo
je utvrdeno da sojevi poreklom od divljih svinja se nisu grupisali zajedno sa izolatima poreklom
od domacih svinja. Rezultati ispitivanja su pokazali da su dobijene sekvence virusa Aujeckijeve
bolesti poreklom od divljih svinja sa teritorije Brazila grupisane zajedno sa sojevima virusa
identifikovanim na teritorijama Nemacke, Austrije, Slovacke i Madarske i1 da pripadaju genotipu
I virusa. Sara Verpoest i sar., 2014. su izvrsili molekularnu karakterizaciju devet arhiviranih
sojeva virusa Aujeckijeve bolesti izolovanih na teritoriji Belgije pre 1990. godine i pet sojeva
navedenog virusa utvrdenih kod divljih svinja na teritorijama Belgije i Luksemburga tokom
2006.godine. Molekularna karakterizacija navedenih sojeva je izvrSena primenom RFLP analize
i filogenetske analize. Filogenetskom analizom svi sojevi navedenog virusa izolovani kod divljih
svinja su svrstani u kladu A i kladu B, dok su svi sojevi virusa Aujeckijeve bolesti izolovani kod
domacih svinja svrstani u kladu A. Na zajednickom filogenetskom stablu sojeva virusa
Aujeckijeve bolesti izolovanih kod domacih i divljih svinja moze se uociti da postoje izolati koji
imaju identi¢ne nukleotidne sekvence, a prisutni su i kod divljih i kod domacih svinja. Imajuci
0vo U vidu, autori smatraju da postoji opravdan rizik od ponovne pojave infekcije izazvane
sojevima virusa Aujeckijeve bolesti u populaciji domacih svinja koja bi bila izazvana sojevima
virusa prisutnim u populaciji divljih svinja. U nasim ispitivanjima primenom metode direktnog
sekvenciranja po Sanger-u izvrSeno je odredivanje redosleda nukleotida dela gena koji kodiraju
sintezu glikoproteina B (gB) spoljaSnjeg omotaca tri identifikovana virusa Aujeckijeve bolesti.
Rezultati ispitivanja su pokazali da je redosled sekvenci nukleotida dela gB gena kod sva tri
identifikovana virusa poreklom od svinja sa teritorije Crne Gore bio identi¢an (100% sli¢nosti
izmedu analognih nukleotidnih sekvenci). Nukleotidne sekvence gB gena virusa Aujeckijeve
bolesti identifikovanih u uzorcima svinja poreklom iz Crne Gore imale su 100% sli¢nosti sa
analognim sekvencama sojeva Kaplan (JF797218.1) i Bartha (JF797217.1) poreklom iz
Madarske, zatim sojeva Kolchis (KT983811.1) 1 Hercules (KT983810.1) poreklom iz Grcke
(Velika Britanija, izolovani u Grc¢koj), odnosno sa nukleotidnim sekvencama sojeva NIA3
(KU900059.1) poreklom iz Velike Britanije i Becker (JF797219.1) poreklom iz SAD. Na osnovu
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identifikovani kod svinja na teritoriji Crne Gore pripadaju genotipu | navedenog virusa. Sojevi
virusa prikazani na filogenetskom stablu poreklom iz Kine pripadaju genotipu Il virusa
Aujeckijeve bolesti. Shangjina i sar., 2009. su blize ispitali evoluciju i filogeniju svinjskog
parvovirusa. U navedene svrhe vrSena je molekularna analiza NS1 i VP1/VP2 gena sojeva BQ i
ZJ navedenog virusa izolovanih u Kini. Nukleotidne sekvence NS1 i VP1/VP2 gena navedenih
sojeva virusa su uporedivane sa istim sekvencama sojeva svinjskog parvovirusa koje su dostupne
u banci gena. Na osnovu dobijenih nukleotidnih sekvenci NS1 i VP1/VP2 gena formirano je
filogenetsko stablo uz koriS¢enje i drugih identi¢nih analognih nukleotidnih sekvenci sojeva
virusa dostupnih u banci gena. Na ovaj nacin je odreden poloZaj kineskih sojeva virusa na
filogenetskom stablu u odnosu na druge sojeve, odnosno stepen srodnosti BQ i ZJ sojeva virusa
sa drugim sojevima svinjskog parvovirusa prisutnih kod zivotinja u razli¢itim krajevima sveta.
Cadar 1 sar., 2012. su ispitali uzorke limfnih ¢vorova, pluca, slezine, jetre, bubrega i tonzila
divljih svinja koji su prikupljani tokom sezona lova u periodu od 2006.godine do 2011. godine.
Uzorci organa bili su poreklom od ukupno 842 divlje svinje poreklom iz 315 lovista. Uzorci
organa poreklom od ukupno 120 zivotinja sa 10 razli¢itih farmi domacih svinja su takode
ispitivani u cilju komparativne genetske karakterizacije. Uzorci poreklom od domadéih i divljih
svinja su ispitivani primenom metode PCR uz kori$éenje odgovarajucih prajmera za VP1 i VP2
gene virusa. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da je od ukupno 842 ispitana uzorka
divljih, 44 je bilo pozitivno na prisustvo nukleinske kiseline, dok je 1 uzorak poreklom od
domacih svinja bio pozitivan na navedeni virus. Filogenetska analiza je pokazala da su sojevi
parvovirusa svinja poreklom od domacih 1 divljih Zivotinja mogu grupisati u Sest grupa na
osnovu kompletne sekevnce VP1/VP2 gena i u osam grupa na odnosu parcijalne VP1/VP2
sekvence. Rezultati filogenetske analize su pokazali da su sojevi parvovirusa svinja kod divljih
zivotinja su delimi¢no genetski razliciti u odnosu na sojeve navedenog virusa ustanovljene kod
domacih svinja. Sojevi parvovirusa poreklom od domacih svinja su na osnovu parcijalne
VP1/VP2 sekvence nukleotida svrstani u klaster H, dok su sojevi virusa poreklom od divljih
svinja svrstani u klastere A, B, C, D i E. Ren i sar., 2013. su dokazali da su sojevi svinjskog
parvovirusa imali zajednickog pretka pre oko 250 godina. Tri glavne grupe virusa I11 i 11l su
identifikovane izradom filogentskog stabla. Prva grupa sojeva virusa se odvojila pre 153 godine i
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grupa soojeva vodi poreklo od pre 157 godina i u nju su svrstani 1 kineski soj i 13 evropskih
sojeva. Tre¢a grupa sojeva virusa vodi poreklo od pre 114 godina. Xu i sar., 2013. su ispitali
virulentni soj NE/09 svinjskog parvovirusa Kkoji je izolovan iz uzoraka poreklom od
mumifikovanog fetusa svinje sa farme koja se nalazila u provinciji Jilin, Kina. Autori su izvrsili
molekularnu analizu navedenog soja virusa i to nukleotidne sekvence VP2 gena. Analiza
nukleotidne sekvence VP2 gena soja NE/09 svinjskog parvovirusa i pokazala je slicnost sa
analognim nukleotidnim sekvencama drugih sojeva navedenog virusa. Na osnovu rezultata
filogenetske analize sekvence VP2 gena je ustanovljeno da je soj NE/O9 novi soj svinjskog
parvovirusa preovladujuce prisutan na teritoriji Kine. Lukac i sar., 2016. su izvrsili molekularnu
karakterizaciju svinjskih parvovirusa identifikovanih kod svinja na teritoriji Republike Srpske.
Identifikovani svinjski parvovirusi su imali visok stepen slicnosti sa sojevima Challenge
izolovanim od svinja na teritoriji UK, zatim sojem Kresse poreklom iz SAD, odnosno sojevima
77 1 LZ izolovanim od svinja na teritoriji Kine. U naSim ispitivanjima primenom metode
direktnog sekvenciranja po Sanger-u izvrSeno je odredivanje redosleda nukleotida dela VP2 gena
pet odabranih svinjskih parvovirusa identifikovanih u uzorcima organa svinja poreklom sa
teritorije Crne Gore. Pet odabranih svinjskih parvovirusa za izvodenje metode direktnog
sekvenciranja bila su identifikovana u uzorcima svinja gajenih u razli¢itim geografskim,
podru¢jima Crne Gore. Dobijeni rezultati ispitivanja primenom metode direktnog sekvenciranja
po Sanger-u su pokazali da su nukleotidne sekvence pet svinjskih parvovirusa identifikovanih
kod svinja u Crnoj Gori izmedu sebe bile identi¢ne, 0dnosno identi¢ne sa analognim sekvencama
soja Challenge (KF049426.1) poreklom iz Velike Britanije, zatim sojeva svinjskog parvovirusa
77 (KP245936.1) i LZ (HM627653.1) poreklom iz Kine i sojem Kresse (U44978.1) poreklom iz
SAD. Iz tog razloga virusi identifikovani kod svinja na teritoriji Crne Gore su zajedno sa
navedenim sojevima virusa iz drugih delova sveta na filogenetskom stablu grupisani zajedno u
jednu monofiletsku grupu. Pored ovoga, filogenetskom analizom dela VP2 gena pet
identifikovanih svinjskih parvovirusa je ustanovljeno da su isti svrstani u klaster E navedenog
virusa zajedno sa sojevima svinjskog parvovirusa 77 (KP245936.1) poreklom iz Kine, sojevima
S31 VP1/VP2 (FJ643431.1) i S30 VP1/VP2 (FJ6463430.1), 32-96 (AY145472.1) i 142-94
(AY145474.1) poreklom sa teritorije Brazila i sojevima Challenge (KF049426.1) poreklom iz
Velike Britanije i Kresse (U44978.1) poreklom iz SAD. Ostali sojevi virusa 05-95 (AY145488),
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155-95 (AY145493), 164-95 (AY145494) i 13-97 (AY 145492) svi poreklom od domacih svinja
iz Brazila svrstani su zasebno u klaster H svinjskog parvovirusa. Perez i sar., 2010. su u
ispitivanjima koristili Sest sekvenci virusa PCV2 identifikovanih u tkivima svinja sa klinickim
simptomima infekcija respiratornog sistema i znacima gubitka telesne tezine. Uzorci su bili
poreklom od svinja iz Sest zapata iz Cetiri razliCita geografska podru¢ja na teritoriji Kube.
Metodom direktnog sekvenciranja je ustanovljen visok stepen slicnosti izmedu nukleotidnih
sekvenci svih Sest sojeva virusa PCV2 koji se kretao od 99.15% do 100%. Filogenetskom
analizom je potvrdeno da pet identifikovanih sojeva virusa PCV2 ima vrlo visokm stepen
slicnosti sa sojevima navedenog virusa identifikovanih na teritoriji Kanade, dok je jedan
kubanski soj virusa imao visok stepen sli¢nosti sa sojevima virusa poreklom iz Danske, Austrije,
Holandije, Francuske, Brazila i Rumunije. Shen 1 sar., 2010. su vrsili prikupljanje uzoraka
krvnog seruma svinja iz 5 komercijalnih zapata kao i uzoraka kolostralnog seruma. Takode,
vrSeno je prikupljanje uzoraka krvi prasadi pre pocetka sisanja. Uzorci su ispitani na prisustvo
specificnih antitela protiv virusa PCV2 kao 1 na prisustvo virusne DNK. Kod 69.5% uzoraka
seruma krmaca, 84.3% uzoraka kolostruma krmaca i 74.4% uzoraka seruma prasadi je utvrden
PCV2b genotip virusa PCV2, dok je kod 18.6% uzoraka seruma krmaca, 9.8% uzoraka
kolostruma krmaca i 15.6% uzoraka seruma prasadi ustanovljeno je prisustvo PCV2a genotipa
virusa. MeSovita infekcija izazvana sa oba genotipa virusa je ustanovljena kod 11.9% uzoraka
seruma krmaca, 5.9% uzoraka kolostruma i 10% uzoraka seruma prasadi. Dobijeni rezultati
ispitivanja su prilog poznavanju karakteristika infekcije izazvane virusom PCV2 u
komercijalnim zapatima svinja. Henriques 1 sar., 2011. su izvr$ili molekularnu i filogenetsku
analizu 22 od ukupno 79 virusa PCV2 identifikovanih u uzorcima poreklom od domacih svinja u
period od 2003. do 2010. godine na teritoriji Portugala. Tokom ispitivanja primenom metode
direktnog sekvenciranja celi genomi 22 soja virusa PCV2 su amplifikovani i sekvenvcirani.
Izmedu nukleotidnih sekvenci ustanovljen je visok stepen sli¢nosti koji se kretao od 94% do
99%. Najveci broj sojeva je pripadao genotipu PCV2b, dok je Sest sojeva pripadalo genotipu
PCV2a. Ova ispitivanja su izvrSena kroz analizu cap i rep gena virusa PCV2. Dobijeni rezultati
su pokazali i da je filogenetska analiza cap gena pouzdana alternativa filogenetskoj analizi celog
genoma navedenog virusa. Vlasakova i sar., 2011. su ispitali ukupno 120 uzoraka poreklom od

svinja, starosti izmedu 6 1 24 nedelje poreklom sa 28 farmi iz Sest od osam geografskih podrucja
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Slovacke u period od 2005. do 2009.godine. Tokom ispitivanja identifikovano je prisustvo virusa
PCV2 kod 77 ispitanih uzoraka. Metodom direktnog sekvenciranja je izvrSeno sekvenciranja
celog ORF2 gena tri odabrana soja virusa. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da tri
identifikovana soja virusa PCV2 poreklom od svinja sa teritorije Slovacke pripadaju
genotipovima PCV2a (jedan soj) i PCV2b (dva soja virusa). Pored ovoga, dobijeni rezultati
ispitivanja su potvrdili da su izolati virusa PCV2 su geneticki stabilni i sli¢ni sa sojevima virusa
poreklom iz Centralne i Zapadne Evrope. Ramos i sar., 2013. su koristili uzorke praseta koja su
bila poreklom iz dva zapata svinja na teritoriji Urugvaja. Dva praseta ispoljavala su ispoljavala
klinicke simptome cirkovirusne infekcije, dok kod tre¢eg praseta nisu ustanovljeni klinicki
simptomi bolesti. Molekularna karakterizacija identifikovanh sojeva virusa je izvr§ena na osnovu
cap (ORF2) i rep gena (ORF1). Molekularna analiza nukleotidne sekvence cap gena je pokazala
visok stepen sli¢nosti izmedu sojeva virusa PCV2 poreklom iz Urugvaja koji je iznosio 99.7%.
Nukleotidne sekvence urugvajskih izolata virusa PCV2 su takode pokazale visok stepen sli¢nosti
sa dva soja navedenog virusa poreklom iz Brazila koji je iznosio od 99.8% do 100%. Takode,
urugvajski izolati virusa su imali visok stepen sli¢nosti i sa argentiskim izolatima virusa koji se
kretao od 99.1% do 99.5%. Argentinski sojevi virusa su opet imali visok stepen sli¢nosti sa
sojevima virusa PCV2 poreklom iz Francuske, Kube, Kanade i SAD. Dobijeni rezultati
ispitivanja su potvrdili da sva tri soja virusa PCV2 pripadaju genotipu PCV2b virusa i da je ovaj
genotip virusa dominantno prisutan na teritoriji Urugvaja i Juzne Amerike. Urugvajski izolati
virusa imali su nizi stepen sli¢nosti sa sojevima Vvirusa koji pripadaju genotipu PCV2c (od 90.1-
90.7%), odnosno nizi stepen sli¢nosti sa virusima koji pripadaju genotipu PCV2d. Wei i sar.,
2013. su ispitali 66 sojeva virusa PCV2 poreklom sa teritoriji Kine. Uzorci u kojima je izvrSena
identifikacija virusa prikupljani su od svinja tokom 2011. i 2012.godine sa 14 komercijalnih
farmi svinja u provinciji Guandong, juzna Kina. Dobijeni rezultati sekvenciranja celog ORF2
gena virusa PCV2 su pokazali da 66 sojeva pripada genotipovima PCV2a (pet sojeva) i PCV2b
(61 soj), ukazujuéi na to da je genotip PCV2b predominantan na teritoriji Juzne Kine. Pored
ovoga, dobijeni rezultati su dali doprinos upoznavanju epidemioloSke situacije vezane za virusa
PCV2 na podrucju Juzne Kine. Franzo i sar., 2015. su ispitali 96 uzoraka organa i1 krvnog seruma
svinja pozitivnih tokom ranijih ispitivanja na prisustvo virusa PCV2. Uzorci su bili poreklom sa

39 farmi iz 11 italijanskih provincija. Posle ekstrakcije virusne DNK iz arhiviranih uzoraka, za
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dalja ispitivanja uzoraka su korisS¢ene metode PCR 1 direktnog sekvenciranja. Na osnovu
filogenetske analize sekvence ORF2 gena virusa PCV2 ustanovljeno je da su na teritoriji Italije
kod svinja prisustna tri genotipa navedenog virusa PCV2a, PCV2b i PCV2d. Dobijeni rezultati
ispitivanja su potvrdili i da je genotip PCV2b najzastupljeniji kod svinja na teritoriji navedene
drzave. Luka¢ i sar., 2016. su primenom metode direktnog sekvenciranja i filogenetskom
analizom izvrs$ili molekularnu karakterizaciju svinjskih cirkovirusa 2 identifikovanih kod svinja
na teritoriji Republike Srpske. Svi identifikovani PCV2 virusi pripadali su genotipu PCV2c
navedenog virusa. U nasim ispitivanjima primenom metode direktnog sekvenciranja po Sanger-u
odreden je redosled nukleotida dela ORF1 regiona genoma svinjskog cirkovirusa 2 Sest
odabranih svinjskih cirkovirusa tip 2 identifikovanih kod svinja na teritoriji Crne Gore. Odabrani
virusi su bili poreklom iz razli¢itih geografskih podru¢ja Crne Gore. Nukleotidne sekvence pet
svinjskih cirkovirusa tip 2 identifikovanih kod svinja na teritoriji Crne Gore (MNE 3RM, MN3
8/11, MNE 1, MNE 2 i MNE 5) su imale visok stepen sli¢nosti (100%) sa analognim
nukleotidnim sekvencama sojeva Treviso (KP231172.1) izolovanim kod svinja u Italiji, NIVS 3
(HQ378160.1) i NIVS 5 (HQ378159.1) identifikovanim kod svinja u Srbiji, zatim sojevima
Aust3959 (EU886637.1), AUT4 (AY424404.1), AUTS (AY424405.1) poreklom iz Austrije,
odnosno sojevima YJ (HM038032.1) i Xt2008 (KM624032.1) poreklom od svinja sa teritorije
Kine. Na osnovu filogenetske analize nukleotidnih sekvenci dela ORF1 regiona genoma virusa
PCV?2 identifikovanih kod svinja sa teritorije Crne Gore i analognih sekvenci nukleotida sojeva
navedenog virusa iz drugih delova sveta ustanovljeno je da pet virusa PCV2 poreklom iz Crne
Gore pripadaju genotipu PCV2b. Nukleotidna sekvenca jednog svinjskog cirkovirusa tip 2 imala
je visok stepen sli¢nosti (100%) sa analognim sekvencama sojeva Mantova (KP231140.1)
izolovanim kod svinja u Italiji, zatim sojevima DE222-13 (KP698398.1) poreklom iz Nemacke i
JVNAN (KP313254.1) identifikovanim kod svinja u Kini. Na osnovu uporedne analize
nukleotidnih sekvenci jednog svinjskog cirkovirusa tip 2 identifikovanog kod svinja na teritoriji
Cre Gore (MNE 6) i analognih sekvenci nukleotida prethodno navedenih sojeva virusa
poreklom iz Italije, Nemacke 1 Kine ustanovljeno je da se isti na filogenetskom stablu grupiSu

zajedno i da pripadaju genotipu PCV2c navedenog virusa.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja izvedeni su sledeéi zakljucci:

1.

Primenom metode lancane reakcije polimeraze utvrdeno je prisustvo nukleinske
kiseline virusa Aujeckijeve bolesti u tri ispitivana uzorka, svinjskog parvovirusa u
10 uzoraka i svinjskog cirkovirusa tip 2 u 9 uzoraka.

Na celijskim linijama PK15 i SK-6 nisu izolovani virus Aujeckijeve bolesti i
svinjski parvovirus, dok je umnozavanje jednog svinjskog cirkovirusa tip 2 u
¢elijskoj liniji PK-15 ustanovljeno primenom metode PCR.

Mesovita infekcija svinja izazvana virusom Aujeckijeve bolesti 1 svinjskim
parvovirusom utvrdena je kod jedne svinje, a parvovirusom svinja i svinjskim
cirkovirusom tip 2 kod tri Zivotinje.

Nukleotidne sekvence tri virusa Aujeckijeve bolesti bile su identi¢ne analognim
sekvencama nukleotida sojeva virusa poreklom iz Madarske, Gréke i SAD.
Filogenetska analiza uz primenu Neighbor-joining, Maximum likelihood i
Maximum parsinomy metoda je pokazala da sva tri virusa identifikovana kod
svinja na teritoriji Crne Gore pripadaju genotipu 1.

Nukleotidne sekvence pet odabranih svinjskih parvovirusa identifikovanih kod
svinja u Crnoj Gori bile su identi¢ne sa analognim sekvencama sojeva Vvirusa
poreklom iz Velike Britanije, Kine, Brazila i SAD.

Filogenetskom analizom uz primeni Neighbor-joining, Maximum likelihood i
Maximum parsinomy meroda je utvrdeno da identifikovani parvovirusi svinja
poreklom iz Crne Gore i sojevi virusa poreklom iz Velike Britanije, Kine, Brazila
i SAD pripadaju istoj monofiletskoj grupi, odnosno da pripadaju klasteru E
navedenog virusa.

Nukelotidne sekvence pet svinjskih cirkovirusa tip 2 identifikovanih kod svinja u
Crnoj Gori bile su identi¢ne analognim sekvencama soejva virusa poreklom iz
Italije, Srbije, Austrije i1 Kine, dok je nukleotidna sekvenca jednog
identifikovanog virusa kod svinja u Crnoj Gori bila identi¢na sa sekvencama

sojeva virusa PCV2 poreklom iz Italije, Nemacke i Kine.
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Filogenetskom analizom uz primenu Neighbor-joining, Maximum likelihood i
Maximum parsinomy metoda utvrdeno je da pet virusa PCV2 identifikovanih kod
svinja u Crnoj Gori pripada genotipu PCV2b, odnosno da jedan identifikovani

virus pripada genotipu PCV2c.
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Mpunor 1.

Usjasa o ayTopcraey

MoTtnucaru-a Pagow Mukosuh
Gpoj ynuca 17/4

M3jasmyjem
Aa je AOKTOPCKa ANCepTaLM]a NOR HACNOBOM

MONEKYNAPHA AETEKLIMJA U SUNOrEHETCKA AHANW3A BUPYCA

AYJELKWJEBE BONECTW, NAPBOBUPYCA W CBUHCKOT LIMPKOBUPYCA TWN 2
KOA CBUKLA Y LIPHOJ roPu

*  Pe3YNTaT CONCTBEHOr UCTPaXMBAYKOr paga,

* Aanpeanoxexa guceptaumia y LENUHW WY y AenoBuMa Huje 6una npegnoxena

3a pobujare Buno koje aunnome NpemMa cTyauvjckMM nporpamuma apyrux
BUCOKOLLKONCKMX YCTaHOBa,

¢ Aacy pesynTaTu KOPEeKTHO HaBeaeH! u

* Aa Hucam Kpwio/na ayTopcka Npasa U KOpUCTHO WHTeNeKTyanHy CBOjUHy Apyrux
nuua.

Mornuc noktopanga
Y Beorpapy, 25.01.2017.
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Mpwnor 2.

M3jaea 0 HCTOBETHOCTH WTaMNaHe W ENEeKTPOHCKE
Bep3Mje OOKTOPCKOr paga

Mg W mpeavme aytopa Pagow Mukoesh
Bpoj ynea 1704

Cryamjckm nporpam OKTOPCEE AKADEMCKE CTYOWIE

Hacnoe paga MONEKYNAPHA OETEHLMIA W SMNOMEHETCKA AHANMAA BUPYCA
AYJEUKHMJEBE BONECTHW, NAPBOBMPYCA W CBMHCKON UWPKOBWPYCA THMN 2
KOO CBMieA ¥ UPHOJ MOPHI

Mantop OF JAKOB HMLWABMT, BaH NPOSECOR
Mommecass PATOLW MUKDBEWT

HIjABMbyeN 03 j8 WTaMNaHa BEpIMa MOr ASKTOPCKOP paa WOTOBETHE SnaETROoHCHS|
BEpIMM koY cam  npejacina 33 objeEreMEass  Ha  nopTamy  OdMreTanHor
PenoIMTORHYME YHHBESpIMTETS ¥ Boorpagy.

Jodsorsanan Ga o8 clj@es MojM NUYE NOSALE BR3AHW 33 000K SEaTEWCHOr SEEEE

ODETODE HEYKE, Kad LT Oy Wl 1 NpEIEMe, MOEHHE 4 MeCTo pofEssa @ gaTym ogbpade
pand

DBl NWYHE [OGags Mory oo OfjBBWTH HE  MDEHHAM CTOSHRUEME  OWIATanss
BalnUoTExe, ¥ @NeKTPORCKDM KATANary M y NySrukaunjawa YHueapanTaTa v Beorpany

MoTnue goETopaHEE
¥ Beorpagy, 25.01.2017,
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Npunor 3,

H3jasa o kopuwhewy

Qenawhyjes YHuBsgawTaTCRy CutneoTary .Ceatosap Mapecauh® g3 v LWrHTEMHM

PEMCIMTOPNiYM YHUBepdwTera y Beorpafy yece moly AokTopcuy OWCaDTaysly nog
HACRIEOM,

MOAECY AAPHA AETEKLLMIA M SMADTEHETCKA AHAAMIA BHEYCA

AYJELFMIEBE BOAECTH, MAPBOBMPYCA M CRMHCKDT MPEOBMEYCA THI 2
KOO CEWHA ¥ LUPHOJ MOPH

¥fa j& Wt ETODCHD BERG,

Oucepraumly ca cavm NPMNo3MkE Npaganing cam ¥ QNAHTPOHCKOM ROPSAGTY MO aHGM
38 TRAPO ADNWEMDaHE,

Moy ADKTORCKY QWCBDTALM)Y Noxparkany v JUIMTanHW PENCIMTARNjY YHUBEpIUTETS ¥
Beorpaay mory Aa kepucTe CBM KOM NOWTYjy oapeafe caamMEHe Y enaGpamnom THny
nuuesLe Kpeatwane jajaaHuue (Creative Commans) 2a kojy cam e Smrasoa.
1. AyTopoTea
2. AYTODETIG = HEKOMEPL MM
@.‘mum— HERGMEDURIAn-S - Be3 npepegs
4. AYTORLTIO = HEKDMEPLYMIARHD — ABNWTH MO0 HOTHM YEMoBKa
5. AyTopcTED — G npepane
B. AYTODETIO = [BMWTH MO HOTHM YENOBAME

(Monkmo A3 sacepywiTe camo jenmy 0f WeT noHyRSHEK AULEHLM, KPaTaK oMo
NULBHYA QAT j8 HA DonefuMKn nwoTa),

Nornke gokTopadga
¥ Beorpany 26.01.2017
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