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DETEKCIJA I TKIVNA DISTRIBUCIJA
NUKLEINSKE KISELINE I Cap ANTIGENA
CIRKOVIRUSA-2
KOD DOMACIH I DIVLJIH SVINJA

REZIME

U Srbiji cirkovirusne infekcije su nedovoljno istraZzene. Postoje oskudni
podaci o prisustvu PCV2 u pojedinim zpatima, ali je veoma malo saznanja o
prisustvu PCVAD (oboljenja koja su u uzrocnoj vezi sa PCV2) u zapatima
domacih svinja. Nema podataka o prevalenciji cirkovirusnih infekcija i o
prisustvu PCVAD kod divljih svinja. Od 2011. godine u Srbiji registrovana je i
komercijalno dostupna vakcina, te je imunoprofilaksa od nedavno jedna od
mogucih mera u prevenciji cirkovirusnih oboljenja.

Stoga su u ovom radu ispitani limfati¢ni i nelimfati¢ni organi 60 domacih
svinja, sa klinickim znacima sistemskog oblika PCVAD, tj. multisistemskog
sindroma krzljanja zalucene prasadi (PMWS), uzrasta od jedan do pet meseci,
koja su poticala sa osam farmi razli¢itog lokaliteta epizootioloskog podrucja
Severno-backog okruga; zatim 60 divljih svinja razli¢ite starosti, odstreljenih u
dva lovista na epizootioloskom podrucdju Severno-backog okruga, u periodu
2005-2010. godine; i po 10 zdravih domacih i divljih svinja koje su ¢inile
kontrolnu grupu. Za histopatolosku, imunohistohemijsku analizu i
hibridizaciju in situ od domacih i divljih svinja uzorkovani su limfati¢ni organi

(submandibularni, medijastinalni, mezenterijalni i ingvinalni superficijalni
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limfni ¢vorovi, tonzile, slezina i limfaticno tkivo creva), a od nelimfati¢nih
organa pluca, srce, jetra i bubrezi. Prisustvo PCV2 u uzorcima prvo je ispitano
PCR metodom. Tkivni uzorci domacih i divljih svinja, koji su predvideni za
patohistolosku, imunohistohemijsku i in situ hibridizacionu analizu, fiksirani su
u neutralnom formalinu i ukalupljeni u parafinske blokove. Parafinski isec¢ci
debljine oko 5 pm bojeni su hematoksilin-eozin metodom. Od
imunohistohemijskih metoda koriS¢éena je trostepena streptavidin-biotin
metoda (LSAB2) uz upotrebu monoklonskog antitela za PCV2 (Porcine
Circovirus Type 2, Rural Technologies, Inc. Brookings, SD) u razredenju 1:500,
u trajanju od 60 minuta na sobnoj temperaturi. Kao kit za detekciju koriséen je
Dako Cytomation LSAB2 system-HRP. Nakon blokiranja endogene peroksidaze
izvrseno je demaskiranje antigena primenom proteinaze K (Dako Proteinase K,
Ready-to-use) u trajanju od cetiri minuta. Vizuelizacija reakcije postignuta je za
10 do 15 minuta primenom diaminobenzidina (DAB+, Dako). Kontrastiranje
ise¢aka izvrSeno je u hematoksilinu (Mayerov hematoksilin) u trajanju od dve
sekunde. Hibridizacija in situ uradena je na parafinskim tkivnim iseccima
debljine 4 pm, nakon predtretmana sa pepsinom u trajanju od 10 minuta
(Sigma) na 37°C. Hibridizacija virusnog genoma izvrSena je primenom dve
specifi¢ne vrste genomskih proba. Digoksigeninom obeleZene oligonukleotidne
genomske DNK probe, sastavljene od po 41 nukleotidne baze (PCV2 CP,
1017255, TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH i PCV2 RPF, 1017256, TIB
MOLBIOL Syntheselabor GmbH). Hibridizacija virusnog genetskog materijala
sa genomskom probom izvrSena je u trajanju od 60 minuta na 37°C. Za
vezivanje koris¢en je Anti digoxigenin AP Fab fragment (Ref 11093274910,
Roche Diagnostics) kao deo komercijalnog kita. Vizuelizacija reakcije
postignuta je primenom komercijalnog NBT/BCIP kita za vizuelizaciju (Ref
11681451001, Roche Diagnostics). Kontrastiranje isecaka izvr$eno je upotrebom

Fast Green-a u trajanju od Sest do sedam minuta.
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Makroskopskim pregledom organa domacih svinja, sa manifestnim
znacima krzljanja, najceS¢e je uoceno uvecanje svih limfnih ¢vorova,
pneumonije razli¢itog karaktera i intenziteta, zapaljenja Zeluca i creva, i
poliserozitisi.

Najucestalije patomorfoloske promene, u vezi sa cirkovirusnom
infekcijom, uocene kod divljih svinja su pneumonije razli¢itog karaktera i
intenziteta, uglavnom sa prisutnim parazitima u bronhijama, zapaljenja
gastrointestinalnog trakta i povremeno limfadenopatija.

Mikroskopskim ispitivanjem limfnih ¢vorova i ostalih limfati¢nih tkiva
domacih i pojedinih divljih svinja uocena je deplecija limfocita razli¢itog
intenziteta. Takode, zapaZena je infiltracija makrofaga na mestu iscezlih
limfocita u limfnim folikulima, peri i parafolikularnim zonama. Uoceno je
prisustvo infektivnih granuloma sa multijedarnim dZzinovskim celijama. U
promenjenom limfaticnom tkivu domacih i divljih svinja, pre svega u
citoplazmi nagomilanih makrofaga, imunohistohemijskom metodom, utvrdena
je velika kolicina Cap antigena PCV2 u vidu precipitata smede boje.
Hibridizacijom in situ, u promenjenom tkivu, potvrdeno je prisustvo genoma
PCV2 koji je uglavnom u fazi mirovanja, rede u fazi replikacije. Genom PCV2 u
fazi mirovanja (jednolancana DNK PCV2) zapaZzen je pre svega
intracitoplazmatski lokalizovan, uglavnom u makrofagama i epitelnim celijama,
koji se uocavao u vidu nakupina precipitata plave boje. Replikativna forma
PCV2 (dvolanéana DNK PCV2) utvrdena je u mnogo manjem broju celija
limfati¢nog tkiva, uglavnom u limfocitima, rede i makrofagima, intranuklearno
lokalizovan, u vidu precipitata plave boje. U makrofagama, ponekad je moguce
uociti osim jedarne i intracitoplazmatsku pozitivhu reakciju na prisustvo
replikativne forme PCV2.

Deplecija limfocita i prisustvo velikog broja makrofaga koji sadrze
virusne partikule, osim u limfnim ¢vorovima, zapaZeno je i u tonzilama, slezini

i limfati¢cnom tkivu creva domacih i nekih divljih svinja.
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Glavna histopatoloska promena u nelimfati¢nim organima domacih i
divljih svinja je nalaz mononuklearnog celijskog infiltrata, s tim da je prisustvo
virusnoga antigena i genoma PCV2, uglavnom u citoplazmi makrofaga, a
sporadi¢no i u jedru prisutnih limfocita. Imunohistohemijskom metodom i
tehnikom hibridizacije in situ dokazano je da PCV2 pokazuje lokalizaciju i
tropizam prvenstveno prema celijama monocitno-makrofagnog sistema i
epitelnim celijama, uklju¢ujuéi epitelne celije bubreznih tubula, Zu¢nih kanalica,
hepatocite, enterocite i bronhoalveolarni epitel.

Kori$é¢enjem PCR tehnike, histopatoloskog pregleda,
imunohistohemijske analize i hibridizacije in situ, dokazano je prisustvo
oboljenja PCVAD u populacijama domacih svinja. Takode, po prvi put u Srbiji,
utvrdeno je da se oboljenja PCVAD javljaju i u populacijama divljih svinja.
Dobijeni rezultati svedoce o prisustvu oboljenja domacih i divljih svinjna
prouzrokovanih cirkovirusom svinja tip 2, na podneblju Severno-backog
okruga Republike Srbije, Sto potvrduje ranije nalaze, koji su ukazivali na

prisustvo cirkovirusnih infekcija svinja u nasoj zemlji.

Kljuéne reci: PCVAD, PMWS, PCV2, Cap antigen, jednolancana DNK PCV2,
dvolan¢ana DNK PCV2, imunohistohemija, hibridizacija in situ, divlje svinje,

domace svinje.

Naucna oblast: Klini¢ka patologija i terapija Zivotinja

UZa naucna oblast: Patoloska morfologija

UDK broj: 619:616
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DETECTION AND TISSUE DISTRIBUTION
OF THE NUCLEIC ACID AND Cap ANTIGEN
OF PORCINE CIRCOVIRUS TYPE 2
IN DOMESTIC SWINE AND WILD BOARS

SUMMARY

Porcine circovirus associated diseases (PCVAD) are widespread
throughout the world and cause significant economic losses in intensive swine
production. The causative agent playing a key role in their pathogenesis is
porcine circovirus type 2 (PCV2).

Circovirus infections are insufficiently explored in Serbia. There is
information about the presence of PCV2 in some swine herds, but very little
knowledge exists about the presence and extent of PCVAD in domestic swine
herds, and no data are available on the prevalence and incidence of PCV2
infection in wild boars. Since 2011, a vaccine against PCV2 infection has been
registered and commercially available in Serbia. Thus, immunoprophylaxis is
one of the possible measures to prevent the diseases caused by circovirus.

Therefore, the lymphatic and non-lymphatic organs of 60 domestic swine
aged one to five months and showing clinical signs of postweaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS) were examined in this study. The
pigs originated from eight different farms in the epizootiological area of North
Backa County. We also examined 60 wild boars of different ages, sacrificed in

two hunting area of the North Backa County in the period 2005-2010, as well as

: VI:



10 healthy domestic swine and 10 healty wild boars that comprised the control
group.

For histopathological and immunohistochemical analysis as well as in
situ hybridisation, the lymphatic organs (submandibular, mediastinal,
superficial inguinal and mesenteric lymph nodes, tonsils, spleen and intestinal
lymphatic tissue) of domestic swine and wild boars were sampled. Of the non-
lymphatic organs, samples were taken from the lungs, the heart, the liver and
the kidneys as well. The presence of PCV2 was first investigated in the spleen
and superficial inguinal lymph node samples using PCR. Tissue samples from
domestic swine and wild boars, which were designated for histopathological
and immunohistochemical examination and in situ hybridisation, were fixed in
neutral buffered formalin and moulded in paraffin blocks. About 5 microns
thick paraffin sections were stained with haematoxylin and eosin. Of the
immunohistochemical methods, the three-stage streptavidin-biotin method
(LSAB2) was applied, using monoclonal antibodies to PCV2 (porcine circovirus
type 2, Rural Technologies, Inc.. Brookings, SD) at 1:500 dilution, for 60 minutes
at room temperature. As a detection kit, the Dako Cytomation LSAB2 system-
HRP was used. After blocking endogenous peroxidase, antigen unmasking was
performed using proteinase K (Dako proteinase K, ready-to-use) for 4 minutes.
Visualisation of the reaction was achieved in 10 to 15 minutes using
diaminobenzidine (DAB+, Dako). The sections were counterstained with
haematoxylin (Mayer’s haematoxylin) for two seconds.

In situ hybridisation was performed on 4 microns thick paraffin tissue
sections after pretreatment with pepsin (Sigma) at 37 °C for 10 minutes.
Hybridisation of the viral genome was performed using two specific types of
genomic probes, digoxigenin-labelled oligonucleotide genomic DNA probes
comprising 41 nucleotide bases (PCV2 CP, 1017255, TIB MOLBIOL
Syntheselabor GmbH and PCV2 RPF, 1017256, TIB MOLBIOL Syntheselabor

GmbH). Hybridisation of the viral genetic material to the genomic probe was
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performed at 37 °C for 60 minutes. For binding, Anti-digoxigenin AP Fab
fragment was used (Ref. 11093274910, Roche Diagnostics) as part of a
commercial kit. Visualisation was achieved using the reaction of the commercial
NBT/BCIP kit (Ref. 11681451001, Roche Diagnostics). The sections were
counterstained with Fast Green for 6-7 minutes.

Macroscopic examination of organs from domestic swine with overt
signs of wasting revealed the enlargement of lymph nodes, pneumonia of
different character and severity, inflammation of the stomach and intestines,
and polyserositis. The most frequent pathomorphological changes observed in
wild boars were pneumonia of different character and severity, generally with
the presence of parasites in the bronchi, inflammation of the gastrointestinal
tract and, occasionally, lymphadenopathy.

Microscopic examination of the lymph nodes and other lymphoid tissues
of some domestic swine and wild boars demonstrated lymphocyte depletion of
varying intensity. In addition, macrophage infiltration was observed at the
place of the vanished lymphocytes in the lymph follicles as well as in the peri-
and parafollicular zones. The presence of typical granulomas with giant
multinuclear cells was often observed. By immunohistochemical examination of
altered lymphatic tissues from domestic swine and wild boars, a large amount
of PCV2 viral Cap antigen was found as a brown precipitate, primarily in the
cytoplasm of accumulated macrophages. In situ hybridisation performed in the
altered tissues confirmed the presence of PCV2 viral genome, which was
mainly in the resting phase and less frequently in the phase of replication. PCV2
genome in the resting phase (ssDNA PCV2) was observed primarily in the
cytoplasm of macrophages and epithelial cells in the form of clusters of blue
precipitates. The replicative form of PCV2 (dsDNA PCV2) was found in a much
smaller number of lymphatic tissue cells, mainly in lymphocytes, macrophages
and less frequently in epithelial cells, located intranuclearly in the form of blue

precipitates.
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In the macrophages, it was sometimes possible to detect not only an
intranuclear but also an intracytoplasmic positive reaction to the presence of
PCV2 dsDNA. Lymphocyte depletion and the presence of a large number of
macrophages containing viral particles, except in the lymph nodes, were noted
in the tonsils, spleen and intestinal lymphatic tissues of domestic swine and
wild boars. The main histopathological changes observed in the non-lymphatic
organs of domestic swine and wild boars were mononuclear cell infiltrates,
with the presence of the viral Cap antigen and the genome of PCV2, mainly in
the cytoplasm of macrophages, and occasionally in the nucleus of lymphocytes.
Immunohistochemical methods and in situ hybridisation demonstrated that
PCV2 was primarily located in, and had a tropism for, cells of the monocyte-
macrophage system. This is not an uncommon finding in epithelial cells
including the epithelial cells of the renal tubules and bile ducts, hepatocytes,
bronchoalveolar epithelium, and enterocytes.

Using PCR, histopathological examination, immunohistochemistry (IHC)
techniques and in situ hybridisation, the presence of PCVAD was demonstrated
in the domestic swine population and, for the first time, in wild boars in Serbia.
These data confirm that PCV2 is widespread in the domestic swine and wild
boar populations of North Backa County, and they support previous findings

indicating that PCV2 infection of pigs is present in Serbia.

Keywords: PCVAD, PMWS, PCV2, Cap antigen, ssDNA PCV2, dsDNA PCV2,

immunohistochemistry, in situ hybridisation, wild boar, domestic swine.

Major Field of Study: Clinical Pathology and Therapy of animals

Special Field of Study: Veterinary Pathology

UDK Number: 619:616
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SKRACENICE

ADV - virus Aujeszky bolesti

BALT - limfaticno tkivo bronhija

CD2 - B limfocitni marker

CD3 - T limfocitni marker

CD4 - T limfocitni marker

CDS8 - T limfocitni marker

CP - komplementarna proba

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

dpi - dana posle inokulacije

dsDNA - dvolancana DNK

GALT - limfaticno tkivo creva

gE/ml - genomnih jedinica po mililitru
G-CSF - faktor stimulacije granulocita

IHC - imunohistohemija

ISH - hibridizacija in situ

IL-1-B - Interleukin 1 beta

IL-8 - Interleukin 8

ISH - hibridizacija in situ

kDa - kilodalton

KKSV - virus klasicne kuge svinja

LSAB2 - obelezZen streptavidin-biotin kompleks
MCP-1 - monocitni hemoatraktantni protein 1
MHC I - tkivni histokompatibilni antigen 1
MHC II - tkivni histokompatibilni antigen 2
MIP-1 - makrofagni inflamatorni protein 1
mPCV2 - modifikovani cirkovirus svnja tip 2

mRNK - informaciona ribonukleinska kiselina
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OREF - open reading frame, mesto za ocitavanje

ORF1 gen (rep gen) - replikacioni gen

ORF1 protein (rep protein) - replikacioni protein

ORF2 gen - gen za kapsidni protein

Cap protein - kapsidni protein, kapsidni antigen

OREF3 protein - protein koji ucestouje u apoptozi

PALS - periarterijski limfaticni omotac

PCV - cirkovirus svinja

PCV1 - cirkovirus svinja tip jedan

PCV2 - cirkovirus svinja tip dva

PCV3- cirkovirus svinja tip tri

PCVAD (PCVDs)-oboljenja koja su u uzrocnoj vezi sa cirkovirusom svinja 2
PDNS - dermatitis nefropatija sindrom svinja

PEV - entero virus svinja

PK-15 (ATCCCCL31) - celijska linija svinjskog bubrega
PMWS - multisistemski sindrom krzljanja zalucene prasadi
PNP - proliferativna nekroticna pneumonija svinja

PPV - parvo virus svinja

PRDC - kompleks respiratornih oboljenja svinja

PRRSV - virus svinjskog reproduktivnog respiratornog sindroma
PCR - metoda lancane reakcije polimeraze

RCR melting pot - replikacija po tipu rolling circle

RFEP- proba replikativne forme

SAMS - reproduktivne smetnje krmaca i nazimadi

SIV - virus influence svinja

SPF - specific pathogen free, zapat slobodan od patogenih mikroorganizama
ssDNA - jednolancana DNK

TNF-a - tumor nekroza faktor alfa

YOTCR - T limfocitni marker
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1. UVOD

Znacajni ekonomski gubici u intenzivnoj svinjarskoj proizvodnji u novije
vreme se pripisuju zaraznom oboljenju svinja u ¢ijoj etiopatogenezi glavnu
ulogu ima cirkovirus svinja tip 2 (porcine circovirus 2, PCV2), koji je
rasprostranjen po celom svetu. Jedan od oblika sistemskog oboljenja svinja
izazvanog ovim virusom, multisistemski sindrom krZljanja zaluc¢ene prasadi
(Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome, PMWS), prvi put je opisan
1996. godine. Od prve pojave PMWS sindroma lista oboljenja za koja se smatra
da su u uzrocnoj vezi sa PCV2 znacajno se prosirila. Shodno tome, u novije
vreme se uglavnom govori o "oboljenjima povezanim sa PCV2" (porcine
circovirus associated diseases, PCVAD, PCVDs). Veéina autora u ovu grupu
oboljenja svrstavaju, osim PMWS sindroma, i dermatitis-nefropatija sindrom
(porcine dermatitis nephropatia syndrome, PDNS), kompleks respiratornih
poremecaja svinja (porcine respiratory disease complex, PRDC), reproduktivne
smetnje krmaca i nazimadi (sow abortion mortality syndrome, SAMS),
proliferativna nekrotizirajua pneumonia svinja (porcine proliferative
necrotizing pneumonia, PNP), granulomatozni enteritis, nekroti¢ni limfadenitis,
eksudativni epidermitis i kongenitalni tremor prasadi. Uloga PCV2 u razvoju
navedenih sindroma kod domacih svinja, osim u slu¢aju PMWS sindroma, a po
nekima i PRDC, jo$ nije dovoljno ispitana, niti sa sigurnos¢u dokazana. U
populacijama divljih svinja PCV2 je takode rasiren. Iz literature su poznati retki

slucajevi PMWS sindroma divljih prasadi. Infekcija verovatno prolazi u
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latentnom obliku, ili se pak ne primeti, obzirom da divlje svinje ne Zive pod
neposrednim i stalnim nadzorom ljudi.

Multisistemski sindrom krzljanja zaluc¢ene prasadi (PMWS) je oboljenje u
¢ijoj etiologiji ucestvuje viSe etioloskih faktora, gde je prisustvo PCV2
neophodan, ali ne i dovoljan faktor za razvoj klinicke manifestacije oboljenja.
PMWS sindrom se prevashodno javlja kod prasadi uzrasta izmedu jedan i cetiri
meseca starosti. Klini¢ki znaci su nespecifi¢ni i variraju od slu¢aja do slucaja.
Kod zalucene prasadi PMWS sindrom se najc¢eS¢e karakterise progresivnim
krzljanjem, zaostajanjem u razvoju, uglavnom sa respiratornim smetnjama,
dijarejom, bledilom koZe i povremeno ikterusom. Nije sasvim jasno kako je ovo,
do nedavno retko oboljenje, brzo poprimilo epidemijske razmere i rasirilo se po
celom svetu.

Cirkovirusi svinja (PCV) su pripadnici roda Circovirus, familije
Circoviridae. Circoviridae sa¢injavaju tri roda: Circovirus, Gyrovirus i Anellovirus.
Cirkovirusi se smatraju jednim od najsitnijih DNK virusa sisara i usko su
povezani sa biljnim cirkovirusima oznacenim kao Nanovirus. Opisana su dva
tipa PCV: cirkovirus svinja tip 1 (PCV1) i cirkovirus svinja tip 2 (PCV2).
Domace svinje su jedine domace farmske Zivotinje koje su prijemcive za PCV2.
U populacijama divljih svinja PCV2 je takode prisutan. Za razliku od PCV2,
PCV1 ne izaziva citopatogeni efekat na celijskim kulturama, i nikad ne
prouzrokuje oboljenje kod svinja nakon vestacke infekcije. PCV1 se smatra
avirulentnim, za razliku od PCV2 koji je virulentan i patogen za domace i divlje
svinje. Danas su poznata dva genotipa PCV2: PCV2a sa duzim genomom, i
PCV2b koji ima krac¢i genom. Do 2003. godine u Zapadnoj Evropi, odnosno do
2005. godine u Severnoj Americi genotip PCV2a je bio dominantan, medutim,
novija epizootioloska istrazivanja pokazuju da genotip PCV2b danas
prevladava u celom svetu.

ORF2 gen PCV2 kodira veliki imunogeni kapsidni protein (Cap antigen),

koji je opisan kao glavni strukturni protein virusnog kapsida. Promene u ORF2
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genu mogu da budu veza izmedu varijacija kapsidnog proteina i patogenosti
PCV2. Antitela koja se sintetiSu na ovaj imunogeni virusni protein imaju virus-
neutralizacionu aktivnost. KoriS¢enjem monoklonskih i poliklonskih antitela
dokazano je da izolati PCV2 iz obolelih svinja od PMWS sindroma, poreklom iz
razli¢itih geografskih regiona sveta, imaju antigensku sli¢nost i pripadaju istom
patogenom virusu (Saha i sar., 2011). Mnogi autori pisu o razlikama genetskog
sastava PCV2, ali zasad nije sasvim jasno koji znacaj te razlike imaju.

Danas se veoma malo zna o replikaciji PCV2 in vivo. U ranoj fazi infekcije
sa PCV2, pre razvoja klinickih simptoma i patomorfoloskih promena, genetski
materijal virusa je naj¢es¢e dokazan u zrelim ¢elijama monocito-makrofagnog
sistema. Nadalje, dokazano je da se u ranoj fazi infekcije PCV2 umnozava u T i
B limfocitima, epitelnim celijama raznih tkiva, rede i makrofagima, sto ukazuje
da su oni ukljuceni u replikaciju virusa i da sluze za raznosSenje virusa po
organizmu.

Smatra se da je deplecija limfocita u limfaticnom tkivu najucestalija lezija
kod PMWS sindroma. Opisano je smanjenje broja cirkulisué¢ih B limfocita i
gubitak limfocita u B celijskim regionima limfati¢nog tkiva, kao i smanjenje
broja CD4 i/ili CD8 subpopulacija T limfocita. Podeljena su misljenja u pogledu
mehanizma nastanka deplecije limfocita, koja se pre svega odnosi na B limfocite
folikula i T limfocite parakorteksa i perifolikularnog (interfolikularnog)
limfati¢nog tkiva. Nije u potpunosti razjasnjeno da li PCV2 izaziva apoptozu B
limfocita dovode¢i tako do drasticne deplecije B limfocita i sistemske
imunosupresije kod svinja, ili pak smanjuje obim celijske proliferacije pri
normalnom broju apoptoza.

Najnovije dijagnosticke metode u istrazivanjima cirkovirusnih infekcija
svinja baziraju na uspostavljanju veze izmedu virusa i tkivne lezije. S obzirom
da sama detekcija PCV2 ne podrazumeva i postojanje oboljenja, a da lezije
karakteristi¢cne za PMWS sindrom nedovoljno definisu ovu bolest, u ovom radu

¢e uz pomoc¢ hibridizacije in situ i imunohistohemije biti istovremeno ispitani
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karakter tkivnog ostecenja, prisustvo nukleinske kiseline virusa u fazi
mirovanja i fazi replikacije, kao i tkivna distribucija virusnog antigena kod

domacih i divljih svinja.
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2. PREGLED LITERATURE

Nepoznata bolest zalucenih prasadi, koja se tokom 90-tih godina proslog
veka pojavila u Severnoj Americi, nazvana je Multisistemski sindrom krzljanja
zalucene prasadi (Postweaning multisystemic wasting syndrome, PMWS) na
osnovu dominantnih klini¢kih simptoma, jer je njena etiologija bila nepoznata.
O tom novom morfoloSkom entitetu stru¢na javnost je prvi put obavestena
1996. godine (Harding, 1996, 1997; Clark, 1997; Harding i Clark 1997). Ubrzo se
oboljenje pojavilo i u SAD (Allan i sar., 1998). U Evropi je ovo oboljenje prvi put
dijagnostikovano 1996. godine u Francuskoj (Madec i sar., 2000). Godinu dana
nakon toga ustanovljena je u Spaniji (Segales i sar., 1997), a potom u Danskoj i
Severnoj Irskoj (Allan i sar., 1999). Proslo je skoro sedam godina dok je ovom
novootkrivenom oboljenju svinja ustanovljena etiologija, i dovedena u uzro¢nu
vezu sa cirkovirusom 2 (porcine circovirus type 2, PCV2) (Ellis i sar., 1998).

PMWS sindrom je sistemsko, virusno infektivno oboljenje sa sve veéim
ekonomskim znacajem u globalnoj proizvodnji svinja. Oboljenje je prvi put
zapazeno 1991. godine u Kanadi, u zapatima svinja slobodnih od specifi¢nih
patogenih mikroorganizama (specific pathogen free, SPF). Iako su saznanja o
oboljenjima divljih svinja izazvanih sa PCV2 veoma oskudna, dokazano je da i
one obolevaju (Ellis i sar., 2003; Schulze i sar., 2003; Toplak i sar., 2004; Vicente i
sar., 2004; Knell i sar., 2005a, 2005b; Ruiz-Fons i sar., 2006, 2008; Csdgola i sar.,
2006; Lipej i sar, 2007; Knowles i sar., 2008; Sofia i sar., 2008; Petrini i sar., 2009;
Reiner i sar., 2010, 2011; Segales Joaquim, 2012). Po nekim autorima PMWS

sindrom nije nova bolest, obzirom da su retrospektivna ispitivanja dokazala
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prisustvo PCV2 u uzorcima poreklom od pre 1996. godine, ali se smatra da je
njegova klinicka manifestacija nova (Grierson i sar., 2004). Pozitivni nalazi kod
svinja utvrdeni su u Nemackoj i Spaniji 1986. godine (Rodriguez i sar., 2003;
Staebler i sar., 2005), u Japanu 1989. godine (Mori i sar., 2002) i na Tajlandu 1993.
godine (Kiatipattanasakul ~Banlunara i sar., 2002). Prema rezultatima
retrospektivnih seroloskih ispitivanja PCV2 je bio prisutan 1962. godine u
Nemackoj (Jacobsen i sar., 2009), 1969. godine u Belgiji, 1973. godine u Severnoj
Irskoj i 1985. godine u Kanadi i Spaniji (Segales i Domingo 2002). Ispitivanja
Rosella i Sandvika ukazuju na moguce prisustvo ovog oboljenja od 1986. godine
(Rosell i sar, 2000; Sandvik i sar, 2001). U nasoj zemlji prvi klini¢ki slucajevi ove
bolesti zabelezeni su 2003. godine (Iveti¢ i sar., 2003). Bolest je u to doba
zabelezena i u susednim zemljama - Madarskoj (Kiss i sar., 2000), Sloveniji
(Toplak i sar., 2002, 2003), i Hrvatskoj (Lipej i sar., 2002; Jemersic i sar., 2004).
Danas su oboljenja povezana sa PCV2 rasprostranjena u celom svetu, i ako je
ostalo nerazjasSnjeno pitanje zasto je u pocetku sporadi¢na pojava PMWS
sindroma u poslednje vreme prerasla u bolest globalnog karaktera, cesto
epidemijskih razmera, koja izaziva znacajne ekonomske gubitke.

PMWS sindrom je multifaktorijalno oboljenje za ¢&iju je Kklinicku
manifestaciju pored PCV2 neophodno i prisustvo drugih predisponirajucih
faktora, koji uti¢u na ishod infekcije. Oboljenje karakteriSe zaostajanje u razvoju
zalucenih prasadi. Pretpostavljalo se da je pojava ove bolesti povezana sa
imunosupresijom (Segales i sar., 2001). Ovu hipotezu potvrduju karakteristi¢ne
promene na limfaticnom tkivu prasadi obolele od PMWS sindroma (Segales i
sar., 1997; Rosell i sar., 1999) kao i ceste oportunisticke infekcije (Clark, 1997;
Carrasco i sar., 2000). Osim toga, neke studije ukazuju na to da stimulacija
imunog sistema vakcinacijom prasadi protiv drugih bolesti moZe potencirati
razvoj PMWS sindroma (Allan i sar., 2000; Krakowka i sar., 2001, 2003). Glavne
ciljne celije za cirkoviruse su fagocitne celije, B i T limfociti. Cirkovirus smanjuje

sposobnost makrofaga za prezentaciju antigena i dovodi do redukcije funkcije B
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i CD4+ T limfocita (Kiupel i sar., 1999; Sarli i sar., 2001, Darwich i sar., 2004).
Imunohistohemijskim metodama su dokazane promene u populaciji limfocita
kod prasadi obolele od PMWS sindroma (Shibahara i sar., 2000; Segales i sar.,
2001; Sarli i sar., 2001; Darwich i sar., 2002). Najznacajnije promene koje se
opisuju u ovim studijama su smanjenje broja cirkulisué¢ih B limfocita (Darwich i
sar., 2002) i gubitak limfocita u B Ccelijskim regionima limfati¢cnog tkiva
(Shibahara i sar., 2000), kao i smanjenje broja CD4 i/ili CD8 subpopulacija T
limfocita (Sarli i sar., 2001; Segales i sar., 2001; Darwich i sar., 2002, 2004). Smatra
se da PCV2 izaziva imunosupresiju, jer su lezije prvenstveno prisutne na
limfati¢cnom tkivu. Neki autori su utvrdili drasti¢an stepen redukcije broja
limfocita u traheobronhijalnom i medijastinalnom limfaticnom tkivu. Prvo
znacajno smanjenje broja limfocita zapazeno je u CD2 populaciji (B limfociti)
Sest dana nakon infekcije, deplecija CD2+ i CD4+ limfocita se nastavila do 34-og
dana nakon infekcije (Magar i sar., 2000).

PCV2 je prvi put izolovan 1998. godine, iz uzoraka organa svinja koje su
obolele sa klini¢ckim znacima krzljanja (Ellis i sar., 1998). Do tada je oboljenje
pod nazivom postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) bilo
nepoznate etiologije (Clark, 1996, 1997, Harding, 1997; Harding i Clark, 1997).
Akronim PMWS je uzet da bi se opisala nova bolest, koja se klini¢ki manifestuje
krzljanjem, respiratornim smetnjama, povremenim prolivom, bledilom koZze i
zuticom zalucene prasadi. Obolela prasad imaju karakteristi¢cne multiple tkivne
lezije, uglavnom u limfaticnim organima, uz obavezno prisustvo PCV2 u
tkivnim lezijama (Clark, 1997; Harding i Clark, 1997; Sorden, 2000).

Nakon sto je PCV2 identifikovan, i opisan PMWS sindrom, virus je ¢esto
izolovan iz organa obolelih svinja koje su pokazivale razli¢itu klinicku
simptomatologiju. Grupa oboljenja za koja se smatra da su u uzro¢noj vezi sa
PCV2 oznacena je kao PCVAD (porcine circovirus associated diseases). Ova
oboljenja mogu da budu subklinic¢ka ili da ispoljavaju jednu ili vise klinickih

manifestacija. Klinicki sindromi i bolesti udruzene sa infekcijom PCV2
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(PCVAD) manifestuju se kao prenatalne i postnatalne bolesti. U prenatalne
bolesti spadaju reproduktivne smetnje (West i sar.,1999; Ladekjaer i sar., 2001b;
Kim i sar., 2004; Madson i sar., 2009), a u naj¢es¢a postnatalna oboljenja spadaju
PMWS sindrom (postweaning multisistemic wasting syndrome), zatim PRDC
(porcine respiratory disease complex) i PDNS (porcine dermatitis nefropatia
syndrome). U najve¢em broju zemalja sveta cirkovirusna infekcija se javlja u
formi PMWS sindroma, dok je u Engleskoj i Irskoj ¢es¢i dermatitis-nefropatija
sindrom (PDNS) (Allan i sar., 2000; Thomson i sar., 2000; Gresham i sar., 2001;
Harms i sar., 2002; Kim i sar., 2003b; Hansen i sar., 2011). PCV2 je, osim kod
sindroma PMWS i PDNS, cesto izolovan i kod svinja sa granulomatoznim
enteritisom, nekroticnim limfadenitisom, proliferativnom nekroticnom
pneumonijom, eksudativnim  epidermitisom, kasnim abortusima i
kongenitalnim tremorom (West i sar., 1999; Segales i Domingo, 2002; Molndr i sar.,
2002; Kim i sar., 2004; Cadar i sar., 2007; Szeredi i Szentirmai, 2008a; Wellenberg i
sar., 2010; Cheng i sar., 2011; Segales Joaquim, 2012). Prema novijoj Americkoj
klasifikaciji razli¢ita oboljenja za koja se smatra da su u uzro¢noj vezi sa PCV2
oznacavaju se kao: sistemska infekcija (kategorija u kojoj dominira PMWS
sindrom), zatim pneumonija, enteritis, i reproduktivne smetnje udruzene sa
PCV2, i sindrom PDNS udruzen sa PCV2 (Molndr i sar., 2007; Opriessnig i sar.,
2007; Madson i sar., 2009). Uloga PCV2 u patogenezi nabrojanih bolesti, osim
PMWS sindroma, nije u potpunosti razjaSnjena (Magar i sar., 2000; Chae, 2005).
Danas vlada misljenje da su PCVAD oboljenja multifaktorijalne
etiologije. Nadalje, poznato je da ne oboljeva svaka svinja koja je inficirana sa
PCV2. Faktori koji uti¢u na ishod infekcije sa PCV2 podeljeni su u ¢etiri grupe:
virus, domacin, koinfekcije i imunomodulacija (Opriessnig i sar., 2007).
Dokazano je da gnotobioti¢cna prasad inficirana isklju¢ivo sa PCV2, bez
promene uslova drzanja i prisutnih predisponirajuc¢ih faktora, ne pokazuju
klinicke znake oboljenja, ve¢ ostaju u subklini¢koj formi bolesti (Krakowka i sar.,

2000, 2002, 2003). Medutim, u slu¢ajevima kada se prasad inficirana sa PCV2
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koinficiraju sa parvovirusom, ili kada su ista parenteralno imunostimulisana,
bolest se klinicki razvija (Krakowka i sar., 2000, 2001, 2003; Kyriakis i sar., 2002). U
konvencionalnoj proizvodnji svinja PMWS sindrom se desto razvija i u
sluc¢ajevima kada su prasad tretirana vakcinama koje sadrze adjuvanse koji su
jaki imunostimulatori (Allan i sar., 2000; Krakowka i sar., 2001; Hoogland i sar.,
2006).

Obzirom da je PCV2 ubikvitaran u populacijama svinja, i da samo
njegovo prisustvo ne podrazumeva uvek i pojavu bolesti, Sorden je postavio tri
kriterijuma koja obavezno treba da budu ispunjena da bi se oboljenje definisalo
kao PMWS sindrom: pod 1) prisustvo klinickih simptoma kao $to su zaostajanje
u rastu, krzljanje, respiratorne smetnje; pod 2) prisustvo karakteristi¢nih tkivnih
lezija izazvanih sa PCV2 (deplecija limfocita, i/ili prisustvo mnogobrojnih
makrofaga koji zamenjuju iS¢ezle limfocite u folikulima limfati¢nog tkiva; i pod
3) prisustvo antigena ili genetskog materijala PCV2 u opisanoj tkivnoj leziji,
utvrden uz pomo¢ imunohistohemijske metode ili metode hibridizacije in situ
(Choi i Chae, 1999; Choi i sar., 2000; Sorden, 2000; Kim i Chae, 2001; Chae, 2004).

Cirkovirusi svinja (porcine circovirus, PCV) su pripadnici roda
Circovirus, familije Circoviridae. Familija Circoviridae podeljena je na tri roda:
Circovirus (Circo oznacava da virusni genom ima cirkularnu konformaciju),
Gyrovirus (Gyro je derivacija iz Grcke reci gyrus, $to oznacava "prsten" ili
"krug"), i Anellovirus. Rodu Circovirus pripadaju sledece vrste: cirkovirus svinja
1 (porcine circovirus 1, PCV1), cirkovirus svinja 2 (porcine circovirus 2, PCV2),
cirkovirus papagaja (beak and feather disease virus, BFDV), cirkovirus
kanarinaca, cirkovirus gusaka, cirkovirus golubova, cirkovirus zeba i cirkovirus
galebova. U rod Anellovirus spada TTV (Torque Teno Virus), koji perzistira kod
nekoliko vrsta domacih Zivotinja, a cesto je prisutan kod svinja obolele od
PMWS sindroma. Rodu Gyrovirus pripada samo jedna vrsta, CAV (chicken
anemia virus) (Todd i sar., 2005). Cirkovirusne infekcije raznih zivotinjskih vrsta

izazivaju promenljivi stepen deplecije limfocita iz kog razloga se smatraju
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virusima imunosupresivnog dejstva (Todd i sar.,, 2005). Cirkovirusi su usko
povezani sa biljnim virusima oznacenim kao Nanovirus. Filogenetskom
analizom je ustanovljena srodnost Cirkovirusa svinja sa biljnim Geminivirus-ima
(Meehan i sar., 1997; Niagro i sar., 1998). Postoji pretpostavka da je Cirkovirus
svinja nastao rekombinacijom biljnog nanovirusa i animalnog pikorna sli¢nog
virusa (Gibbs i Weiller., 1999). Cirkovirusi pripadaju najsitnijim DNK virusima.
Virion je jednolancana, cirkularna DNK negativnog polariteta, bez lipidnog
omotaca, dijametra 17 nm. Imaju sposobnost da se samostalno replikuju u
pojedinim celijama sisara, uz stvaranje intracelularnih inkluzionih telasaca
(Tischer i sar., 1982; Studdert, 1993; Mankertz i sar., 1997). DNK viriona
cirkovirusa sastavljena je od oko 1800 baza, koja ima Sest mesta za ocitavanje
(open reading frame, ORF). Virion nema lipidni omota¢, ve¢ je okruzen samo
slojem proteina koji ¢ini kapsid (Lukert i sar., 1995, Mankertz i sar., 1997; Hamel i
sar., 1998, Meehan i sar., 1998). Cirkovirusi imaju ikozaedralnu strukturu,
zahvaljujudéi kapsidnom omotacu koji je sacinjen od 60 proteinskih molekula
organizovanih u 12 pentamernih jedinica (Crowther i sar, 2003). Na osnovu
nukleotidne sekvence i patogenosti, identifikovana su dva genotipa cirkovirusa
svinja: cirkovirus svinja 1 (PCV1) i cirkovirus svinja 2 (PCV2) (Clark, 1996;
Harding, 1996; Meehan i sar., 1998). Novija ispitivanja govore u prilog postojanju
i treCeg genotipa, cirkovirus svinja PCV1/2a (Gagnon i sar., 2010). PCV1 se
smatra nepatogenim i ekonomski beznacajnim u svinjarskoj proizvodnji, jer se
javlja kod svega 0,1% svinja inficiranih cirkovirusima. Takode, malo se zna o
njegovoj epidemiologiji i raSirenosti po svetu. Rezultati nekih seroloskih
ispitivanja portvrduju njegovu rasirenost po celom svetu (Allan i Ellis, 2000;
Segales i Domingo, 2002). PCV1 je otkriven kao perzistentni kontaminent tkivne
Celijske kulture PK-15 (ATCCCCL31) svinjskog bubrega (Tischer i sar., 1974).
Nadalje, izolovan je iz vakcina namenjenih svinjama (Quintana i sar., 2006), i
preparata tripsina i pepsina poreklom od svinja koji se koriste na kulturama

¢elija (Fenaux i sar., 2004). Cesto prisustvo PCV1 kod svinja vakcinisanih sa
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zivim vakcinama nije iznenadujuci nalaz, obzirom da se te vakcine prave na
kulturama celija, za koje se zna da su cesto inficirane pomenutim virusom
(Quintana i sar., 2006). Ispitivanja potvrduju prisustvo PCV1 i u populacijama
divljih svinja (Tischer i sar., 1986; Tischer i sar., 1995, Csdigola i sar., 2008b).
Sekvencioniranjem izolata PCV1 ustanovljeno je da se njegov genetski materijal
sastoji od 1759 nukleotida (Meehan i sar., 1997; Hameli sar., 1998; Fenaux i sar.,
2000). PCV1 ne izaziva citopatogeni efekat na kulturama celija niti oboljenje
svinja, iako je ¢esto izolovan kod svinja (Tischer i sar., 1986; Allan i sar., 1995;
Krakowka i sar., 2000).

PCV2 se smatra virulentnim i patogenim za svinje, za razliku od PCV1
koji je avirulentan za svinje. Svinje su jedine farmske Zivotinje koje su
prijemcive za PCV2 koji je izolovan iz tkiva svinja obolelih od PMWS sindroma
u zemljama Evrope, Azije i Severne Amerike (Allan i sar., 1998; Ellis i sar., 1998;
Fenaux i sar., 2000). Prisustvo PCV2 je dokazano i u populacijama divljih svinja
(Ellis i sar., 2003; Vicente i sar., 2004; Ruiz-Fons i sar., 2006, 2008; Lipej i sar, 2007,
Sedlak i sar., 2008; Sofia i sar., 2008; Petrini i sar., 2009; Reiner i sar., 2010, 2011).
Ispitivanja nukleotidne sekvence PCV2 rezultirala su podelom u dve grupe:
PCV2 grupa 1 i PCV2 grupa 2. U PCV2 grupu 1 spadaju tri podgrupe ( PCV2
1A, 1B, 1C), dok u PCV2 grupu 2 spadaju pet podgrupa (PCV2 2A, 2B, 2C, 2D,
2E) (Olvera i sar., 2007). Kao rezultat istrazivanja Americ¢kih autora izolati su
svrstani u tri grupe: PCV2a, PCV2b i PCV2c (Gagnon i sar., 2008; Gagnon i sar.,
2010), gde PCV2a odgovara PCV2 grupi 2, PCVb odgovara PCV2 grupi 1, dok je
PCV2c grupa koja je sporadi¢no izolovana iz uzoraka skupljenih osamdesetih
godina. Novija ispitivanja potvrduju postojanje mutanata PCV2, nastalih
rekombinacijom prilikom koinfekcije svinja sa PCV2a i PCV2b, koji pokazuju
vecu virulentnost od genotipova od kojih su nastali. Kod ovih mutanata
neutralizaciona sposobnost antitela je znacajno slabija nego kod genotipova
PCV2a i PCV2b, sto moZe da predstavlja znacajan faktor virulencije

novonastalih formi PCV2 (Guo i sar., 2011). Sekvencioniranjem genetskog
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materijala PCV2 (Meehan i sar., 1998; Fenaux i sar., 2000; Larochelle i sar., 2002)
dokazana je velika razlika u nukleotidnom sastavu u odnosu na avirulentni
PCV1 (Hamel i sar., 1998). Poredenjem nukleotidnih sekvenci PCV1 (Mankertz i
sar., 1997; Meehan i sar., 1997) i PCV2 (Hamel i sar., 1998; Mankertz i sar., 2000)
ustanovljena je nukleotidna homologija manja od 80%. Genom PCV2 je
sastavljen od 1767 /1768 nukleotidne baze (Mechan i sar., 1997; Hamel i sar., 1998;
Fenaux i sar.,, 2000). lako je genetska organizacija slicna, treba napomenuti
razlike i sli¢nosti, pogotovo na mestu dve znacajne nukleotidne sekvence (ORF-
ovi) koji aktivno ucestvuju u virusnoj replikaciji, to su ORF1 i ORF2. Najveci
ORF je ORF1. U oba sluc¢aja, kod PCV1 i PCV2, ovaj lokus kodira Rep protein i
pokazuje 85% homologije. Ve¢i stepen varijacije je utvrden u sekvenci ORF2 pri
uporedivanju PCV1 i PCV2. Stepen homologije u ovom slucaju iznosi svega oko
65%. Ovo ukazuje da se pripadnost tipu PCV moZe odrediti na osnovu Cap
proteina. U vezi sa tom idejom, nekoliko tip-specificnih PCV epitopa je
identifikovano na ORF2 sekvenci pomocu specifi¢cne metode (synthetic peptide
scanning analysis) (Mahe i sar., 2000). ORF2 PCV2 sacinjen je od 702 ili 705
nukleotida. Utvrdene su znacajne razlike u nukleotidnim sekvencama ORF2
gena izmedu PCV2a i PCV2Db, te razlike se kre¢u izmedu 8,1 i 13,1% (Li i sar.,
2010). ORF2 kodira imunogeni kapsidni protein (Cap protein, Cap antigen),
molekulske mase 27.8 kDa, koji je opisan kao glavni strukturni protein virusne
partikule. Cap protein je varijabilni epitop sastavljen iz 233-234 aminokiseline
(Fenaux i sar., 2000; Knell i sar., 2005a) i predstavlja najimunogeniji virusni
antigen PCV2. Antitela koja se sintetiSu na ovaj virusni antigen imaju virus-
neutralizacionu aktivnost (Nawagitqul i sar., 2000; Cheung K., 2003; Liu i sar.,
2006). Ustanovljeno je pet imunoreaktivnih domena na Cap proteinu PCV2 i to:
B-121, B-132, B-133, B-146 i B-152. Te imunoreaktivne regije na PCV1 su: A-177,
A-188, A-189, A-202 i A-208. Znacajno je napomenuti da se nakon vestacke
imunizacije sa PCV2 javlja visoka serokonverzija na B-121, B-133 i B-146,

pogotovo na B-133. Protein B-133 se smatra seroloskim markerom kasne faze
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PCV2 infekcije nakon jedanaeste nedelje (Troung i sar.,, 2001; Liu i sar., 2006).
Lokalizacija Cap proteina poreklom od PCV2 je utvrdena indirektnom
imunofluorescencijom pomoc¢u anti-Cap protein antitela u PK15 celijskim
linjjama. Inficirane celije sa PCV2 su pokazivale nuklearnu fluorescenciju za
razliku od neinficiranih ¢elija (Liu i sar., 2001). Dokazano je da je N-terminalni
region Cap proteina (rezidua od 41 aminokiseline na N-terminalnom kraju)
zaduzen za zadrzavanje ovog proteina u jedru inficiranih celija. Delecijom ove
regije Cap protein se nalazi i izvan jedra u citoplazmi (Liu i sar., 2001). Kod
PCV2 opisan je i ORF3 gen, koji ne igra znacajnu ulogu u replikaciji virusa,
medutim ukljuen je u proces virusom indukovane apoptoze i smatra se
znacajnim faktorom u patogenezi PMWS sindroma. Produkt ORF3 gena je
OREF3 protein koji je uglavnom intranuklearno lokalizovan prilikom replikacije
virusa (Liu i sar., 2005). Poslednjih godina je PCV2b najucestalije izolovan PCV,
njegovo prisustvo je dokazano ¢ak u 89,3% PCV2 pozitivnih slucajeva (Gagnon i
sar., 2010).

Najnovija ispitivanja ukazuju na postojanje jedne dosad nepoznate
genomske varijante PCV. Naime, nakon virusne izolacije i sekvencioniranja
genoma doslo se do neocekivanog nalaza, utvrdeno je da je ovaj virus sastavljen
od ORF1 gena PCV1 i ORF2 gena PCV2a. Ovaj novi tip PCV, koji nosi naziv
PCV1/2a ili cirkovirus svinja tip 3 (PCV3) (naziv jo$ nije prihvaden od
medunarodnog naucnog komiteta), utvrden je u Kanadi kod 2,5% PCV
pozitivnih slucajeva. Istrazivad¢i su miSljenja da je ovaj novi tip PCV ili
poreklom od himer vakcine ¢ija se tehnologija bazira upravo na stvaranju
himera sastavljene od ORF1 PCV1 i ORF2 PCV2, ili da je nastao prirodnom
rekombinacijom PCV1 i PCV2a. Nukleotidni niz ovog novootkrivenog virusa
pokazuje 86,4%; 88,7%; 86,5% homologije sa PCV1; PCV2a i PCV2b (Gagnon i
sar., 2010).

PCV se u domadinu ponasa kao parazit. Prilikom umnozavanja koristi

njegove energetske i gradivne rezerve (Fan i sar., 2011). Za replikaciju je
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neophodno da jednolancani DNK genom PCV ude u ¢elijsko jedro. U jedru
dolazi do sinteze komplementarnog lanca i tako nastaje jedna prelazna forma
virusa sa duplim DNK lancem koja se zove replikativna forma (RPF), koja ima
dvolancanu strukturu. U celijskom jedru se deSava i transkripcija mRNK sa
ORF2 gena, koja nosi informaciju za sintezu Cap antigena (Finsterbusch i sar.,
2005). DNK virusa se replikuje pomoc¢u enzima celije domacina, tokom S-faze
¢elijskog ciklusa, koja se desava samo tokom mitoze (Allan i Elis, 2000). Mada
jos nije sa sigurnos¢u utvrdeno koje su primarne ¢elije za razmnoZavanje PCV2,
koris¢enjem genomske probe za dokazivanje replikativhe forme PCV2,
metodom hibridizacije in situ, dobijeni su pozitivni rezultati u epitelnim
¢elijama traheje, tubula bubrega i hepatocotima (Perez-Martin i sar., 2007).
Postoji pretpostavka da su razli¢iti genotipovi PCV2 odgovorni za
pojavu razlic¢itih oblika bolesti. Neka istraZivanja sugerisu da PCV2 i kod
slucajeva sa reproduktivnim smetnjama i kod PDNS-a mogu genotipski biti
razli¢iti od izolata PCV2 poreklom od svinja obolelih od PMWS sindroma
(Meehan i sar., 2001; O'Connor i sar., 2001). Svi izolati PCV2, poreklom od svinja
sa razli¢itim klinickim manifestacijama, su sekvencionirani i pokazuju visok
stepen homologije (90 do 96%). Mnogi autori piSu o razlikama genetskog
sastava PCV2 (Mechan i sar., 2001; O'Connor i sar., 2001; Choi i sar., 2002; Farnham
i sar., 2003; Lohse i sar., 2008; Olvera i sar., 2007; Gagnon i sar., 2008, 2010;
Krakowka i sar., 2012) ali zasad nije potpuno jasno koju znacajnost te male razlike
imaju. Kao rezultat 120 serijskih pasaza na celijskim kulturama doslo je do
mutacije patogenog PCV2, koja se ogleda u promeni dve aminokiseline u
kapsidnom proteinu i koja je rezultirala atenuiranjem patogenog virusa.
Novonastali atenuirani virus nije sposoban da izazove tako intenzivne
makroskopske i mikroskopske promene kao prvobitni divlji virus iz kojeg je
nastao (Fenaux i sar., 2004). O sli¢nim rezultatima, vezanim za promenu ORF2
gena i posledi¢ne promene virulencije, svedoce i druga ispitivanja (Guo i sar.,

2011; Krakowka i sar., 2012). Rezultati sekvencijskih analiza PCV2 izolovanih iz
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PCVAD sa sistemskim oblikom oboljenja i izolovanih kod jedinki bez klinicke
manifestacije bolesti ukazuju na veoma visok stepen homologije. Ova studija je
jos jedna potvrda da minimalna promena u genomu PCV2 moZe u znacajnoj
meri da utice na njegovu virulentvost. Sekvencioniranjem ORF1 i ORF2 gena
PCV2 utvrdeno je da postoje vece varijacije u sastavu nukleotida ORF2 gena u
odnosu na ORF1 gen (Fenaux i sar., 2000.; Hamel i sar., 2000; Mankertz i sar.,
2000). Po rezultatima analize sekvencioniranja ORF1 i ORF2 gena PCV2 obim
varijacije nukleotida je visi kod ORF2 (90 do 100% homologije) nego kod ORF1
(97 do 100% homologije) (Fenaux i sar., 2000; Hamel i sar., 2000; Mankertz i sar.,
2000). ORF2 gen kodira glavni strukturni protein virusnog kapsida (Cap
antigen). Promene u ORF2 genu mozda mogu da budu veza izmedu varijacije
Cap antigena i patogenosti PCV2 (Nawagitqul i sar., 2000; Lohse i sar., 2008).
Utvrdene su tri velike regije u sastavu Cap proteina koje pokazuju
aminokiselinsku heterogenost izmedu izolovanih sojeva PCV2: aminokiselinska
regija 59-80, 121-136 i 180-191. Interesantno je da se dve od tri navedene regije
(59-80 i 121-136) poklapaju sa imunodominantnim domenima (65-87 i 113-147),
utvrdenim pomocu Pepscan analize uradene na genima, uklju¢ujuc¢i i ORF2
(Mahe i sar., 2000). Ove imunodominantne regije Cap antigena PCV2 izloZene su
selektivnom dejstvu imunog sistema i mogu predstavljati bitha mesta u
nastanku razli¢itih varijanti PCV2 (Larochelle i sar., 2002; Lohse i sar., 2008).
Modifikacije virusnog kapsida mogu da rezultuju izmenom determinanti i
samim tim se menja i tkivni tropizam ili interakcija domacin-virus. Na
patogenezu i klinicku manifestaciju infekcije PCV2 uti¢u i neke osobine samog
domacina, kao $to su uzrast, otpornost, itd. (Mankertz i sar., 2000).

Kao sto je pomenuto, danas su poznata dva genotipa PCV2. PCV2a, koji
raspolaze duzim genomom, i PCV2b koji ima krac¢i genom. Do 2003. godine u
Zapadnoj Evropi, i do 2005. godine u Severnoj Americi prevladavao je genotip
PCV2a. Novija epizotioloska istraZzivanja pokazuju da sada PCV2b prevladava

u celom svetu (Opriessnig i sar., 2007; Li i sar., 2010).
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PCV2 izolovani na razli¢itim lokalitetima Sirom sveta pokazuju izuzetno
visok stepen homologije medu sobom, ¢ak do 96%, dok za neke izolate PCV1
stepen homologije iznosi 62%. Koris¢enjem monoklonskih i poliklonskih
antitela svi izolati PCV2 iz obolelih svinja od PMWS sindroma pokazuju
antigensku homologiju (Allan i sar., 1999).

Filogenetska analiza izolata PCV2 sa teritorije bivse Jugoslavije ukazuje
na visok stepen genetske sli¢nosti, pa i potpune identi¢nosti sa izolatima PCV2
u Francuskoj, Holandiji, Engleskoj i Kini, takode je dokazano da svi oni
pritadaju subtipu PCV2b (Toplak i sar., 2003).

Od PMWS sindroma najc¢esc¢e obolevaju prasad u starosi od Sest do 14
nedelja, a mogu i do dvadesete nedelje starosti. Retko obolevaju prasad na sisi.
Pojava bolesti je uglavhom vezana za period zalucenja, zato naziv ovog
oboljenja nosi akronim PMWS (postweaning multisystemic wasting syndrome)
multisistemski sindrom krZljanja zalucene prasadi. Morbiditet kod PMWS
sindroma je 3 do 50%. Mortalitet moZze da dostigne ¢ak 80%. Otpornost prasadi
zavisi i od opsteg zdravstvenog stanja zapata. Generalno, ako je zdravstveno
stanje zapata na vedem nivou, teze ¢e doc¢i do oboljevanja. Prasad se mogu
inficirati intrauterino ili postnatalno. Maternalni imunitet jedno vreme moze da
zastiti prasad od infekcije. Oboljenje se ¢esto javlja kod jedinki koje nemaju ili
imaju nizak nivo maternalnih antitela. Krmace i nazimad ne obolevaju klini¢ki
od PMWS sindroma, kod njih se srecu kasni abortusi (SAMS) kao cest nalaz
prilikom PCV2 infekcije. Virus ¢esto dovodi do mumifikacije fetusa. (Kennedy i
sar., 2000; Pensaert i sar., 2004).

U zarazenim zapatima 100% svinja do kraja tova moZe da ima
serokonverziiju na PCV2. Oboljenje moZe da perzistira u zapatu vise meseci,
uglavnom od cetiri do 18 meseci, ili duze. Dokazano je da kod prasadi PCV2
moze perzistirati u nosnoj Supljini bez viremije i pojave klini¢kih simptoma, ali

nije dokazano da li se virus u nosnoj duplji replikuje (Segales i sar., 2003).
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PCV2 je veoma malih dimenzija i izuzetno je otporan na visoke
temperature. MoZe da preZivi na temperaturi od 70°C do 15 minuta. Rezistentan
je na veéinu dezinficijenasa. Virkon S u 1% rastvoru i 2% NaOH su se pokazali
kao efikasni dezinficijensi. PCV2 se dobro odrzava i raste na c¢itavom nizu
celijskih linija poreklom od svinja. U spoljasnjoj sredini dugo prezivljava i
mesecima zadrZava virulenciju (Ellis i sar., 1998).

Virus se u prirodnim uslovima $iri vertikalno i horizontalno (Rose i sar.,
2011). Horizontalno Sirenje podrazumeva da se virus izluc¢uje iz inficirane
jedinke i direktno ili indirektno prenosi na ostale zdrave jedinke (Tischer, 1995;
Pensaert i sar., 2004). PCV2 moze duZe vreme da perzistira u organizmu svinje,
ponekad i do Sest meseci. Inficirane svinje izlu¢uju virus svojim sekretima i
ekskretima. Do inficiranja dolazi nazalnim i peroralnim putem (Yang i sar., 2003;
Segales i sar., 2005). Virus je dokazan u nosnom iscetku, traheobronhijalnom
sadrzaju, fecesu, urinu, semenoj tecnosti, kako kod klini¢ki, tako i kod
subklini¢ki inficiranih svinja (Shibata i sar., 2003; Mateusen i sar., 2004; Segales i
sar., 2005). Inficirani nerastovi mogu izlucivati PCV2 spermom i do Sest nedelja,
Sto opravdava pretpostavku da se koitalno i vestackom inseminacijom moZe
siriti virus (Larochelle i sar., 2000; Segales i sar., 2003; Pensaert i sar., 2004; McIntosh
i sar., 2006). Sirenje na ostale svinje moZe biti i indirektno. Oprema i vozila koja
se ne dezinfikuju adekvatno mogu da budu izvor virusa. Stajnjak je takode
izvor zaraze. Divlje svinje se smatraju mogudéim izvorom zaraze, obzirom da u
viremic¢noj fazi izluc¢uju virus (Ruiz-Fons i sar., 2006, 2008; Reiner i sar., 2011).
Malo je saznanja o infekciji, replikaciji i prenoSenju PCV2 u drugim vrstama
osim svinja. Grupa Madarskih autora ispitala je moguénost zarazavanja miseva
sa PCV2, i prenoSenje virusa prirodnim putem sa vestacki inficiranih miseva na
zdrave miSeve. Njihovi rezultati potvrduju da se virus moze preneti sa vestacki
inficiranih miSeva na neinficirane miSeve prirodnim putem preko njihovih
ekskreta. Takode dolazi do umnozavanja PCV2 u prirodno inficiranim

miSevima koji ne pokazuju znakove oboljenja ali postaju rezervoari virusa i
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moguci izvori za zarazavanje svinja preko svojih ekskreta. Obzirom da glodari
direktnim ili indirektnim putem dolaze u kontakt sa domacéim i divljim
svinjama, oni se mogu smatrati znacajnim vektorima Sirenja PCV2 u polulaciji
domacih i divljih svinja. (Csdgola i sar., 2008a).

Vertikalna transmisija je u stvari transplacentalno $irenje virusa sa majke
na plod. Transplacentalna infekcija kod svinja je moguca kod vise virusnih
oboljenja, kao $to su bolesti izazvane: virusom klasi¢ne kuge svinja (KKSV),
virusom svinjskog reproduktivnog respiratornog sindroma (PRRSV), parvo
virusom svinja (PPV), entero virusom svinja (PEV), virusom Aujeszky bolesti
(ADV). Kod svih navedenih virusnih infekcija transplacentalna transmisija je
posledica infekcije majke koja je imala viremiju. Mehanizmi pomoc¢u kojih virus
prolazi placentalnu barijeru je slabo poznat. Viremija je klju¢na tac¢ka u procesu
vertikalne transmisije virusa sa majke na plod. Ovo moze da se desi kada su
virusi slobodni u krvnoj plazmi ili kada su virusi pripojeni za Ccelije
mononuklearnog sistema periferne krvi. PEV, PPV, PRRSV slobodno cirkulisu
u krvnoj plazmi. Kada je visoka koncentracija virusnih cestica i dugo traje
viremi¢na faza, postoji mogucénost da pomocu fetoplacentalnog krvotoka
prodru u fetus, narocito u zadnjem trimestru graviditeta kada je cirkulacija
veoma intenzivna. Ako je majka imuna, nakon vakcinacije, ova verovatnoca je
manja jer antitela neutraliSu cirkuliSuce virusne cestice. U slucaju virusa koji
uglavnom cirkuli$u pripojeni za celije krvi (ADV i KKSV) a rede se nalaze
slobodni u krvnoj plazmi, patogeneza je drugacija. Ovi virusi mogu da prodru
u Celije mononuklearne loze periferne krvi majke. Neki od njih mogu da se
replikuju u ovim delijama koji Stite infektivne virusne cestice u krvotoku. Ovi
virusi zatim mogu direktno, meducelijskim kontaktima nastaviti svoj put kroz
placentalnu barijeru u fetus, bez kontakta sa efektorskim komponentama
humoralnog imuniteta. Specifi¢na antitela nisu u stanju da prepoznaju ovako
maskirane viruse. Za razliku od inaktivisanih vakcina koje prevashodno daju

humoralni imuni odgovor, Zive atenuirane vakcine stimulisu i celijski imuni
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odgovor. Celijski posredovana imuna reakcija moZe da igra vaznu ulogu u
prenosivih virusa (West i sar., 1999; Ladekjaer i sar., 2001a; Mateusen i sar., 2004;
Pensaert i sar., 2004). U sluc¢aju PCV2 viremija je prevashodno vezana za celiju.
Razli¢iti izolati PCV2 mogu pokazati razli¢itu invazivnost u pogledu
sposobnosti za prolazak kroz placentalnu barijeru i indukuju fetopatogenost
(Mateusen i sar., 2004; Pensaert i sar., 2004). Sperma nerasta takode moze da bude
izvor infekcije (Larochelle i sar., 2000; Kim i sar., 2003c). Ispitivanja su dokazala da
vestacka oplodnja SPF nazimica sa inficiranom spermom nerasta, u kojoj je PCR
analizom utvrdeno prisustvo PCV2, dovodi do opstanka virusa intrauterino i
do njegovog umnozavanja u tkivima fetusa. Ova ispitivanja potvrduju da
sperma inficiranih nerastova moze da bude izvor infekcije embriona ili fetusa
(Larochelle i sar., 2000). Plod je prijem¢iv za PCV2 ve¢ u ranom stadijumu
razvi¢a. Dokazano je da zona pelucida stiti plod od infekcije. Medutim, daljim
razvojem embriona ona postaje prijemciva za virus. Kada se u vestackim
uslovima ukloni zona pelucida i izvrsi vestacka infekcija virus se moze
detektovati u embrionu 48 sati nakon vestacke infekcije. U slucaju kada je zona
pelucida intaktna 48 sati nakon infekcije PCV2 nije naden u embrionu, ve¢ je
detektovan na povrsini zone pelucide, $to dokazuje da je zona pelucida efikasna
prirodna, zastitna barijera od PCV2 u ranoj fazi embrionalnog razvi¢a (Mateusen
isar., 2004).

Priroda histopatoloskih lezija ukazuje na to da je monocitno/ makrofagna
infiltracija u raznim tkivima verovatno klju¢na tacka u patogenezi i progresiji
PMWS sindroma. U slucaju infekcije sa PCV2 dominira viremija, gde su virusne
Cestice pripojene za mononuklearne celije periferne krvi. Slobodna viremija
podrazumeva nalaz slobodnih virusnih éestica u krvnoj plazmi i redi je nalaz
kod infekcije sa PCV2 (Pensaert i sar., 2004). Celije monocitno/ makrofagne loze,
ukljucujudi i alveolarne makrofage i dendriti¢ne celije, najprijemcivije su ciljne

¢elije za PCV2 (McNeilly i sar., 1996). Esencijalnu ulogu u patogenezi
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granulomatoznog zapaljenja kod prasadi obolelih od PMWS sindroma
verovatno ima hemoatraktantni protein (MCP-1) poreklom iz monocita. Nije
potpuno jasno koji je mehanizam nastanka granulomatozne reakcije
prouzrokovane sa PCV2. Veza izmedu ekspresije MCP-1 i PCV2 je ispitivana u
limfnim c¢vorovima. Hibridizacijom in situ na isecima limfnih ¢&vorova,
poreklom od svinja obolelih od PMWS sindroma, utvrdeno je da u PCV2
pozitivnim celijama postoji visok sadrzaj MCP-1 (Kim i Chae, 2003).
Mononuklearne celije regulisu ekspresiju MCP-1 kao odgovor na prisustvo
PCV2, dakle i sam PCV2 verovatno ima veoma vaznu ulogu u inicijaciji
granulomatoznog zapaljenja. Prisutne makrofage, epiteloidne i multijedarne
dzinovske celije mogu imati ulogu u daljem nagomilavanju mononuklearnih
¢elija na mestu granulomatoznog zapaljenja, verovatno preko produkcije MCP-
1. Dokazano je da makrofagi pre svega proizvode MCP-1. Ekspresija MCP-1 od
strane makrofaga je vaZzan momenat u inicijaciji nagomilavanja monocita. Na
mestu PCV2 infekcije, monociti izasli iz krvnih sudova i makrofagi se aktiviraju
i luce MCP-1 koji uslovljava dalje nagomilavanje monocita na mestu
zapaljenske reakcije. Visejedarne dzinovske celije prisutne na mestu zapaljenja
su visokostimulisani makrofagi i oni su u poslednjem stadijumu diferencijacije,
stvaraju vise produkata a sposobni su i za sintezu MCP-1 (Kim i Chae, 2003; Tsai
i sar., 2010).

Alveolarne makrofage su veoma vazne celije u odbrani plu¢nog tkiva od
raznih patogenih uzroc¢nika. Pretpostavlja se da je infekcija pluca oportunim
patogenim uzroc¢nicima kod PMWS sindroma posledica imunosupresije. PCV2
dovodi do disregulacije ekspresije MHC II receptora makrofaga i onemogucuje
njegovu interakciju sa T i B limfocitima i njihovu proliferaciju (McNeilly i sar.,
1996). Virusni antigen se moze lako dokazati u citoplazmi alveolarnih
makrofaga, inficiranih sa PCV2 ali ne izaziva ¢elijsku smrt i nije uocena virusna
replikacija u njima (Chang i sar., 2005). To zapazanje govori da Ccelije

monocitno/ makrofagnog sistema mogu biti rezervoari virusa i ucestvovati u
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njihovoj diseminaciji. Virusni antigen se nalazi u citoplazmi inficirane éelije, Sto
ukazuje na to da PCV2 ulazi u ¢eliju endocitozom ili fagocitozom (Vincent i sar.,
2003; Chang i sar., 2005). PCV2 sam moZze da dovede do ostecenja funkcije
inficiranih celija, sto se ogleda u smanjenju sposobnosti celija za fagocitozu,
redukciji mikrobicidne sposobnosti i poremecaju stvaranja citokina. Inficirani
alveolarni makrofagi nisu delotvorni u stvaranju slobodnih kiseonikovih
radikala, samim tim smanjena je njihova sposobnost da ubiju mikroorganizme
(Chang i sar., 2006). Funkcionalno ostecenje alveolarnih makrofaga sa PCV2
moze da rezultuje veCom prijemcivoscu za sekundarne infekcije. Kod svinja sa
PMWS sindromom ustanovljena je povecana ekspresija mRNK za neke citokine
kao sto su: MIP-1, MCP-1, IL-1-8, IL-8, TNF-a, G-CSF u limfati¢nom tkivu (Kim i
Chae, 2004; Darwich i sar., 2003b) i mononuklearnim celijama periferne krvi
(Darwich i sar., 2003a). Ovo je potvrda znacaja navedenih citokina u razvoju
granulomatoznog limfadenitisa i nagomilavanja makrofaga i ostalih celijskih
elemenata u tkivu inficiranom sa PCV2. Nema drugih virusa koji indukuju
slicne lezije, stoga granulomatozno zapaljenje u slucaju PMWS sindroma ¢ini
vazan zivotinjski model za istrazivanje, ne samo mehanizma nastanka
granulomatoznog zapaljenja, ve¢ i za in vivo ulogu hemokina u zapaljenskoj
reakciji. Povedana koncentracija TNF-o moze da dovede do povecanja
temperature i respiratornog distresa kod svinja inficiranih sa PCV2 (Albina i sar.,
2001; Rovira i sar., 2002).

Dendriti¢ne celije igraju klju¢nu ulogu u imunoloskim reakcijama i u
imunom odgovoru na virusne infekcije. Dendriti¢ne celije su grupa antigen
prezentujucih celija koje se nalaze u kozi, sluznicama i krvi, i na taj na¢in veoma
rano nailaze na viruse koji invadiraju organizam. PCV2 se ve¢ u ranim fazama
infekcije pojavljuje u dendriti¢nim celijama. Dendriticne celije se ponasaju kao
senzori opasnosti, hvataju antigene i migriraju do regionalnih limfnih ¢vorova i
limfaticnog tkiva gde mogu da aktiviraju naivne T limfocite ili ,podsete”

antigen specifi‘ne memorijske T limfocite. Nema dokaza da se PCV2 moze
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umnoZzavati u dendritiénim celijama ali je dokazano da perzistira u njihovoj
citoplazmi, i ne gubi nista od infektivnosti. Monoklonskim antitelima na Cap
antigen PCV2 utvrdeno je da se virus u najvecoj kolicini lokalizuje u citoplazmi
blizu celijske membrane i da je u kontaktu sa perifernim mikrotubulama
inficiranih celija. Nekada se javlja i u vidu citoplazmatskih inkluzija. Virusni
antigen u ovim dcelijama nije detektovan u ¢elijskom jedru. Prisustvo PCV2 u
dendriticnim celijama ne dovodi do apoptoze ovih C¢elija. Zbog velike
migratorne aktivnosti dendriti¢nih ¢elija smatra se da one igraju veoma vaznu
ulogu kao transporteri u diseminaciji virusa po organizmu, a samim tim i u
patogenezi ove bolesti. Nije potpuno jasno kako ove celije otpustaju virus.
Postoji pretpostavka da virus egzocitozom napusta celiju ili ,curi” iz celije.
Prisustvo PCV2 u dendriticnim celijjama ne dovodi do znacajne promene u
ekspresiji MHC I i MHC II antigena. Dendriti¢ne celije prezentuju antigen
pomocu svojih MHC receptora na celijskoj membrani T helper limfocitima.
Interakcija inficiranih dendriticnih celija sa T limfocitima ne indukuje
replikaciju virusa u dendriticnim celijama. Dokazano je i da se virus iz
dendriti¢nih celija ne prenosi na T limfocite prilikom njihovog direktnog
kontakta (Vincent i sar., 2003).

Smatra se da je deplecija limfocita u limfaticnom tkivu
najkarakteristicnija histoloska lezija kod PMWS sindroma, i ogleda se u
relativnhom povecanju medularnog dela limfnog c¢vora, zbog progresivnog
gubitka limfocita folikularne i interfolikularne zone. Deplecije limfocita uoc¢ena
u zadnjem stadijumu PMWS sindroma znatno slabi funkciju limfnog ¢vora jer
se gube efektorske celije odbrambenog sistema (Segales i Domingo, 2002).
Podeljena su misljenja u pogledu nastajanja deplecije limfocita koja se, pre
svega, odnosi na B limfocite folikula i T limfocite parakorteksa i
perifolikularnog (interfolikularnog) limfati¢nog tkiva. PCV2 izaziva apoptozu B
limfocita dovodeéi tako do drasticne deplecije B limfocita i sistemske

imunosupresije kod svinja (Shibahara i sar., 2000). Ve¢ina drugih autora smatra
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da je smanjen obim celijske proliferacije pri normalnom broju apoptoze faktor
zbog kojeg dolazi do deplecije limfocita u limfaticnom tkivu obolelih svinja
(Mandriol i sar., 2004). Obilna imunoloska depresija izazvana sa PCV2 moze da
se objasni znacajnim opadanjem proliferacije imunih celija nakon smanjene ili
izostale produkcije faktora rasta za imune celije (Sarli i sar., 2001). Apoptoza je
aktivni fizioloski proces u regulaciji populacije raznih celija, koja se karakterise
specificnim morfoloskim i biohemijskim promenama. Razni signali unutar celije
ili signali poreklom van celije mogu aktivirati biohemijske reakcije u ¢eliji koja
rezultira apoptozom. U ovaj sloZeni proces su ukljueni cistein proteinaze,
enzimi iz familije kaspaza, koji igraju klju¢nu ulogu u procesu apoptoze.
(Salvesen i Dixit, 1997; Roulston i sar., 1999). Mnogi virusi uklju¢uju apoptozu
¢elije domacina kao deo njihovog zivotnog ciklusa. S druge strane, apoptoza
moZze da bude znacajan mehanizam otpustanja i diseminacije virusnih cestica
nastalih u ¢eliji domacdina i na taj na¢in se smanjuje zapaljenska reakcija
organizma ili sam imuni odgovor na virus (Roulston i sar., 1999). Trazedi
odgovor na pitanje kako dolazi do deplecije limfocita tokom infekcije sa PCV2
utvrdemo je da ORF3 gen ima znac¢ajnu ulogu u ovom procesu, $to je dokazano
u eksperimentalnim uslovima. Klonirani su PCV2 kojima je delecijom izbacen
gen za ORF3 protein (ORF3 gen) i ovi virusi su se i dalje nesmetano replikovali
bez citopatogenog efekta i znacajno manje su indukovali apoptozu. U éelijama
inficiranim nemodifikovanim virusom javljaju se citopatogeni efekti i apoptoza
u ve¢em procentu. Nadalje, dokazano je da je u proces apoptoze indukovanog
ORF3 proteinom uklju¢en sistem kaspaza. U celijama inficiranim mutiranim
PCV2, kome je delecijom uklonjem ORF3 gen, nije se povecao nivo kaspaze-8 i
kaspaze-3 i apoptotske celije su bile mnogo rede. Ova grupa autora je na
osnovu svojih rezultata postavila teoriju da je ORF3 protein klju¢ni faktor u
patogenezi PCV2 infekcije jer moze da indukuje apoptozu u inficiranim
¢elijama tako Sto aktivira enzime apoptoze, tj. kaspazu-8 i kaspazu-3 (Liu i sar.,

2005; Sinha et al., 2012).
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S druge strane, neki eksperimenti za procenu stepena proliferativne
aktivnosti i apoptoze, kao mogucée mehanizme u patogenezi Celijske deplecije u
limfnim ¢vorovima svinja obolelih od PMWS sindroma, pokazali su smanjen
stepen proliferativne aktivnosti i nepromenjen apoptoticki indeks c¢ime je
isklju¢ena mogucénost nastanka deplecije limfocita apoptozom (Mandrioli i sar.,
2004).

Odnos izmedu PCV2 i ¢elija koje su uklju¢ene u imuni odgovor razlicit je
na pocetku i na kraju bolesti. Nekoliko eksperimentalnih modela PMWS
sindroma (Allan i sar., 2000; Kennedy i sar., 2000; Krakowka i sar., 2002, 2003)
ukazuju na to da je broj aktiviranih makrofaga inicijalni faktor za razvoj PMWS
sindroma. U perifernoj krvi PMWS prasadi javlja se povecan broj cirkuliSuc¢ih
monocita, dok je broj T limfocita (pre svega CD8+ i CD4+/CD8+) i B limfocita
smanjen u odnosu na zdravu prasad (Segales i sar., 2001; Darwich i sar., 2002,
2004; Nielsen i sar., 2003; Tsai i sar., 2010). Hematoloskom analizom PCV2
inficiranih prasadi, koja pokazuju simptome PMWS sindroma, utvrdena je
limfopenija koja se karakteriSe smanjenim brojem CD3+ CD4+ CD8-
memorijskih Th éelija, CD3+ CD4+ CD8- naivnih Th ¢elija, CD3+ CD4- CD8+ Tc
¢elija i CD3+ CD4- CD8- y0TCR+ T limfocita (Nielsen i sar., 2003). Uloga PCV2 u
nastanku limfopenije je potvrdena u eksperimentima sa modifikovanim PCV2
(mPCV2). Vestacka infekcija mPCV2 nije izazvala uocljivu redukciju CD4+,
CD8+ i CD4+/CD8+ T limfocita u perifernoj krvi. Rezultati istih autora govore
u prilog tome da je modifikovani virus izazvao mnogo jaci imuni odgovor. To
se ogleda u vecem titru antitela na Cap protein u serumu, u odnosu na infekciju
sa divljim virusom, koji je pored niZe serokonverzije izazvao i signifikantno
smanjenje nivoa T limfocita periferne krvi (Liu i sar, 2006).
Imunohistohemijskim ispitivanjima je utvrdena redukcija broja ili potpuni
gubitak B limfocita u limfatiécnom tkivu prasadi obolelih od PMWS sindroma
(Shibahara i sar.,, 2000; Sarli i sar., 2001). U kortikalnom i parakortikalnom

predelu limfaticnog tkiva uocena je redukcija broja T limfocita (CD3+) i

: 24 :



ceereeernernseneernssnsennsensennennsennnneeoiogled literature
povecanje broja mononuklearnih-fagocitnih ¢celija. Broj interfolikularnih
dendriti¢nih celija takode je smanjen. Dokazana je peritrabekularna i
subkapsularna infiltracija makrofagima. Sve ove promene idu u prilog misljenju
da je viSse mehanizama ukljueno u imunosupresivno dejstvo PCV2,
prvenstveno smanjena sposobnost antigene prezentacije i redukcija broja Bi T
limfocita (Sarli i sar., 2001; Chiannini i sar., 2001; Mandrioli i sar., 2004, 2006).

Do danas se veoma malo zna o replikaciji PCV2 in vivo. Virusni genetski
materijal je naj¢es¢e dokazan u zrelim ¢elijama monocito-makrofagnog sistema.
Ove Ccelije su dugoZzivece migratorne celije koje igraju vaznu ulogu u
diseminaciji virusa u organizmu. S obzirom da imaju veoma nisku mitotsku
aktivnost ne mogu imati glavnu ulogu u umnozavanju virusa, §to ne iskljucuje
njihov znacaj u patogenezi PMWS sindroma i uc¢esée u diseminaciji virusa u
organizmu (Segales i sar., 2005). Medutim, najnovija istrazivanja ukazuju na
mogucnost replikacije PCV2 u makrofagima u ranoj fazi infekcije, pre razvoja
klini¢kih simptoma i patomorfoloskih promena (Perez-Martin i sar., 2007; Yu i
sar., 2007).

Prisustvo virusnog genoma ili virusnog antigena u tkivima i pojedinim
¢elijama ne mora da znaci i njihovo umnozavanje. Od ranije je poznato da se
virusni genetski materijal prilikom replikacije nalazi u ¢éelijskom jedru u obliku
dvolanc¢ane DNK koji se jo$ naziva i replikaciona forma (RF). Danas je moguce
obojiti replikujuci PCV2. Tako je isti dokazan u limfocitima, epitelnim ¢elijama
tonzila, epitelnim ¢elijama bronhija i bronhiola, epitelnim celijama bronhijalnih
zlezda, pneumocitima, retkim makrofagima limfnih ¢vorova, hepatocitima,
tubulocitima, endotelnim Cdelijama, epitelnim Cdelijama Zeluda¢nih zlezda,
epitelnim ¢elijama debelog creva i ¢elijama egzokrinog pankreasa (Perez-Martin
i sar., 2007).

Ispitivanje nivoa DNK i Cap mRNK za PCV2 u raznim tkivima posle
infekcije potvrdilo je da se najveci stepen umnozavanja virusa dogada izmedu

sedmog i 15-og dana posle infekcije. Nivo DNK i Cap mRNK za PCV2 je najveci
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u bronhijalnom limfnom ¢voru, zatim u plu¢ima i tonzilama 10-og dana posle
infekcije. Od 15-og dana posle infekcije uvecava se i u drugim limfnim
¢vorovima, slezini, jetri i bubrezima. Nivo Cap mRNK smanjuje se u svim
tkivima oko 20-og dana posle infekcije. Nadalje, dokazano je da se u ranoj fazi
infekcije PCV2 umnoZzava i u alveolarnim makrofagima pluca, u kojima je ve¢
treceg dana infekcije detektovano prisustvo Cap mRNK. Nalaz Cap mRNK za
PCV2 u cirkuliSué¢im T i B limfocitima ukazuje da su oni ukljuc¢eni u replikaciju
virusa u ranom periodu infekcije i da sluze za raznoSenje virusa po organizmu.
Za razliku od monocita/makrofaga, limfociti periferne krvi i oni u limfnim
¢vorovima mogu se smatrati primarnim mestima virusne replikacije u ranoj fazi
infekcije (Yu i sar., 2007).

Dijagnostika cirkovirusnih infekcija kod svinja ne razlikuje se od
dijagnostike kod drugih vrsta, i bazira na detekciji virusa u kulturi tkiva, PCR
analizi, imunohistohemiji, hibridizaciji in situ, ili dokazu antitela u krvnom
serumu. S obzirom da se PCV2 u visokom procentu moZze detektovati i u
zdravim zapatima svinja njegovo prisustvo nije dovoljan dokaz da bi se
potvrdila dijagnoza PMWS sindroma (Allan i Ellis, 2000; Kim i sar., 2001). 1z tog
razloga, dijagnoza mora da obuhvati prisustvo klinickih simptoma-krzljanje,
prisustvo karakteristiénih histopatoloskih lezija u limfaticnom sistemu i
prisustvo antigena i/ili genoma PCV2 unutar leziija (Chae, 2004). Ova tri
kriterijuma ponaosob ne potvrduju PMWS sindrom. Iz razloga sto je klinicka
simptomatologija ove bolesti nespecificna i Sarolika, prisustvo genoma ili
kapsidnog antigena PCV2 u limati¢cnom tkivu (Choi i Chae, 1999; Choi i sar., 2000;
Sorden, 2000; Kim i Chae, 2001), zajedno sa deplecijom limfocita i/ili
granulomatoznim limfadenitisom uzeti su kao kriterijum za dijagnozu (Sorden,
2000; Chae, 2004). Procenat svinja kod kojih su jasno izrazena sva tri spomenuta
kriterijuma razlikuje se od slu¢aja do slu¢aja. Cesto se desava, medutim, da se u
hroni¢cnom toku bolesti javlja izuzetno slaba histopatoloska promena sa

mestimi¢no prisutnom i niskom koncentracijom PCV2 u limfaticnom tkivu.
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Najintenzivnije makroskopske i mikroskopske lezije, uz prisustvo PCV2 u
promenama, dokazane su u limfaticnom tkivu svinja u prvoj nedelji klinickog
oboljenja (Segales i sar., 2004). Alternativno, kao pomo¢ prilikom postavljanja
dijagnoze moZe da posluzi utvrdivanje nivoa virusa u sveZem tkivu,
formalinom fiksiranom i u parafinu konzerviranom tkivu, ili u krvnom serumu,
raznim metodama kvantitativne PCR tehnike. Naime, ispitivanja su dokazala
da subklinic¢ki inficirane jedinke imaju manje od 10° genomskih jedinica PCV2
po mililitru krvnog seruma ili po 500 ng DNK tkiva, dok prasad sa klini¢kim
simptomima PMWS sindroma imaju viSe od 107 genomskih jedinica PCV2, a
mogu dostiéi i 1012 genomskih jedinica u mililitru krvnog seruma ili u 500 ng
DNK tkiva. Rezultati ispitivanja pokazuju strogu korelaciju izmedu koli¢ine
virusa i izrazenosti patoloskih promena kod PMWS sindroma (Brounborg i sar.,
2004; Balint i sar., 2009 ).

Infekcije svinja sa cirkovirusom tip 2 klinicki se manifestuju u formi
sindroma krZljanja zalucene prasadi (PMWS), dermatitis-nefropatija sindroma
(PDNS), reproduktivne smetnje krmaca i nazimadi (SAMS-sow abortion
mortality syndrome), kompleksa respiratornih poremecaja (PRCD),
granulomatoznog enteritisa, nekroticnog limfadenitisa, eksudativnog
epidermitisa i kongenitalnog tremora prasadi. Uloga PCV2 u razvoju navedenih
sindroma, izuzev u slu¢aju PMWS i PRCD, jo$ nije sa sigurnos¢u utvrdena
(Chae, 2005).

PMWS sindrom se prevashodno javlja kod prasadi uzrasta izmedu 25-og
i 120-og dana starosti, uglavnom izmedu 60-og i 80-og dana (Kim i sar., 2002).
Klini¢ki znaci su nespecifi¢ni i variraju. Kod zaluc¢ene prasadi, PMWS sindrom
se najcesce karakteriSe progresivnim krZljanjem, uglavnom sa respiratornim
smetnjama, dijarejom, bledilom koZe i/ili Zuticom. Postoji Sest fundamentalnih
simptoma koji sacinjavaju bazu za preliminarnu klinicku dijagnozu PMWS
sindroma. Po redosledu ucestalosti javljaju se: krZljanje, dispneja, uvecéani limfni

¢vorovi, dijareja, bledilo koZe i ponekad Zzutica (Harding i Clark, 1997; Harding i
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sar., 1998; Harms, 1999; lveti¢ i sar., 2002, 2003, 2004). Umereno povecanje telesne
temperature 40.6 do 41.1 °C moZze da se javi prilikom infekcije (Balasch i sar.,
1999). Blag konjuktivitis sa slabo do jako izraZzenim krmeljenjem ucestala je
pojava. Obolela prasad su mrSava, sa grubom nakostreSenom dlakom,
nezainteresovana za okolinu, ¢esto sa oborenom glavom na dole (Iveti¢ i sar.,
2002, 2003). Periferni limfni ¢vorovi su uvecani (Iveti¢ i sar., 2004). Treba
napomenuti da nisu svi znaci bolesti prisutni kod jednog obolelog praseta.
Medutim, na zaraZenoj farmi se mogu nadi svi simptomi, mozda ne u isto
vreme, ali pre ili kasnije se ispoljavaju (Harding, 2004). Drugi klini¢ki znaci kao
Sto su kasalj, ¢ir Zeluca, meningitis i iznenadno uginuce takode se mogu javiti,
ali u daleko manjem broju slucajeva (Harms, 1999; Harding, 2004; Szeredi i
Szentirmai, 2008b). Cesto je uocljivo da prasad ubrzano i povrsno disu sa
upadljivo teskim ekspirijjumom (Iveti¢ i sar., 2004). Navedena klinicka
simptomatologija kod PMWS sindroma karakterise pre svega kategoriju
zalucenih prasadi (izmedu 7. i 15. nedelje starosti), mada oboleva i prasad na
sisi pred zalucenje, kao i svinje u porastu. U Evropi je visok stepen mortaliteta
kod PMWS sindroma, za razliku od Amerike. Oboljenje se ¢esto javlja u vidu
epizootije (Harding i sar., 1998). Uzrok povecanog broja uginuéa zalucene
prasadi i svinja u tovu su sekundarne bakterijske i virusne infekcija koje se
javljaju kao komplikacija PMWS sindroma (Kim i sar., 2002). UdruZzene infekcije
sa bakterijama ili drugim virusima faktori su koji komplikuju simptomatologiju,
patogenezu i ishod PMWS sindroma. U sluc¢ajevima mesanih infekcija, a pri
nepromenjenim ostalim uslovima, znacajno se povecava stepen mortaliteta
(Chae, 2004). PMWS sindrom se naj¢esce javlja udruzen sa drugim virusnim i
bakterijskim uzro¢nicima: virus reproduktivnog respiratornog sindroma
(PRRSV), virus influence svinja (SIV), parvo virus svinja (PPV), Haemophilus
parasuis, Actinobacillus  pleuropneumoniae, ~ Streptococcus suis, Mycoplasma
hyopneumoniae. Mono-infekcija sa PCV2 utvrdena je u svega 15% PMWS

slucajeva (Kim i sar., 2002; Pallares i sar., 2002). Udruzene infekcije su razlic¢ite u
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razli¢itim zemljama. Na primer, u Koreji PRRSV i PPV su najces¢i agensi koji se
javljaju uz PCV2 (Kim i sar., 2002). Samo jedan slucaj od 484 ispitanih prasadi
obolelih od PMWS sidroma bio je istovremeno pozitivan i na PPV u USA
(Pallers i sar., 2002). Najc¢esca bakterija koja se javljala u kombinaciji sa PCV2 je
Haemophilus parasuis, dok je u nekim regionima najcesce izolovan Streptococcus
suis. Traganjem za uzrocnike virusne etiologije u slucajevima proliferativne
nekroti¢cne pneumonije (PNP) zakrzljalih svinja ispitivanja S$panskih autora
rezultirali su nalazima koji uklju¢uju u 39% slucajeva iskljucivo prisustvo PCV2,
u 40% slucajeva PCV2 zajedno sa PRRSV, u zanemarivom broju slucajeva su bili
prisutni drugi virusi, a u 11% sluc¢ajeva PNP virusni uzrocnik nije utvrden
(Grau-Roma i Segales, 2007). PCV2 se u Evropi smatra znacajnim
etiopatogenetskim faktorom u razvoju PNP kod svinja (Grau-Roma i Segales,
2007; Szeredi i Szentirmai, 2008). Cinjenica da je izolovano vise vrsta patogenih
uzro¢nika u slucajevima PMWS sindroma c¢vrsto potvrduje glediste da
udruzene infekcije imaju zajedni¢ke mehanizme u dejstvu na imuni sistem
(Allan i sar., 2000; Krakowka i sar., 2001, 2003; Kim i Chae, 2003; Grau-Roma 1
Segales, 2007; Ramirez i sar., 2012), i da potpomazu progresiju PCV2 infekcije.
Povecana prijemcivost svinja za ostale viruse i bakterije posledica je
imunosupresije utvrdene u slu¢aju PMWS sindroma (Chianini i sar., 2003;
Darwich i sar., 2003a).

Iz svega navedenog proizilazi da je klinicka slika PMWS sindroma
nespecifi‘na i veoma raznovrsna, da njena pojava narocito u velikim
aglomeracijama svinja moZze da unese zabunu u vezi sa: pothranjenoscu,
malapsorpcionim sindromom, dijarejom izazvanom bakterijama i virusima,
virusnim i bakterijskim pneumonijama, klasiénom svinjskom kugom i dr.

Iako se smatra da su promene na respiratornom sistemu i krzljanje
prasadi pri zalucenju i u ranom tovu glavne karakteristike PMWS sindroma,
obdukcijski nalaz je vedinom nespecifican i od malog znacaja za postavljanje

dijagnoze. Patomorfoloska slika je uglavnom raznolika kod PMWS sindroma i
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razlikuje se od farme do farme u zavisnosti od sekundarnih uzro¢nika koji su
najces¢i u tim zapatima (Segales i sar., 2004). Respiratorne smetnje su veoma
Ceste zbog visokog stepena zaraZenosti ve¢ine farmskih svinja Mikoplazmama,
PRRSV i sliénim respiratornim patogenima (Krakowka i sar., 2001; Ellis i sar.,
2004; Kixmoller i sar., 2008; Hansen i sar., 2011).

Pri obdukciji je uoceno da su pluda cesto mesto promena razlic¢itog
karaktera i intenziteta. Na plu¢ima je izrazena lobularnost parenhima i
interlobularni edem. U vedini slucajeva javlja se konsolidacija kranioventralnih
reznjeva pluca, kao posledica razvoja bronhopneumonije (Rosell i sar., 1999;
Opriessnig i sar., 2006). Medijastinalni limfni ¢vorovi su uglavnhom uvecani i
edematozni. Takode su uvecani i ingvinalni superficijalni, mezenterijalni i
submandibularni limfni ¢vorovi (Rosell i sar., 1999; Segales i sar., 2004). Treba
napomenuti da ove lezije nisu uvek prisutne i ne mogu se smatrati
karakteristicnim za PMWS sindrom. Nekada su limfni ¢vorovi normalne
veli¢ine ili ¢ak atrofi¢ni (Segales i sar., 2004). U manjem broju slucajeva limfni
¢vorovi mogu pokazati promene u vidu multifokalnih nekroza vidljivih i golim
okom (Segales i sar., 2000a). Od ostalih makroskopskih promena kod PMWS
sindroma isti¢e se povecanje ili smanjenje velic¢ine jetre sa narandZastom ili
zutom bojom. U tom slucaju je i Zutica prisutna. Bubrezi mogu na povrsini da
imaju multifokalne bele pege razli¢itog dijametra (Rosell i sar., 2000; Martinez i
sar., 2006). Ulceracija Zeluca u predelu regije pars oesophagica je nekada uocljiva.
Ove lezije su wuglavnom wudruzene sa sekundarnim infekcijama,
multifaktorijalnog su porekla i nisu direktna posledica dejstva PCV2 (Segales i
sar., 2004; Szeredi i Szentirmai 2008b). Ulkus Zeluca moZze da izazove unutrasnje
krvavljenje, koje moze da bude uzrok uginuéa prasadi obolelih od PMWS
sindroma, ili prouzrokuje bledilo koZe i sekundarnu anemiju (Segales i sar.,
2000b), koji su cesti prateci klinicki znaci ove bolesti. Anemija bez prisustva
gastricnog ulkusa je takode c¢est nalaz kod PMWS sindroma (Darwich i sar.,

2003a). Prasad u hroni¢noj fazi krzljanja ¢esto imaju oslabljenu muskulaturu,
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istaknutu kiému i druge kostane izbocine pracene seroznom atrofijom masnog
tkiva (Segales i sar., 2004).

Smatra se da je deplecija limfocita u limfatic(nom tkivu
najkarakteristicnija histoloska lezija kod PMWS sindroma i ogleda se u
relativnom povecanju medularnog dela zbog progresivnog gubitka limfocita
folikularne i interfolikularne zone. IzraZzena deplecije limfocita koja se javlja u
zadnjem stadijumu bolesti znatno slabi funkciju limfnog ¢vora zbog gubitka
efektorskih celija odbrambenog sistema (Segales i Domingo, 2002).

Razliciti stepen deplecije limfocita sa gubljenjem folikularne strukture u
limfati¢nom tkivu prisutan je kod gotovo svih slu¢ajeva PMWS sindroma. Ovaj
nalaz se uglavnom javlja u kombinaciji sa multifokalno ili difuzno izrazenom
infiltracijom makrofagama, epiteloidnim i gigantskim celijama (Segales i sar.,
2004). Epiteloidne ¢elije mogu sadrZati i intracitoplazmatska inkluziona teladca,
veli¢ine dva do 15 um. U folikulima se cesto uocavaju velike celije sa obilnom
eozinofilnom citoplazmom, rec je o folikularnim dendriti¢nim celijama (Rosell i
sar., 1999). Deplecija limfocita u B-¢elijskim i T-celijskim zonama izraZena je u
razli¢itom stepenu, u zavisnosti od tezine infekcije. U promenjenim predelima
je fibrovaskularna stroma jace izrazena. U nekim slucajevima se uocavaju
aktivirane venule sa visokim endotelnim ¢elijama (Chianini i sar., 2003). Pove¢an
je broj folikularnih dendriti¢nih ¢elija koje pokazuju citoplazmatsku pozitivnost
na prisustvo nukleokapsidnog proteina PCV2. Limfni ¢vorovi mogu pokazati i
koagulacionu nekrozu folikularnih centara u vidu multifokalnih ili
konfluiraju¢ih predela u kombinaciji sa vaskularnom trombozom, C¢iji
mehanizam nastanka jo$ nije razjasnjen. Nema dokaza o wuzroku
nekrotizirajuéeg vaskulitisa u limfnim ¢vorovima ili ostalim tkivima obolelih
svinja koji pokazuju koagulacionu nekrozu. Nekroti¢ne lezije u limfnim
¢vorovima su Cesto zabelezene u sluc¢ajevima mesanih infekcija svinja sa PCV2 i
virusom Aujeszky bolesti (Rodriguez i sar., 1999). Novija saznanja medutim

potvrduju direktni uticaj PCV2 u razvoju vaskularnih lezija kao Sto su

: 31:



ceereeernernseneernssnssensensennennnenneneaoiogled literature
degeneracija endotelnih éelija, perivaskularni i intramuralni edem, vaskulitis,
perivaskulitis, fibrinoidna nekroza i vaskularna tromboza. Naime, virusni
antigen je dokazan u intravaskularnim mononuklearnim ¢elijama, endotelnim
¢elija, miocitima, ¢elijama mononuklearnog infiltrata limfnih i krvnih sudova
razli¢itih organa, pa i samog mozdanog tkiva i moZdanih ovojnica. Ovi nalazi
ukazuju na znacaj vaskularnog sistema u patogenezi oboljenja vezanih za PCV2
(Opriessnig i sar., 2006; Seeliger i sar., 2007; Szeredi i Szentirmai 2008a; Langhor i
sar., 2010; Galindo-Cardiel i sar., 2011). Kod drugih infekcija, za razliku od
infekcije sa PCV2, limfni ¢vor reaguje karakteristicnom reakcijom. Kao prvo,
folikularnom i interfolikularnom hiperplazijom, $to je posledica aktivacije Bi T
limfocita. Drugo, invazijom limfocita u interfolikularnu zonu medularne regije.
Trece, povecanom ekspresijom molekula koji pospesuju zadrzavanje antigena.
Cetvrto, aktivacijom venula sa visokim endotelom omogucava se migracija
memorijskih limfocita iz cirkulacije u limfni ¢vor (Tizzard, 1996). Sve navedeno
nedostaje u limfnom ¢voru kod prasadi obolelih od PMWS sindroma, zbog ve¢
opisane deplecije limfocita (Allan i Ellis, 2000; Sarli i sar., 2001; Segales i sar.,
2002).

U Pajerovim plo¢ama i tonzilama cesto se zapaza deplecija limfocita,
osim u folikulima, i u interfolikularnim zonama. U folikularnim zonama
limfaticnog tkiva deplecija limfocita ponekad moZe biti toliko izraZena, da u
limfnim folikulima prevladavaju celija strome (Rosell i sar., 1999). Druga
karakteristicha promena na limfatichom tkivu kod PMWS sindroma je
granulomatozno zapaljenje, koje moZe biti uocljivo pre svega u limfnim
¢vorovima ali se nekada uocava i u slezini, Pajerovim ploc¢ama, tonzilama i jetri.
U najvec¢em broju slucajeva prisutno je u ingvinalnom superficijalnom limfnom
¢voru (Chae, 2004). Ova slika se karakteriSe infiltracijom tkiva epiteloidnim
¢elijama i ponekad viSejedarnim dzinovskim Cdelijama. Epiteloidne celije su
aktivirani makrofagi koji se pojavljuju u vidu velikih ¢elija sa obilnom, bledom,

penastom citoplazmom. Visejedarne dzinovske celije su tipa Langhans. Nastale
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su spajanjem makrofaga, imaju od pet do 20 jedara rasporedenih periferno.
Intracitoplazmatska inkluziona telasca su velika, multipla, bazofilna, imaju
grozdoliku strukturu i u nekim slucajevima mogu se uociti u citoplazmi
makrofaga, epiteloidnih i viSejedarnih dZinovskih Celija (Segales i sar., 2004).

U jetri se nalazi umerena infiltracija portne regije celijama zapaljenja,
vakuolizacija, povecanje i zaokrugljivanje hepatocita sa kariomegalijom.
Posledi¢no dolazi do suzavanja sinusoidnih kapilara (Clark, 1997; Segales i sar.,
2004; Sinha i sar., 2012). Mogu da se jave i lezije sa generalizovanom
perilobularnom fibrozom, dezorganizacijom reZnjica sa masovnim gubitkom
hepatocita. Ove promene su uglavhom udruZzene sa Zuticom i makroskopskim
promenana na jetri (Segales i sar., 2004). U ciljne celije jetre za PCV2 infekciju
spadaju Kupferove celije, Celije inflamatornog infiltrata i hepatociti. Antigen
PCV2 je u Kupferovim celijama i celijama mononuklearne loze lociran u
citoplazmi, izuzetno retko u jedru. Nasuprot tome, nukleinska kiselina PCV2 u
hepatocitima je najcesce locirana u jedru a retko u citoplazmi (Allan i sar., 2000;
Rosell i sar., 2000; Sinha et al., 2012). Po drugim autorima hepatociti koji sadrze
virusni antigen veoma se retko javljaju kod PMWS sindroma (Krakowka i sar.,
2004). Ponekad je moguce dokazati virusni genetski materijal i u cirkuliSsuéim
mononuklearnim delijama u sinusoidima i portnim regijama jetre, kao i u
endotelnim ¢elijama kapilara. U izraZzenim sluc¢ajevima PMWS sindroma
Kupferove celije, po koja endotelna celija, celije inflamatornog infiltrata i celije
granuloma su pozitivne na nukleokapsidni protein PCV2. Slicno kao i u
limfnom ¢voru makrofagi ucestvuju u fagocitozi i u citoplazmi sadrZe antigene
virusa. Prisustvo virusnog antigena u njihovom celijskom jedru je
zanemarujuce u odnosu na koli¢inu virusnog antigena u citoplazmi (Krakowka i
sar., 2004).

Neki autori su na osnovu tezine lezija hepati¢na ostecenja podelili u
Cetiri stadijuma (Rosell i sar., 2000). Prvi stadijum oStecenja jetre se karakterise

niskim intenzitetom inflamatorne infiltracije portnog prostora, multifokalnog
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karaktera. Drugi stadijum se karakteriSse umereno do intenzivno izrazenom
¢elijskom infiltracijom u parenhimu jetre uz aktivaciju Kupferovih celija. Rede
se mogu naci apoptoti¢na tela u parenhimu jetre. Karakteristi¢no obeleZje treceg
stadijuma oStecanja jetre je prisustvo mononuklearnog inflamatornog infiltrata
u jetrinom parenhimu, dezorganizacija strukture reZnjica razli¢itog stepena i
prisustvo apoptotskih tela. Intenzivna difuzna inflamatorna infiltracija je
prisutna u portnim prostorima. U polovini slucajeva uocava se povecanje
hepatocita sa izrazenom kariomegalijom. Ne retko, zapaza se i kondenzacija
hromatina uz nuklearnu membranu. Cetvrti stadijum se karakterige
generalizovanom perilobularnom fibrozom sa izraZenom dezorganizacijom
strukture reznji¢a i masovnim gubitkom hepatocita. Preostala stroma je difuzno
infiltrovana mononuklearnim ¢elijama (Rosell i sar., 2000). Ovi nalazi pokazuju
da hepatociti mogu da budu ciljne celije za PCV2 viru i da se u njima vrsi
replikacija virusa. Verovatno se hepatociti inficiraju preko Kupferovih celija,
endotelnih celija sinusoida i mononuklearnih celija, koji su locirani periportno.
Infekcija  hepatocita se kvalitativno razlikuje od infekcije celija
monocitno/makrofagne linije, utoliko $to je kod hepatocita lokalizacija virusa u
jedru dok je kod ovih drugih u citoplazmi. Infekcija hepatocita dovodi do
promene u morfoloskom izgledu ovih ¢elija i do njihovog raspada, ukljucujudi
megalocitozu sa kariomegalijom i apoptotsku alteraciju (Clark, 1997; Rosell i sar.,
2000). Histopatoloski nalaz upucuje na misljenje da su PCV2 i apoptoza
najverovatnije u vezi sa smréu hepatocita. Tako, ekstenzivni gubitak hepatocita,
difuzna zapaljenska infiltracija jetre i perilobularna fibroza dovode do zadnjeg
stadijuma oStecenja jetre. Makroskopski, ove jetre su ciroti¢ne, i bez moguénosti
za regeneraciju. Proliferacija bilijarnih kanala nije obavezan nalaz (Rosell i sar.,
2000; Segales i sar., 2004).

Slezina takode pokazuje promene kod PMWS sindroma. Uglavnom se
promene javljaju u beloj pulpi, u vidu smanjenog broja limfocita u

periarterijskom limfaticnom omotac¢u (PALS-u). U tim regijama se nakuplja
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inflamacijski celijski infiltrat, koji okruZzuje arteriolu (Rosel i sar., 1999; Krakowka i
sar., 2001). Sincicijalne Ccelije takode mogu biti prisutne eventualno sa
intracitoplazmatskim inkluzionim telascima (Rosel i sar., 1999). Veliki broj
polimorfonuklearnih granulocita je prisutan u crvenoj pulpi, a mnogo manji u
peritrabekularnim sinusima (Chianini i sar., 2003).

Pajerove ploce kod PMWS sindroma mogu pokazati razliciti stepen
deplecije limfocita u folikulima i u perifolikularnoj regiji. U predelima gde je
izraZzena depopulacija limfocita, uocavaju se celije strome. Sporadi¢no mogu da
se uoce sincicijalne celije unutar folikula. Sincicijalne celije se mogu javiti i na
periferiji limfati¢nog tkiva Pajerove ploce, kao i u stromi lamine proprije
crevnih resica ili u limfnom sudu (Rosell i sar., 1999; Opriessnig i sar 2006).

Na bubrezima se u nekim slu¢ajevima PMWS sindroma mogu naci
promene u vidu intersticijalnog nefritisa i pijelitisa. Infiltracija mononuklearnim
elijskim elementima je uocljiva u renalnom korteksu. Zapaljenske regije su
okruzene zonama proliferacije fibroblasta. Moguce je i prisustvo sincicijalnih
¢elija. MozZe da se javi i multifokalni serozni glomerulonefritis. Nekada se javlja
fibrinozni glomerulonefritis sa fibrinskim naslagama u Bowmanovoj kapsuli
(Rosell i sar., 1999; Segales i sar., 2004; Martinez i sar., 2006).

Miokarditis je najces¢i nalaz kod novorodenih prasadi ili fetusa
intrauterino inficiranih sa PCV2. Ponekad se pored miokarditisa moZze zapaziti i
umerena miofibrilarna degeneracija. Na malim arteriolama miokarda mogu da
se uoce i difuzni periarteritisi ili endarteritisi uz infiltraciju mononuklearnim
¢elijskim elementima. Nekada se uocavaju apoptoticne celije u zidu krvnih
sudova miokarda. MoZe da se javi i fibroza miokarda kod hroni¢nog toka
bolesti. Nekada se javlja multifokalni supurativni i limfohistiocitni perikarditis.
U nekim slucajevima se mogu uociti i transmuralne hemoragije u miokardu
(Rosell i sar., 1999; Opriessnig i sar., 2006).

Subakutna intersticijalna pneumonija je cest nalaz kod prasadi obolelih

od PMWS sindroma (Rosell i sar., 1999; Segales i sar., 2004). Plu¢ne lezije se
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karakteriSu umerenim zadebljanjem alveolarnih septi sa infiltracijom
mononuklearnim delijama, pre svega makrofagima i limfocitima, ponekad i
viSejedarnim makrofagima. Hiperplazija pneumocita tipa 2 je takode uocena, uz
zadebljanje interalveolarne septe. Nalaz bazofilnih intracitoplazmatskih
inkluzija u makrofagima kod PMWS sindroma (Clark, 1997; Kiupel i sar., 1998;
Kim i sar., 2002), nije prisutan u svim slucajevima zapaljenja pluca (Rosell i sar.,
1999; Choi i sar., 2000). Kod svega 27,8 % ispitanih PMWS slucajeva, na jednoj
farmi u Koreji, bila su prisutna intracitoplazmatska inkluziona tela u
makrofagima pluca (Kim i sar., 2002). U hroni¢nim slucajevima nekada je
moguce uociti i obliteriraju¢i fibrozni bronhiolitis ili bronhopneumoniju
razli¢itog intenziteta. Kod mesSanih infekcija se vidi obilna eksudacija
polimorfonuklearnih granulocita uz prisustvo velikog broja makrofaga u
alveolama i bronhijama. U nekim ise¢cima plucéa se uocava jak peribronhijalni i
perivaskularni mononuklearni elijski infiltrat (Clark, 1997; Rosell i sar., 1999;
Segales i sar., 2000a). U nekim slucajevima je uocljiva deplecija limfocita u BALT-
u (bronchus-associated lymphoid tissue) pluca. Intersticijalna pneumonija kod
svinja je veoma cesta i moze biti izazvana sa velikim brojem uzroé¢nika. Lista za
diferencijalnu dijagnozu je veoma velika, u slucaju kada imamo samo
promenjena pluca kao dostupan uzorak (Mandrioli i sar., 2004). PMWS sindrom
izazvan sa PCV2 treba razlikovati od reproduktivnog i respiratornog sindroma
svinja (PRRS) koji je takode virusno oboljenje. Oba oboljenja, PMWS i PRRS,
karakterise intersticijalna pneumonija uz prisustvo velikog broja
mononuklearnih éelija (Clark, 1997; Harding i Clark 1997; Cheon i Chae, 1999).
Deplecija limfocita u limfatiénom tkivu i infiltracija makrofagima i visejedarnim
dzinovskim ¢elijama osnovno je obelezje PMWS sindroma (Clark, 1997; Harding
i Clark, 1997; Kiupel i sar., 1998; Choi i Chae, 1999; Choi i sar., 2000; Kim i sar.,
2002), dok virus PRRS bolesti indukuje folikularnu hiperplaziju u limfati¢chom
tkivu (Halbur i sar., 1996; Cheon i Chae, 1999).
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U pluénom tkivu, antigen PCV2 se moze detektovati u epitelnim
Celijama alveola, bronhija i bronhiola. Nalazi se i u intersticijalnim
mononuklearnim éelijama. Cest je nalaz i u ¢elijama inflamatornog eksudata u
lumenu alveola, bronhija i bronhiola. Virusni antigen je wuoden i u
glatkomi$i¢nim celijama krvnih sudova i bronhija, kao i u epitelnim celijama
submukoznih bronhijalnih Zlezda (Rosell i sar., 1999; Opriessnig i sar., 2006,
Seeliger i sar. 2007; Szeredi i Szentirmai., 2008a; Becskei i sar., 2010).

U ise¢cima jetre antigen PCV2 najcesce je dokazan u mononuklearnom
elijskom infiltratu u periportnim zonama. Virusni antigen je prisutan i u
Kupferovim celijama. U manjem obimu moZze se uociti i u hepatocitima i
bilijarnim epitelnim celijama. Intersantno je napomenuti da su hepatociti retko
pozitivni, i da oni pokazuju nuklearnu distribuciju virusnog antigena a ne
citoplazmatsku. Hepatociti koji eksprimiraju antigen PCV2 se uglavnom nalaze
periferno lobularno (Rosell i sar., 1999; Opriessnig i sar., 2006; Seeliger i sar., 2007;
Becskei i sar., 2010).

U limfati¢nom tkivu se nalazi velika koli¢ina virusnog antigena. Celije u
limfaticnom tkivu, u kojima je obelezen virusni antigen, uglavnom su
makrofagi, mada se antigen ponekad moZe naci i u limfocitima. Limfociti,
slicno hepatocitima, pokazuju nuklearnu pozitivhost na virusni antigen. U
slezini, u glatkomiSi¢nim celijama trabekula, takode se moZe naci antigen PCV2
(Rosell i sar., 1999; Opriessnig i sar., 2006; Seeliger i sar., 2007; Becskei i sar., 2010).

Virusni antigen se moze dokazati i u epitelnim celijama bubreznih
kanali¢a, mononuklearnom ¢elijskom infiltratu oko tubula i glomerula, kao i u
glatkomisi¢nim celijama arteriola kore bubrega (Rosell i sar., 1999; Opriessnig i
sar., 2006; Seeliger i sar., 2007; Becskei i sar., 2010).

U tankim i debelim crevima, virusni antigen se najceS¢e srece u
limfaticnom tkivu creva (GALT) kao i u epitelnim celijama crevnih resica.

Citoplazmatska pozitivnost moze se povremeno uociti i u acinusnim i epitelnim
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¢elijama izvodnog kanala pankreasa (Rosell i sar., 1999; Opriessnig i sar., 2006;
Seeliger i sar., 2007; Becskei i sar., 2010).

Miokardiociti i vaskularni endotel pokazuju pozitivhu reakciju na
prisustvo antigena PCV2. Virusni antigen je dokazan i u regijama sa fibroznim
promenama u miokardu (Opriessnig i sar., 2006).

Za dijagnostiku cirkovirusnih infekcija svinja laboratorijama stoje na
raspolaganju metode za kultivaciju virusa, metode za detekciju antitela i
metode za detekciju i karakterizaciju nukleinske kiseline i antigena virusa.

Obzirom da su PCVAD multifaktorijalna oboljenja, sa kompleksnom
patologijom i nedovoljno razjasnjenom etiologijom, postoji potreba za razvojem
visoko senzitivnih i specificnih dijagnostickih metoda za detekciju i
identifikaciju PCV2. Za dijagnostiku PMWS sindroma od znacaja su moderne
metode koje omogucuju simultano dokazivanje veze izmedu virusa kao
uzroc¢nika oboljenja i tkivne lezije kao posledice njegovog dejstva. S obzirom da
detekcija PCV2 ne podrazumeva i postojanje PMWS sindroma, metode kao sto
su PCR tehnika i seroloske analize cesto nisu dovoljne da bi se postavila
decidna dijagnoza. Imunohistohemija i hibridizacija in situ su dijagnosticke
metode koje omogucuju lokalizaciju PCV2 u inficiranom tkivu ili ¢eliji. Pomocu
ovih metoda moguca je istovremena vizuelizacija celijskih detalja, histoloske
grade tkiva i prisustvo PCV2. Dakle, u tkivnim lezijama u istom isecku,
istovremeno moze da se ispituje i histoloska promena i prisustvo uzroc¢nika
(Choi i Chae, 1999; Choi i sar., 2000; Kim i Chae, 2001; Kim i sar., 2003a; Mandrioli i
sar., 2004; Park i sar., 2005).

S obzirom da se danas jo$ nezna za efikasnu terapiju ovog kompleksnog,
multifaktorijalnog oboljenja, borba se svodi na pridrzavanje pravila dobre
proizvodacke prakse koji smanjuju stres, eliminisu faktore udruzene infekcije ili
makar sniZzavaju njihovo prisustvo u zapatima svinja (Batista, 2006). Mortalitet i
ekonomski gubici mogu se smanjiti poboljSanjem zootehni¢kih mera,

izbegavanjem mesanja svinja, drZzanjem u manjim grupama, razdvajanjem po
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starosnim Kkategorijama, primenom principa sve unutra - sve napolje i
blagovremenim izdvajanjem obolelih jedinki iz grupe (Madec i sar., 2000; Royer i
sar., 2000). Jedna od mogucih profilaktickih mera kod PMWS sindroma je
imunoprofilaksa tj. primena vakcine za kontrolu infekcije sa PCV2. Prvi
eksperimenti u imunoprofilaksi PMWS sindroma datiraju od pre par godina. U
to vreme, konstruisane su dve vakcine za kontrolu PCVAD. Jedna je DNK a
druga subjedini¢na vakcina. DNK vakcina je injekcija ¢istog DNK plazmida,
dok je subjedini¢na vakcina emulzija virusnog antigena. Subjedini¢na vakcina
daje dobar virus-neutralizujudi efekat, rano se javlja humoralni imuni odgovor
za razliku od DNK vakcine. Smatra se da subjedini¢na vakcina, pre svega,
pokre¢e humoralni imuni odgovor koji se bazira na stvaranju virus-
neutralizacionih antitela (Blanchard i sar., 2003).

Od 2007. godine u razvijenim zemljama u kojima se PMWS sindrom
endemski javlja, registrovane su komercijalne vakcine koje treba da posluZze kao
mera preventive i kontrole ove bolesti. U Srbiji su od 2011. godine dostupne
komercijalne vakcine za kontrolu PCVAD. Vakcinacijom se uspe$no smanjuje
viremija i intenzitet histopatoloskih lezija. Danas postoji nekoliko tipa vakcina
protiv cirkovirusnih infekcija. Sve su one inaktivisane, rekombinantne ORF2
subjedini¢ne vakcine koje sluZze za aktivhu imunizaciju svinja. CircoFLEX™
(Iglevac CircoFLEX™, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH) je najnovija
komercijalna vakcina spomenutih osobina. Ova vakcina sadrzi kapsidni protein
PCV2 kao aktivhu komponentu i vodeni polimer (karbomer) kao adjuvans.
Doza vakcine po jedinki je 1ml, aplikuje se intramuskularno, jednokratno.
Prasad se vakciniSu u starosti od tri nedelje. Da bi se dokazala efikasnost ove
vakcine radeni su eksperimenti. U vakcinisanoj grupi prasadi prevladavale su
jedinke sa titrom virusa znatno niZim od 108 gE/ml. Blizu 80% nevakcinisanih
zivotinja imali su viremiju, i kod vecine je nivo viremije bio preko 108 gE/ml.
Nivo antitela na PCV2 je takodje bio razli¢it. Rezultati vakcinacije pokazali su

da je u grupi vakcinisanih jedinki titar antitela bio znacajno visi u odnosu na
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nivo kod nevakcinisanih prasadi. Razlike u dnevnom prirastu su takode bile
znacajne. Vakcinisana prasad imala su bolju konverziju hrane i veéi dnevni
prirast. Ta razlika za ceo period tova iznosila je preko osam kilograma telesne
mase po jedinki. Takode je utvrdeno da su simptomi krzljanja, kaslja i dispneje
znacajno bili smanjeni kod vakcinisanih jedinki, pogotovo je ta razlika bila
velika u fazi viremije (izmedu 10. i 26. nedelje Zivota). Mortalitet se takode
smanjuje u slucaju primene vakcine. U jednom eksperimentu, glavna slika
prilikom uginuca prasadi iz placebo grupe bila je krZljanje (30% prasadi), dok je
svega 4% uginulih Zivotinja vakcinisane grupe pokazivalo krZljanje. Iz
dobijenih rezultata je zaklju¢eno da PCV2 ORF2 mrtva bakulovirusna vakcina,
sa visokom koncentracijom antigena i karbomera kao adjuvansa, moze uspesno
da posluzi za aktivnu imunizaciju PCV2 seropozitivnih prasadi (Kixmoller i sar.,
2008). Danas je u komercijalnoj upotrebi i vakcina pod nazivom Suvaxyn
(Suvaxyn PCV2 One Dose™; Fort Dodge Animal Health, Inc, Fort Dodge, Iowa,
USA). Vakcinacija se vrsi jednokratno u dozi od 2ml po jedinki,
intramuskularno. Ova vakcina je mrtva himer vakcina zato $to je proizvedena
kombinacijom genetskog materijala PCV1 i PCV2. Sli¢no prethodnoj vakcini i
ova u znacajnoj meri redukuje viremiju i mikroskopske lezije izazvane sa PCV2.
Ovi efekti se jasno uocavaju ¢ak i kod jedinki sa vis$im nivoom maternalnih
antitela u momentu vakcinacije (Opriessnig i sar.,, 2008). Nivo maternalnih
antitela kod prasadi varira zbog razli¢itog imunskog statusa krmaca (Cino-
Ozuna i sar., 2011; Podgorska and Stadejek, 2011). Mislilo se da ¢e maternalna
antitela znacajno suprimirati imuni odgovor posle vakcinacije, medutim,
dobijeni su zadovoljavaju¢i rezultati i kod prasadi sa vedim nivoima
maternalnih antitela u momentu vakcnacije. Ovi rezultati potvrduju da je
preporucljivo da se sva prasad vakcinisu oko 26. dana Zivota (Opriessnig i sar.,

2008; Cino-Ozuna i sar., 2011; Young i sar., 2011).
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3. CILJIZADACI

Cilj ovih ispitivanja bio je:

1. da se utvrdi prisustvo cirkovirusnih infekcija domacih i dilvjih
svinja;
2. da se razjasni karakter i stepen oStecenja imunoloskog sistema

kod domacih i divljih svinja prirodno inficiranih cirkovirusom-2 i

obolelih od PCVAD;

3. da se utvrdi tropizam cirkovirusa-2.

Postavljeni cilj je realizovan kroz sledece zadatke:

a) utvrdivanje prevalencije infekcije domacih i divljih svinja

cirkovirusom-2;

b) utvrdivanje makroskopskih promena na limfaticnim organima
(submandibularni, medijastinalni, mezenterijalni i ingvinalni
superficijalni limfni ¢vorovi, tonzile, slezina, Pajerove ploce,
ileocekalna valvula), plud¢ima, jetri, bubrezima i srcu obolelih

domacih i divljih svinja;
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c) utvrdivanje karaktera i intenziteta histopatoloskih promena na
limfaticnim  organima  (submandibularni, = medijastinalni,
mezenterijalni i ingvinalni superficijalni limfni ¢vorovi, tonzile,
slezina, Pajerove ploce, ileocekalna valvula), plu¢ima, jetri,

bubrezima i srcu obolelih domacih i divljih svinja;
d) evaluaciju ustanovljenih histoloskih lezija;

e) dokazivanje distribucije Cap antigena cirkovirusa-2 u limfati¢nim
organima (submandibularni, medijastinalni, mezenterijalni i
ingvinalni superficijalni limfni ¢vorovi, tonzile, slezina, Pajerove
ploce, ileocekalna valvula), plu¢ima, jetri, bubrezima i srcu

obolelih domacih i divljih svinja;

f) dokazivanje distribucije DNK cirkovirusa-2 u fazi mirovanja i u
fazi replikacije u limfatiénim organima (submandibularni,
medijastinalni, mezenterijalni i ingvinalni superficijalni limfni
¢vorovi, tonzile, slezina, Pajerove ploce, ileocekalna valvula),

pluéima, jetri, bubrezima i srcu obolelih domacih i divljih svinja;

g) utvrdivanje distribucije celija koje eksprimiraju DNK i Cap-

antigen cirkovirusa-2 uz kvantifikaciju imunopozitivnog signala.
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4. MATERIJAL I METODE

Ispitivanja su izvrSena na ukupno 140 svinja, 60 domacih, 60 divljih
svinja i na kontrolnoj grupi od 10 domacih i 10 divljih svinja. Domace svinje su
bile uzrasta od jedan do pet meseci, i poticale su iz 13 objekata sa osam farmi
razli¢itog lokaliteta epizootioloskog podrucja Severno-backog okruga. Na svim
ispitanim farmama zabeleZen je znacajan porast uginuca u kategoriji zalucenih
prasadi u odgoju i predtovu. Ispitivana prasad su pokazivala simptome od
znacaja za PMWS sindrom. Divlje svinje su bile razlicite starostne kategorije, od
mladih prasadi uzrasta nekoliko meseci, do odraslih, razvijenih jedinki starosti
vise godina. Ispitane divlje svinje su bile plen odstrela na dva lovista
epizootioloskog podrudja Severno-backog okruga, u periodu izmedu 2005. i
2010. godine, a o njihovom zdravstvenom stanju za Zzivota i eventualnim
klini¢ckim manifestacijama bolesti nema podataka.

Kod domacih svinja, nakon uginuca prirodnom smréu sa znacima jake
izmrsavelosti, izvrSena je obdukcija i posle detaljnog makroskopskog pregleda
uzorkovan je materijal za histopatolosku, imunohistohemijsku i PCR analizu, i
hibridizaciju in situ.

Divlje svinje su nakon odstrela transportovane u regionalne lovacke
sanitarne punktove gde se pristupilo detaljnom makroskopskom pregledu i
uzorkovanju materijala za iste analize kao kod domacih svinja.

Kontrolnu grupu sacinjavale su mlade domace i divlje svinje (10+10),
dobre telesne kondicije i bez znakova oboljenja, kod kojih PCR analizom nije

utvrdeno prisustvo PCV2.
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Za PCR analizu uzorkovani su pluca, slezina i ingvinalni superficijalni
limfni ¢vorovi od svake jedinke.

Za histopatoloska i imunohistohemijska ispitivanja, kao i za hibridizaciju
in situ od limfati¢énog tkiva uzorkovani su submandibularni, medijastinalni,
mezenterijalni i ingvinalni superficijalni limfni ¢vorovi; tonzile; slezina i creva
domacih i divljih svinja. Od organa su uzorkovani pluca, jetra, bubrezi i srce.
Uzorkovani materijal poreklom od domacih i divljih svinja fiksiran je u 10%
neutralnom formalinu u trajanju od 24-48 sati. Posle fiksacije tkivo je obradeno
u automatskom tkivhom procesoru i ukalupljeno u parafinske blokove.
Parafinski ise¢ci debljine oko 5um bojeni su hematoksilin-eozin (HE) metodom.

U cilju molekularne detekcije PCV2 u uzorcima organa domacih i divljih
svinja, vréeno je ispitivanje prisustva dela ORF2 fragmenta genoma ovog virusa
u plud¢ima, ingvinalnim superficijalnim limfnim ¢vorovima i slezini, metodom
lancane reakcije polimeraze (Polimerase Chain Reaction - PCR). Postupak
ekstrakcije DNK iz pluca, ingvinalnih superficijalnih limfnih ¢vorova i slezine
vrsen je u mikrotubama, upotrebom komercijalnog kita "QIAamp® DNA Mini
Kit" (Qiagen, Hilden, Nemacka) po uputstvu proizvodaca. Za amplifikaciju
ORF2 dela genoma PCV?2 veli¢ine 501 baznih parova (bp) korisceni su specifi¢ni
oligonukleotidni prajmeri forward PCV2-2A:
5-CACCTTCGGATATACTGTCAA-3" (nukleotidna pozicija 1582-1562) i
reverse PCV2-2B: 5-TACATGGTTACACGGATATTGTA-3' (nukleotidna
pozicija 1082-1104) (Sandvik i sar., 2001). PCR metoda je sprovedena uz pomo¢
komercijalnog kita "HotStar Taq Master Mix Kit" (Qiagen, Hilden, Nemacka) sa
malim modifikacijama uputstva proizvodaca. Tac¢nije, PCR mesSavina za svaki
uzorak se sastojala od 12,5 pl Hot Star Taq Master Mixa (u kojem se nalazi Hot
Star Tag DNA polimeraza u jedinstvenom pufernom sistemu i izbalansiranim
koncentracijama MgCl> i dezoksi-nukleotidnih baza), po 25 pmol od oba
prajmera koncentracije 100 pmol/pl, i 9 pl PCR ¢iste vode. Ovako

pripremljenim meSavinama smo dodali ekstrahovanu DNK nasih uzoraka u
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koli¢ini od po 3 pl. Tako je ukupna zapremina PCR meSavine iznosila 25 pl. Kao
pozitivna kontrola je upotrebljena DNK referentnog virusa PCV2 soj ,Stoon
1010“ iz Kanade. Temperaturni ciklus ,thermocycler“-a (Thermocycler
Gradient, Eppendorf, Nemacka) u kojem se odvijala reakcija bio je slededi:
aktivacija hemijski blokirane termostabilne Taq polimeraze 15" na 95°C, nakon
¢ega je sledilo 40 ponovljenih ciklusa denaturacije 30 sekundi na 95°C, vezivanja
prajmera («annealing») 30 sekundi na 55°C i sinteza komplementarnih lanaca
(«extension») 30 sekundi na 72°C, nakon cega je sledilo kona¢no podesavanje i
izduzivanje lanaca DNK 10 minuta na 72°C i hladenje na 4°C do detekcije
dobijenog PCR produkta na gelu. Upotrebljeni prajmeri u reakciji su specifi¢no
umnozavali fragment ORF2 dela genoma veli¢ine 501 baznih parova (bp).
Dokazivanje PCR produkata vrseno je elektroforezom (Hoefer HE 33 Mini
Submarine, ,Amersham Biosciences”) na 1,5% agaroznom gelu (,Invitrogen
Life Technologies”, Velika Britanija) i vizuelizacijom na transiluminatoru
(,TFX-35.M”, Vilber Lourmat, Francuska ).

Od imunohistohemijskih metoda koriSéena je trostepena streptavidin-
biotin metoda (LSAB2). U tkivnim ise¢cima je najpre izvr$eno blokiranje
endogene peroksidaze u 3% H>O2 u metanolu na sobnoj temperaturi u trajanju
od 15 minuta. Zatim je izvrSeno demaskiranje antigena primenom proteinaze K
(Dako Proteinase K, Ready-to-use, REF S3020, Dako) u trajanju od ¢etiri minuta.
Sva ispiranja i razblaZzenja tokom reakcije radena su u TRIS-HCl puferu pH 7,6.
Zatim su isecci inkubirani sa primarnim monoklonskim antitelom za PCV2
(Porcine Circovirus Type 2 Monoclonal Antibody, Lot No:RB0608, Rural
Technologies, Inc. Brookings, SD) u razredenju 1:500, u trajanju od 60 minuta na
sobnoj temperaturi. Za detekciju je koriséen kit Daco Cytomation LSAB2
system-HRP (K0675, Dako). Vizuelizacija reakcije postignuta je primenom
diaminobenzidina (DAB+, K3468, Dako) u trajanju od 10 do 15 minuta. Na
mestu pozitivne reakcije javljaju se precipitati smede boje. Kontrastiranje

ise¢aka izvrSeno je u hematoksilinu (Mayerov hematoksilin) u trajanju od dve
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sekunde. Nakon bojenja isecci su montirani pomoc¢u vodenog medijuma za
montiranje Glycergel (C563, Dako).

Kao negativna kontrola tokom imunohistohemijskog ispitivanja uzoraka
koriSéeni su istovetni tkivni isecci koji nisu tretirani primarnim antitelom.

Kao pozitivna kontrola tokom imunohistohemijskog ispitivanja koriséeni
su tkivni isecci kod kojih je prethodno, metodom PCR i imunohistohemijski,
potvrdeno prisustvo Cap antigena PCV2.

Sa ciljem da se u ispitanim tkivima utvrdi prisustvo i lokalizacija genoma
PCV2, uradena je hromogena in situ hibridizacija na tkivnim iseccima limfih
¢vorova (submandibularni, medijastinalni, mezenterijalni i ingvinalni
superficijalni), tonzila, slezine, Pajerovih ploca, ileocekalne valvule, pluca, jetre,
bubrega i srca domacih i divljih svinja. Na tkivnim iseécima je izvrSena
hibridizacija genoma divljeg virusa sa komercijalnom, PCV2 specificnom,
komplementarnom i replikativnom oligonukleotidnom genomskom probom
(CP i RFP genomska proba). CP genomska proba u tkivnim ise¢cima prepoznaje
jednolan¢anu i dvolan¢anu DNK, takode i ORF1 mRNK cirkovirusa svinja 2, tj.
kako virus u mirovannju tako i virus u fazi replikacije. Karakteristika RFP
genomske probe je da je ona specificna samo za dvolanc¢ani DNK PCV2, j. za
virusni genom u fazi umnozavanja, i hibridizacija se moze obaviti iskljucivo sa
genomom PCV2 koji je u fazi replikacije. U oba slucaja koris¢ena je
digoksigeninom obeleZena, komercijalna oligonukleotidna genomska proba
sastavljena od 41 nukleotidne baze, koja je sintetisana na osnovu referentnog
soja PCV2. Nukleotidni niz CP genomske probe PCV2 bio je sledeci:
DIG-5"-CCTTCCTCATTACCCTCCTCGCCAACAATAAAATAATCAAA-3”
(PCV2 CP, 1017255, TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Nemacka).

Nukleotidna sekvenca za RFP genomsku probu PCV2 bila je:
DIG-5"-TTTGATTATTTTATTGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGG-3”
(PCV2 RPF, 1017256, TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Nemacka).
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Prvo su tkivni isecci debljine oko 4um postavljeni na specijalne,
pozitivno naelektrisane, silinizirane mikroskopske ploc¢ice (Chem Mate
Capillary Gap Microscope Slides, Ref 52025, Dako). Zatim je izvrSena
deparafinizacija tkivnih ise¢aka u ksilolu i rehidracija kroz seriju razlicito
postotnog etanola. Isecci su ispirani trokratno u Autobuferu (Ref 372182,
Biomeda) i podvrgnuti proteolitickom tretmanu primenom Pepsina (Ref P7012,
Sigma) u trajanju od 10 minuta na temperaturi od 37°C radi lakSe penetracije
genomske probe. Aktivnost pepsina je prekinuta podizanjem temperature na
105°C u trajanju od osam minuta. Nakon trokratnog ispiranja u Autobuferu
izvrSena je denaturacija DNK primenom 100% Formamida (Ref 22, 119-8,
Sigma) u trajanju od pet minuta, na temperaturi od 105°C. Nakon pripreme
rastvora za hibridizaciju (11.25 ml 100% Formamid, 3,75 gr Chondroitin sulfat
(Ref 320699, Calbiochem), 12,5 ml 20XSSC, 2,5 ml 0,50 mM Phosphat buffer,
0,125 gr Blocking Reagent (Rosche Diagnostics) i 20 ml redestilovane vode) u
njega je dodata genomska proba (CP ili RFP) u koli¢ini od 10 ul. Tako
pripremljeni rastvor sa Dig obelezenom genomskom probom naneSen je na
tkivne isecke, i u fazi pre-hibridizacije inkubiran na 105°C u trajanju od pet
minuta. Hibridizacija koriS¢ene genomske probe i divljeg virusa u tkivima
postignuta je inkubacijom ise¢aka u trajanju od 60 minuta na 37°C. Nakon
inkubacije izvrSeno je trokratno ispiranje u 0,5 X SSC i u 0,25 X SSC puferima.
Isecci su zatim inkubirani u rastvoru za blokiranje - pufer 1 (pufer pH 7.5 sa
sadrzajem 3% Triton 100x (Ref23,472-9, Aldrich), 1% normalnog kozjeg seruma,
100 mM Tris, 150 mM NaCl u destilovanoj vodi) u trajanju od pet minuta na
sobnoj temperaturi. Ise¢ci su zatim inkubirani anti-Digoksigenin antitelima
obelezenim alkalnom fosfatazom (Anti Digoxigenin AP Fab fragments, Cat.No.
11093274910, Rosche Diagnostics) u razredenju 1:500 u puferu 1, na temperaturi
od 37°C, u trajanju od 60 minuta. Isecci su zatim trokratno ispirani u puferu 1 i
puferu 2 (100 mM Tris, 100 mM NaCl, 50 mM MgCI2*6H20, 0.004% Tween 20
(Cat.No.23,472-9, Aldrich), 0.0025% Brij 35 (Ref 84184, Sigma)). Vizuelizacija
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mesta hibridizacije postignuta je primenom veoma osetljive citohemijske
reakcije izmedu alkalne fosfataze, vezane za anti-Dig antitelo, i hromogena
NBT/BCIP (Nitro blue tetrazolium chloride and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate, Cat.No. 11681451001, Rosche Diagnostics) kao supstrata. Nakon
isteka tretmana isecaka sa anti-Dig antitelima uradeno je trokratno ispiranje u
seriji pufera 1i 2, nanet je hromogeni rastvor NBT/BCIP (3% rastvor u puferu
2) i izvrSena njegova inkubacija u trajanju od 20 minuta na temperaturi od 37°C.
Nakon sto je obojena reakcija prekinuta ispiranjem u puferu 3 (1M bazi¢ni Tris
pH 8 sa 0.5M EDTA u 11 destilovane vode) iseéci su obojeni Fast Green-om u
trajanju Sest do sedam minuta, isprani pod tekuéom vodom i pokriveni
vodenim medijumom za pokrivanje. Na mestu pozitivne reakcije uocava se
precipitat zrnaste strukture, tamnoplave boje.

Kao negativna kontrola tokom ispitivanja hibridizacijom in situ koris¢eni
su istovetni tkivni ise¢ci koji nisu tretirani genomskom probom.

Kao pozitivna kontrola tokom ispitivanja hibridizacijom in situ koris¢eni
su tkivni isecci kod kojih je prethodno metodom PCR i hibridizacijom in situ
potvrdeno prisustvo PCV2.

Histoloski kriterijumi za klasifikaciju stepena ostecenja limfati¢nog tkiva
kod PCVAD definisani su na osnovu kriterijuma koje su opisali Chianini i
saradnici (Chianini i sar., 2003). Na osnovu intenziteta utvrdenih histopatoloskih
promena u limfaticnom tkivu, koja su od znacaja za PCVAD, tri stepana
ostecenja su definisana, kako je to prikazano u tabeli br. 1. Po navedenoj
kategorizaciji, intenzitet histopatoloskih ostecenja prikazan je kao: blaga tkivna
lezija (I); tkivna lezija srednjeg intenziteta (II); i tkivna lezija jakog intenziteta

(III). Oznakom BL oznaceno je odsustvo promena koji su od znac¢aja za PCVAD.
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Tabela br. 1. Kriterijumi za analizu intenziteta histopatoloskih promena u limfati¢cnom

tkivu, koji su od znacaja za PCVAD

Bez deplecije = Blaga deplecija Umerena Izrazena
uBiT depleciauBi  depleciauBiT
zavisnim T zavisnim zavisnim
zonama zonama zonama; Cest
nedostatak
limfnih folikula
Bez Mali broj Umereni broj Veliki broj
infiltracije makrofaga makrofaga makrofaga
makrofagima
Odsustvo Odsustvo Odsustvo Cesto prisustvo
granuloma granuloma granuloma granuloma
Odsustvo Odsustvo Retko Cesto prisustvo
multijedarnih =~ multijedarnih prisustvo multijedarnih
dzinovskih dzinovskih pojedina¢nih = dZzinovskih celija
celija celija multijedarnih
dzinovskih
celija
Arhitektura Arhitektura Arhitektura  Cesto je narugena
nije naruSena = nije naruSena = nije narusena uobicajena
arhitektura;
otkrivanje
strome

Rezultati imunohistihemijske (IHC) analize i komplementarne probe

hibridizacije in

situ (CP ISH)

na limfaticnom tkivu

su uz pomoc

semikvantitativne metode grupisani u cetiri grupe, od strane dva nezavisna

pregledaca. Grupe su definisane na osnovu broja imunopozitivnih celija na
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ise¢cima limfaticnog tkiva. Kao kriterijum za definisanje grupa, uzet je broj
pozitivnih ¢elija na ukupno 100 izbrojenih ¢elija po vidnom polju. Ukupno je 10
vidnih polja pregledano po isecku limfati¢nog tkiva pod uveéanjem objektiva
20X. Lezije limfati¢nog tkiva su na osnovu spomenutog kriterijjuma grupisani
na sledeéi nacin: negativno (-), nema prisutnih imunopozitivnih ¢elija; slabo
pozitivno (+), < 20% pozitivnih celija; umereno pozitivno (++), 20-50%
pozitivnih ¢elija; i izrazito pozitivno (+++), > 50% pozitivnih celija. Kod ostalih
ispitanih organa (pluca, jetra, bubreg i srce), pozitivna reakcija IHC i CP ISH
nije grupisana na osnovu intenziteta u vise grupa, vec je oznacen kao negativan
(-), nema prisutnih imunopozitivnih celija; ili kao pozitivan (+), prisutni su
pozitivne Celije u razli¢itom broju.

Rezultati ispitivanja replikativne forme hibridizacije in situ (RFP ISH) na
limfati¢nom tkivu i ostalim ispitanim organima (pluca, jetra, bubreg i srce)
oznaceni su kao: negativni (-), nema prisutnih imunopozitivnih ¢elija; ili kao
pozitivni (+), prisutne su pozitivne ¢elije u razli¢itom broju.

Kod domacih svinja, jedinka koja je pokazivala klini¢ke znake krzljavosti
i kod koje je PCR analizom dokazano prisustvo PCV2 u tkivima, okarakterisana
je da boluje od PMWS sindroma (sistemski oblik PCVAD) u sluc¢aju kada je
intenzitet patohistoloskih promena u limfaticnom tkivu u kategoriji promena
srednjeg ili jakog intenziteta (II, III), uz obavezno prisustvo umereno pozitivnog
ili izrazito pozitivnog (++, +++) IHC i CP ISH signala.

Kod divljih svinja, opravdana sumnja o prisustvu PMWS sindroma
postavljena je u slucaju kada su kod inficirane mlade jedinke prisutne
patohistoloske promene u limfaticnom tkivu u kategoriji promena srednjeg ili
jakog intenziteta (II ili III), uz obavezno prisustvo umereno pozitivnog (++) ili
izrazito pozitivnog (+++) IHC i CP ISH signala.

U cilju statisticke obrade podataka korisc¢eni su deskriptivni statisticki
parametri, uz pomo¢ kojih su se opisivale ispitivane promene kod domacih i

divljih svinja. Statisti¢ka signifikantnost razlika ispitivanih grupa promena
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izmedu domacih i divljih svinja ustanovljavala se uz pomo¢ t-testa proporcije.
Signifikantnost razlika je odredena na nivou znacajnosti od 5% i 1%. Dobijeni
rezultati statisticke analize prikazani su tabelarno i graficki. Statisticka analiza
je izvrSena u statistickom paketu GraphPad PRISM 4.0 i Microsoft Office Excel-

u.
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5. REZULTATIISPITIVAN]JA

5.1. Rezultati klinickih ispitivanja domacih svinja

Kod svih ispitanih prasadi evidentirano je krzljanje jakog intenziteta.
Prasad zaostala u rastu imala su nakostreSenu dlaku, izrazen ki¢meni stub i
druge kostane izboc¢ine. Obolela prasad su imala pogrbljeno drZanje tela i bledu
kozu. Kod vecine bilo je prisutno poremeceno disanje. Dispnoja je ¢esto bila
toliko izraZena da su se obolela prasad izdvajala od grupe, dalje od hranilice.
Obolela prasad su glavu drzala oborenu, sa otvorenim ustima. Zbog teske
dispnoje uocavao se i fenomen ,,pumpanja”“. Neka od obolelih prasadi imala su
afonican glas. Kod velikog broja ispitaih prasadi konstatovano je krmeljanje
ociju zbog konjuktivitisa jaceg ili slabijeg intenziteta. U boksovima u kojima je
veca naseljenost, obolela prasad su pokazivala teturav hod i simptome krajnje
iscrpljenosti. Vecina ispitane prasadi imala je zacrvenjen anus i perinealnu
regiju zaprljanu retkim izmetom koji je sadrzavao nedovoljno svarenu hranu.
Kod nekih prasadi zapaZena je dehidratacija veceg stepena, i pozitivan test
koZnog nabora u abdominalnoj regiji. Neka prasad su imala opstipaciju uz
pojavu tenezmi. Telesna temperatura prasadi sa simptomima PMWS sindroma
je varirala. vecdina je imala blago povecanje telesne temperature iznad fizioloske
vrednosti. Prilikom podizanja prasadi uoceno je povecanje ingvinalnih
superficijalnih limfnih ¢vorova.

Domace svinje kontrolne grupe bile su u dobroj telesnoj kondiciji i nisu

pokazivale klini¢ke znake bolesti.
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5.2. Rezultati PCR analize

Primenom lancane reakcije polimeraze (PCR) dokazano je prisustvo
PCV2 u ispitivanim uzorcima pluca, slezine i ingvinalnog superficijalnog
limfnog ¢vora, poreklom od divljih svinja i od domacih svinja sa simptomima
PMWS sindroma. U pozitivhim uzorcima, kao to se vidi na slici br. 1, dokazan
je PCR produkt ocekivane duzine (501 bp), koji odgovara fragmentu
referentnog soja ,Stoon 1010” PCV2.

Rezultati su pokazali da je 60/60 (100%) ispitanih domacih svinja i 16/60
(26,67%) ispitanih divljih svinja inficirano sa PCV2. Treba naglasiti, takode, da
je infekcija domacih svinja sa PCV2 utvrdena na svih osam pregledanih farmi.

U ispitanim uzorcima pluéa, slezine i ingvinalnog limfnog c¢vora
poreklom od domacih i divljih svinja kontrolne grupe nije dokazano prisustvo

PCV2.

- - - - - — -

Slika 1. Rezultat elektroforeze PCR testa za detekciju PCV2.
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5.3. Patoanatomske promene

U limfatiénom tkivu, plu¢ima, jetri, bubrezima i srcu ispitanih domacih i
divljih svinja ustanovljene su raznovrsne patoanatomske promene, kao sto je
prikazano u tabeli br. 2.

U limfati¢nom tkivu, plu¢ima, jetri, bubrezima i srcu ispitanih domacih i

divljih svinja kontrolne grupe, nisu uocene patoanatomske promene.

Tabela br. 2. Najucestalije patoanatomske promene kod ispitanih domacih i divljih
svinja

Makroskopske promene Domace svinje  Divlje svinje
Generalno povecanje limfnih ¢vorova 42/60 49/60
Nekroti¢ne promene na limfnim ¢vorovima 5/60 12/60
Zapaljenje ileocekalne valvule 52/60 60/60
Pneumoniéna pluca 54/60 45/60
Konsolidacija kranio- ventralnih pluénih

‘ 46/60 4/60
reznjeva
Pneumoni¢na pluca sa Metastrongylus spp. 0/60 41/60
Fibrozne promene na jetri 5/60 13/60
Zapaljenje seroza 22/60 0/60
Zapaljenje creva 48/60 42/60
Bubrezi sa belim tackastim pegama 19/60 39/60
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5.3.1. Patoanatomske promene u tonzilama

Kod 25/60 domacih (41,66%) i 10/60 divljih (16,17%) svinja uocena je
blaga hiperemija i edem tonzilarnog tkiva (slika 2A). Kod domacih svinja se kod
5/60 (8,33%) moglo uociti da su kripte tonzila izraZene, sa Zutim, nekroti¢nim
sadrzajem koji je izlazio na pritisak. Ta promena je zapaZzena kod 47/60

(78,33%) divljih svinja.

5.3.2. Patoanatomske promene u limfnim cvorovima

Uvecanje limfnih ¢vorova bila je najucestalija promena i ustanovljena je
kod 42/60 (70,00%) domacih i 49/60 (81,67%) divljih svinja. Uvecani limfni
¢vorovi bili su edematozni, svetlo-zute, ili bele boje kod domacih svinja,
odnosno svetlo-smede do sive boje kod divljih svinja. Konzistencija im je bila
¢vrsto-elasti¢ne, a na povrsini preseka slabo se raspoznavala kora i srz (slika 2B,
2C, 2D).

Kod pojedinih domacih svinja na submandibularnim limfnim ¢vorovima
subkapsularno su uocene promene oker-zuto do svetlo-smede boje, dok je kod
divljih svinja ista promena imala smedu boju. Promena boje nije zahvatala
dublje slojeve limfnog ¢vora, ve¢ samo povrsni sloj kore. Konzistencija ovako
promenjenih limfnih ¢vorova bila je ¢vrsto-elasticna. Na popre¢nom preseku
vidljiv je bio edem, soc¢nost povrSine preseka, i cesto nije bilo moguce
razlikovati koru i srz (slika 2B).

Medjjastinalni limfni ¢vorovi su uglavnom bili uvecani, ovalnog do
duguljastog oblika, tamno-Zute boje kod domacih svinja, odnosno smede boje
kod divljih svinja, ¢vrsto-elasticne konzistencije. Kod jako uvecanih limfnih
¢vorova velic¢ina im se kretala od dva do cetiri centimetara, kod nekih divljih

svinja ¢ak do 8 centimetara, ljubicaste boje, glatke i sjajne povrsine i meke do
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tvrdo-elasticne konzistencije. Ovakvi limfni ¢vorovi su prominirali izmedu
pluénih reznjeva (slika 4A), povrsina preseka im je bila so¢na, i kod vecine se
slabo raspoznavala kora i srz.

Mezenterijalni limfni ¢vorovi su bili izduzenog do okruglastog oblika,
zute ili svetlo-smede boje kod domacih svinja, sivo-bele do svetlo-smede boje
kod divljih svinja, ¢vrsto-elasti¢ne konzistencije. Na povrsini preseka uglavnom
se nije raspoznavala kora i srz. Uvecani mezenterijalni ¢vorovi su se ne retko
videli kao paketi u mezenterijumu imitirajudi izgled creva (slika 3A i 3B).

Ingvinalni superficijalni limfni ¢vorovi su bili izduzenog oblika. Kod
domacih svinja boja im je bila svetlo-Zuta, kod divljih svinja svetlo-smeda.
Uglavnom su bili uvecani zbog ¢ega su se jasno isticali u ingvinalnoj regiji (slika
2C i 2D). Veli¢ina im je u pojedinim slucajevima dostizala duzinu od Sest do
osam centimetara, uz meko-elasticnu do tvrdo-elasticnu konzistenciju. Kod
vedine ispitanih svinja povrSina preseka ingvinalnih superficijalnih limfnih
¢vorova bila je edematozna, zamucenog izgleda, bez jasne granice kore i srZi.
Uz ovaj nalaz kod nekih jedinki uocena je i hiperplazija folikula. Kod 5/60
(8,33%) domacih i 12/60 (20,00%) divljih svinja na povrsini preseka uocena su

fokalna nekroti¢na polja.

5.3.3. Patoanatomske promene u slezini

Kod 40/60 (66,67%) ispitanih domacih i 30/60 (50,00%) divljih svinja
zapazeno je uvecanje slezine razlic¢itog stepena i karaktera. Uglavnom je slezina
bila zaobljenih rubova, mrke boje i testaste konzistencije i povrsina preseka bila
je zrnaste grade. Kod 8/60 (13,33%) divljih svinja povrsina preseka slezine bila
je tamno-mrke boje, kasaste konzistencije i prelivala se preko rubova preseka.
Kod domacih svinja sa peritonitisom na povrsini slezine nalazile su se fibrinske

naslage svetlo-zute boje (slika 5D) koje su se lako odvajale od povrsine. Retko je
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konstatovano infarktno podruéje tamne boje, veli¢ine do pola centimetra na

rubu slezine, uglavnom kod divljih svinja.

5.3.4. Patoanatomske promene u tankim crevima

Tanka creva su kod 48/60 (80,00%) domacih i kod 42/60 (70,00%) divljih
svinja imala zapaljenske promene. Krvni sudovi mezenterijuma i zidova tankih
creva bili su inicirani, hiperemi¢ni. PovrSina seroze tankih creva uglavnom je
bila sjajna, glatka i providna. Kod jedinki kod kojih je bio prisutan peritonitis
seroza je imala zamuceni izgled, ¢esto sa fibrinskim naslagama Zute boje (slika
5D) koje su se lako odvajale od creva. U nekim slu¢ajevima prisutan je bio
meteorizam razli¢itog intenziteta, a na istanjenom crevnom zidu uoc¢avani su
inicirani krvni sudovi (slika 5C). Zapaljenski proces je tanka creva uglavnom
zahvatao segmentalno. Pajerove ploce su se jasno isticale subserozno, uglavhom
su bile hiperemicne i imale granulisanu strukturu. Crevni zid je najces¢e bio
zadebljan, edematozan i hiperemican. Prilikom otvaranja creva isticao je redak
sadrzaj neprijatnog mirisa, uglavnom Zzute boje kod domacih svinja i zuto-
zelene boje kod divljih svinja, ponekad sa primesama krvi. Kada je crevni
sadrzaj bio hemoragican sluznica creva je bila edematozna i tamno-crvene boje.
Kod 9/60 (15,00%) divljih svinja u crevnhom sadrZaju, poreklom iz zadnjih
partija tankih creva i iz debelih creva, uocen je veliki broj valjkastih parazita

sivo-bele boje, duzine jedan do pet centimetara, pre¢nika oko 0,3 mm.

5.3.5. Patoanatomske promene u ileocekalnoj valvuli

Ileocekalna valvula je kod 52/60 (86,67%) domacih svinja i kod 60/60

(100,00%) divljih svinja bila uveéana, edematozna. Cesto su uoceni nekroti¢ni
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predelim, koji su, pre svega kod divljih svinja 20/60 (30,00%), duboko prodirali
u limfatiéno tkivo valvule (slika 3C i 3D). Ove nekroti¢cne promene na
ileocekalnoj valvuli divljih svinja bile su Zuto-zelene ili braon boje. Nakon
uklanjanja nekroti¢ne mase na tim mestima ostajali su veliki kraterasti defekti.
Kod domacih svinja opisane promene nisu bile jakog intenziteta. Ileocekalna
valvula je kod njih bila blago uvecana, edematozna, hiperemic¢na i sa slabije

izrazenim nekroti¢nim promenama uocenim kod 11/60 (18,33%) jedinki.

5.3.6. Patoanatomske promene u plucima

U pluéima kod 54/60 (90,00%) ispitanih domacih svinja uocene su
promene koje su ukazivale na zapaljenje razli¢itog karaktera, raSirenosti i
intenziteta. Pluca su bila uvecana i zaobljenih rubova. Pneumoni¢ne promene
divljih svinja ustanovljene su na plu¢ima kod 45/60 (75,00%) jedinki. Kod njih
su ove promene uglavnom bile ograni¢ene na kaudalne lobuse, u vidu blagih
okruglih uzdignuéa van ravni plué¢nog parenhima. Ove promenjene plucne
regije divljih svinja bile su sive boje, tvrdo-elasti¢ne konzistencije, i rede su
zahvatale i kranijalne lobuse pluca. Na povrsini preseka kaudalnih lobusa pluca
kod 41/60 (68,33%) divljih svinja uocavan je veliki broj valjkastih parazita,
koncastog oblika, bele boje, koji su ispunjavali bronhije (slika 4D). Paraziti su po
morfoloskim karakteristikama odgovarali opisu Metastrongylus spp. Parenhim
pluéa u okolini opisanih promena bio je sa prisutnim emfizematoznim i
atelektati¢nim lobulusima. Za razliku od divljih svinja, kod 46/60 (76,67%)
domacih svinja kranioventralni pluéni lobusi bili su zahvadeni promenama
(slika 4B i 4C), koje su se ogledale u konsolidaciji i ljubi¢astom prebojavanju
delova pluénog parenhima. Konsolidovani delovi pluca su bili testaste do
tvrdo-elasticne konzistencije, na povrsini preseka so¢ni, sa zutom ili roze

prozirnom tecnoséu koja se spontano cedila sa povrsine preseka. Promenjeni
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pneumonicni delovi pluca su u potpunosti bili bez vazduha. Neposredno pored
konsolidovanih delova na povrsini preseka mogle su se uociti i emfizematozne
regije. Cesto je na serozi promenjenih delova plu¢a uodeno prisustvo tankih
fibrinskih naslaga. Atelektati¢ni delovi pluca ¢esto su srasli sa porebricom. Na
popre¢nom preseku iz bronhija se cedio penusav sadrzaj Zute ili bele boje. U
plu¢ima ispitanih domacih i divljih svinja cesto je bio izraZzen interlobularni
edem koji razdvaja pluéne lobuluse i istice lobularni izgled plu¢nog parenhima
(slika 4B). Kod manjeg broja domacih svinja u pluénom parenhimu su uoc¢ena
jasno ogranicena polja, tamno-ljubicaste boje, prekrivena debelim fibrinskim
naslagama. Kod 20/60 (33,33%) ispitanih domacih svinja u grudnoj duplji je bio
prisutan eksudat fibrinoznog karaktera, uglavhom sa adhezijama seroza. Ove
fibrinske naslage su bile svetlo-zute boje i lako su se odvajale od povrsine, osim
u uznapredovanim stanjima kada su proZete vezivnim tkivom uz prisustvo
priraslica. Kod 52/60 (86,67 %) ispitanih domacih svinja prilikom pregleda pluca
u grudnoj duplji je uocena prozirna tec¢nost (slika 5A), zute ili roze boje, u
neujednacenoj koli¢ini. Opisane promene na plué¢ima su uglavnom bile

posledica infekcije sa sekundarnim uzroénicima.

5.3.7. Patoanatomske promene u jetri

Hiperemija i blago uvecanje jetre bio je najces¢i nalaz ustanovljen kod
ispitanih domacih i divljih svinja. Povrs$ina jetre je uglavnom bila sjajna i glatka,
kod divljih svinja ¢eS¢e zrnastog izgleda. Kod 5/60 (8,33%) ispitanih domacih
svinja veli¢ina jetre bila je smanjena, svetlo-zute boje i tvrdo-elasti¢ne
konzistencije. Ova pojava bila je prisutna kod 13/60 (21,67%) divljih svinja,
uglavnom starijeg uzrasta. Boja jetre ispitanih svinja je varirala, najcesce je bila
svetlo-mrke boje kod domacih, i tamno-mrke kod divljih svinja. Medutim,

nadene su jetre Zute boje, tamno-mrke boje, koje su neretko imale mozai¢an
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izgled i kod domacih i kod divljih svinja. Uglavnom se na popre¢nom preseku
parenhima jetre jasno uocavala krv koja se cedila, kao posledica hiperemije.
Kod domacih svinja kod kojih je peritonitis bio prisutan na povrsini jetre se
¢esto zapazalo prisustvo fibrinskih naslaga svetlo-zZute boje, koje su se lako
odvajale od povrsine jetre (slika 5D). Kod nekoliko ispitanih svinja, sa izraZzenim
fibrinoznim peritonitisom uz organizaciju fibrinskih masa, jetra je u potpunosti
srasla sa okolnim organima. Kod 6/60 (10,00%) domacih svinja i kod 12/60
(20,00%) divljih svinja na povrsini jetre su se multifokalno mogla uociti mle¢na
polja, koja su prodirala i u dublji parenhim jetre. Kod manjeg broja ispitanih
domacih i divljih svinja na jetri se moglo zapaziti i prisustvo Zuto-belih
nekroti¢nih ognjista, velicine od jedan do tri milimetra, sa multifokalnom
lokalizacijom na povrsini i u dubljem sloju parenhima. Zu¢na besika je najcesce

bila nepromenjena.

5.3.8. Patoanatomske promene u bubrezima

Kod vecine ispitanih domacih i divljih svinja bubrezi su bili uvecani i
bledi. Na povrsini bubrega uocene su bele pege kod 19/60 (31,67%) domacih i
kod 39/60 (65%) divljih svinja. Ove promene su bile promera jedan do tri
milimetra i multifokalno su bile rasporedene (slika 6A). Na povrsini preseka
kore bubrega uocena su polja bele boje, veli¢ine oko jednog milimetra koji su
multifokalno distribuirani po kori. Kod divljih svinja, narocito starijeg uzrasta,
povrsina bubrega je Cesto bila neravna sa kraterastim udubljenjima veli¢ine
jedan do nekoliko milimetra, bele boje, koji su prodirali u koru (slika 6B).
Hiperemija je takode bila ¢est nalaz na bubrezima ispitanih domacih i divljih

svinja.
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5.3.9. Patoanatomske promene u srcu

Prilikom otvaranja perikarda domacih svinja cesto je uocena povecana
koli¢ina prozirne te¢nosti zute ili roze boje u sr¢anoj kesi (slika 5B). Perikard je u
tim slucajevima pokazivao znake zapaljenja. Cesto su konstatovane fibrinske
naslage na perikardu (slika 5D). Fibrinozni perikarditis je uglavnom bio
ograni¢en samo na spoljasnji list perikarda, kada su se ove promene javljale u
sklopu pleuritisa. U ovim stanjima uocene su priraslice sa pleurom. Kod svinja
sa izrazenom konsolidacijom pluca sr¢ani misi¢ je bio hipertrofi¢an, dok je kod
nekih bio istanjenih zidova i sa proSirenim komorama. Bila su zapazena i

diskretna tackasta subepikardijalna krvavljenja, uglavnom kod domacih svinja.
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Slika 2. A. Tonzila domace svinje, hiperemija i edem. B. Submandibularni limfni ¢vor divlje
svinje, povecan, edematozan, zamucenog izgleda i bez jasne granice kore i srzi-dole; bez
promena-gore. C. Ingvinalni superficijalni limfni ¢vorovi domace svinje, svojom veli¢inom se
isticu u ingvinalnoj regiji. D. Ingvinalni superficijalni limfni ¢vor divlje svinje, uvecan,
edematozan, izduZenog oblika i sivo-Zute boje.
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Slika 3. A. Mezenterijalni limfni ¢vorovi domace svinje, uvecani, edematozni, jasno se isticu u
hiperemi¢nom mezenterijumu. B. Mezenterijalni limfni ¢vorovi divlje svinje, uveéani, imitiraju
izgled creva. C. Ileocekalna valvula domace svinje, uveéana i edematozna. D. Ileocekalna
valvula divlje svinje, uvecana, edematozna sa nekroti¢nim poljima i kraterastim defektom.
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Slika 4. A. Plu¢a domace svinje sa uvecanim, edematoznim i hiperemi¢nim medijastinalnim
limfnim ¢vorovima. B. Pluéa domace svinje, interlobularni edem. C. Pluéa domace svinje,
konsolidovani kranioventralni reznjevi. D. Kaudalni pluéni lobus divlje svinje sa veé¢im brojem
adultnih oblika pluénih vlasaca u bronhijama.
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Slika 5. A. Grudna duplja domace svinje sa seroznim eksudatom. B. Sr¢ana kesa domace svinje,
perikarditis. C. Tanka creva domace svinje, enteritis. D. Grudna i trbusna duplja domace svinje,
serozitis.
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Slika 6. A. Bubreg domace svinje sa multifokalnim belim pegama po povr$ini. B. Bubreg divlje
svinje, uvecan i bled sa oZiljcima.
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is

5.4. Histopatoloske promene
U limfatiénom tkivu, plu¢ima, jetri, bubrezima i srcu ispitanih domacih i

divljih svinja ustanovljene su raznovrsne histopatoloske promene, S$to je

prikazano u tabeli br. 3 i 4.

Tabela br. 3. Ucestalost i intenzitet histopatoloskih promena od znacaja za PCVAD u

limfati¢nim organima ispitanih domacih i divljih svinja

Limfni ¢vorovi

Pajerove ploce 12/60 7/60 30/60 11/60
Ileocekalna valvula 15/60 11/60 29/60 5/60

Tonzile 11/60 7/60 31/60 11/60
Slezina 30/60 3/60 21/60 6/60

Limfni ¢vorovi 39/60 13/60 6/60 2/60

Pajerove ploce 45/60 10/60 4/60 1/60

Ileocekalna valvula 47/60 7/60 5/60 1/60

Tonzile 47/60 8/60 4/60 1/60

Slezina 54/60 4/60 1/60 1/60
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Tabela br. 4. Najucestalije histopatoloske promene u pluc¢ima, jetri, bubrezima i srcu

kod ispitanih domacih i divljih svinja

Deplecija limfocita u BALT-u 31/60 7/6
Intersticijalna pneumonija 51/60 22/60
s Bronhopneumonija 52/60 45/60
5
~ Verminozna pneumonija 0/60 45/60
Povecan broj pneumocita tipa II 48/60 18/60
Fibrinozni pleuritis 19/60 0/60
Infiltracija portne i periportne zone
P perp 47/60 31/60
mononuklearnim ¢elijskim elementima
g
kg Multifokalna nekroza pojedinih
18/60 16/60
hepatocita
Perilobularna fibroza 4/60 15/60
'5 Multifokalni intersticijalni nefritis 28/60 31/60
—
RS
& Glomerulonefritis 8/60 10/60
§ Infiltracija mononuklearnim celijama 11/60 12/60
9
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Histopatoloske promene razli¢itog intenziteta, koje su od znacaja za
PCVAD, bile su prisutne kod domacih i divljih svinja u razli¢itom broju. Kod
domacih svinja promene slabog intenziteta ustanovljene su kod 6/60 (10,00%),
promene srednjeg intenziteta kod 32/60 (53,33%) i promene jakog intenziteta
kod 15/60 (25,00%) ispitanih jedinki. Kod 7/60 (11,67 %) jedinki na limfati¢cnom
tkivu nije bilo histopatoloskih promena od znacaja za PCVAD.

Histopatoloskim ispitivanjima limfati¢nog tkiva divljih svinja kod 39/60
(65,00%) ustanovljeno je da nema promena od znacaja za PCVAD. Kod 13/60
(21,67%) su ustanovljene promene slabog intenzitaeta, kod 6/60 (10,00%)
promene srednjeg intenziteta i kod 2/60 (3,33%) promene jakog intenziteta.

Kod domacih i divljih svinja kontrolne grupe nisu ustanovljene promene

od znacaja za PCVAD.

5.4.1. Histopatoloske promene u tonzilama

Histopatoloskim pregledom isecaka tonzila ispitanih domacih svinja
utvrdene su raznovrsne promene. Promene koje su od znacaja za PCVAD
uocene su u tonzilama 49/60 (81,66%) domacih i 13/60 (21,67 %) divljih svinja,
kao Sto je prikazano u tabeli br. 3. Povrsinski epitel je uglavnom bio
nepromenjen. U subepitelnom predelu cesto je wuocena infiltracija
mononuklearnim ¢elijskim elementima. Prisutni su bili folikuli sa ili bez jasno
izrazenim germinativnim centrima. Folikuli sa deplecijom limfocita su bili
svetli, bez germinativnih centara i sa retkim limfocitima (slika 7A), kod 53/60
(88,33%) domacih svinja, dok je ista promena zabelezena kod 21/60 (35,00%)
divljih svinja, uglavnom mladeg uzrasta. Razli¢iti stepen deplecije limfocita
uocen je i u interfolikularnim regijama. Kod svinja, kod kojih je interfolikularna
deplecija limfocita bila jaceg intenziteta, isticala se fibrovaskularna stroma
tonzile. Cesta je bila pojava kriptitisa, kada je lumen kripti bio ispunjen
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celijskim sadrzajem u kojem su dominirali limfociti, ali su nadeni i makrofagi i
plazmociti, a nekada i dominantno polimorfonuklearni granulociti. Kod divljih
svinja Cest je bio nalaz celijskog nekroti¢nog detritusa u tonzilarnim kriptama.
Takode, ponekad je uocena i infiltracija trabekula i epitela kripti eozinofilnim

granulocitima, pre svega kod divljih svinja.

5.4.2. Histopatoloske promene u limfnim cvorovima

U limfnim ¢vorovima (submandibularni, medijastinalni, mezenterijalni i
ingvinalni superficijalni limfni ¢vorovi) ustanovljene su promene od znacaja za
PCVAD, kao sto se vidi iz tabele br. 3. Tkivne lezije razli¢itog intenziteta
ustanovljene su kod 53/60 (88,33%) domacih i 21/60 (35,00%) divljih svinja.
Uglavnom je ustanovljena deplecija limfocita folikularne, perifolikularne i
interfolikularne zone (slika 7B), ¢ime je ¢esto narusena arhitektura limfnog ¢vora
(slika 7D). Folikuli u slucaju deplecije folikularnog tipa skoro da se ne uocavaju,
u nekima se vide samo naznake parakortikalne zone u kojima su smesteni retki
limfociti (slika 7C). Kod vecine ispitanih domacih svinja, i kod divljih svinja
mladeg wuzrasta, folikularnu depleciju pratila je deplecija limfocita
perifolikularne zone limfnog ¢vora. Kod njih se u ise¢cima limfnih ¢vorova
prevashodno videla fibrovaskularna stroma (slika 7D). Kod obolelih svinja kod
kojih je folikularna deplecija limfocita bila jace izraZena difuzno limfati¢no tkivo
okruzivalo je smanjene folikule u ¢ijim su se centrima nalazile brojne ovalne
¢elije eozinofilne citoplazme. Ponekad je na mestu deplecije limfocita u limfnom
folikulu zapaZeno grupisanje epiteloidnih ¢elija u vidu granuloma (slika 8D). Ne
retko, zapaZene su multijedarne dzinovske <delije u sklopu infektivhog
granuloma (slika 8C) ili solitarno. Ostaci folikula ¢esto su predstavljli mrezu

retikularnih celija sa retkim malim limfocitima (slika 7C).
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U vedini limfnih ¢vorova ispitanih domacih svinja, a u manjem broju i
kod divljih svinja, zabelezena je i interfolikularna deplecija limfocita koja se
karakteriSe smanjenjem broja limfocita i otkrivanjem vezivno-vaskularne
strome u interfolikularnoj regiji (slika 7B). Interfolikularna deplecija limfocita je
¢esto bila udruZena sa edemom, pri ¢emu limfni ¢vor ima izgled mreze u kojoj
se multifokalno vide grupice malih limfocita i makrofaga. Nesto vise
limfati¢nog tkiva prisutno je oko trabekula. Zadebljale trabekule su ne retko
infiltrovane eozinofilnim granulocitima. Ponekad, uz opisane promene u
fibrovaskularnoj stromi limfnog c¢vora, zapaZene su obilne subkapsularne
hemoragije i brojni makrofagi sa hemosiderinom (slika 8A). Ova promena je
utvrdena kod 5/60 (8,33%) divljih svinja.

Limfni ¢vorovi, u kojima je deplecija limfocita bila slabije izrazena,
ponekad imaju izgled , zvezdanog neba”, pri ¢emu se u gusto napakovanom
limfati¢nom tkivu vide svetli prostori, ponekad prazni ili sadrZe degenerisane
makrofage ili njihove ostatke (slika 8B). Folikularnu i interfolikularnu depleciju
limfocita pratila je dilatacija kortikalnih (slika 8A) i trabekularnih sinusa, u
kojima su zapazeni makrofagi sa obilnom svetlom citoplazmom i retikularne
¢elije. Mononuklearni celijski infiltrat je uocen i u kapsuli limfnog c¢vora i
vezivnom tkivu trabekula. Kod velikog broja ispitanih limfnih ¢vorova uocena
je infiltracija sa eozinofilnim granulocitima, pre svega kod divljih svinja.
Opisane promene najes¢e su videne u ingvinalnim superficijalnim,
medijastinalnim i mezenterijalnim limfnim ¢vorovima, nesto rede u
submandibularnim limfnim ¢vorovima domacih i divljih svinja. Pored opisanih
promena, kod 6/60 (10,00%) domacih i 4/60 (6,67 %) divljih svinja sa izrazenom
folikularnom deplecijom limfocita zapaZena je koagulaciona nekroza (slika 9A) i
nekroti¢ni vaskulitis, uz trombozu krvnih sudova.

Pored ustanovljene deplecije limfocita zapaZzeni su i limfni ¢vorovi sa
hiperplazijom folikularnog i interfolikularnog tkiva. U tom sluc¢aju su uoceni

veliki folikuli sa brojnim, gusto naseljenim limfocitima koji su bez jasne granice
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prelazili u interfolikularno limfati¢no tkivo. Interfolikularna zona u tim limfnim
¢vorovima bila je prozeta gusto napakovanim limfocitima. Takode, u velikom
broju limfnih folikula izraZeni su bili germinativni centri. Ove promene su
zapaZene uglavnom na medijastinalnim i mezenterijalnim limfnim ¢vorovima
kod 28/60 (46,67%) divljih svinja, pre svega kod onih jedinki kod kojih su,
pored zapaljenskih procesa na plué¢ima i crevima, bili prisutni i adultni
parazitski oblici. Kod ovih jedinki se takode ucestalo moglo uociti prisustvo
povecanog broja eozinofilnih granulocita u medijastinalnim i mezenterijalnim
limfnim ¢vorovima, uglavnom difuzno rasporedeno u interfolikularnim

zonama, subkapsularnim i trabekularnim sinusima.

5.4.3. Histopatoloske promene u slezini

U iseccima slezine 30/60 (50,00%) ispitanih domacih svinja i 6/60
(10,00%) divljih svinja mladeg uzrasta uocena je deplecija limfocita, koja se
ogledala u slabo izraZzenom periarterijskom limfaticnom omotacu (slika 9D).
Deplecija limfocita bila je razli¢itog stepena i zahvatala je periarterijski
limfocitni omota¢ (PALS). Zapazena je i infiltracija makrofagima koji su imali
obilnu citoplazmu i ponekad su bili grupisani u vidu granuloma, oko kojih su
prisutni retki limfociti. Kod 15/60 (25,00%) domacih i kod 45/60 (75,00%)
divljih svinja zapaZena je hipercelularnost periarterijskog limfatiécnog omotaca, i
u tom slucaju je bela pulpa dominirala nad crvenom pulpom. U crvenoj pulpi
izrazena je bila hiperemija krvnih sudova i sinusoidnih prostora. Kod velikog
broja domacih i divljih svinja u sinusoidnim prostorima slezine mogli su se naci
i eozinofilni i neutrofilni granulociti u pove¢anom broju. Eozinifilni granulociti
ponekad infiltruju i zadebljale trabekule, $to je ¢eS¢e uoceno kod divljih svinja.
Trabekularni sinusi slezine ¢esto su bili prosireni i hiperemicni, ne retko su se u
njima mogli na¢i mnogobrojni hemosiderociti.
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5.4.4. Histopatoloske promene u tankim crevima

Najcesci nalaz prilikom histopatoloskog pregleda tankih creva ispitanih
domacih i divljih svinja bio je infiltracija mononuklearnim celijskim elementima
lamine proprije mukoze i tunike submukoze, uz ¢esto prisustvo neutrofilnih
granulocita. Kod 23/60 (38,33%) divljih svinja je zabeleZena infiltracija lamine
proprije mukoze sa eozinofilnim granulocitima. U nekim iseccima creva
limfociti su uoceni u povecanom broju, i izmedu samih enterocita. Crevni zid je
uglavnom bio edematozan sa dilatiranim, hiperemi¢nim krvnim sudovima.
Kod vedine ispitanih svinja promene su bile prisutne i u Pajerovim plo¢ama.
Folikuli Pajerovih ploc¢a kod 48/60 (80,00%) domacih svinja pokazivali su
razlic¢it stepen deplecije limfocita (slika 9C). Kod intenzivne deplecije limfocita
uoceno je nakupljanje makrofaga u folikulima na mestu deplecije limfocita,
¢esto grupisanih u centrima limfnih folikula ¢ime su podsecali na granulom.
Ponekad su uocene velike, multijedarne dZzinovske celije u stromi oko folikula i
blizu crevnih resica. U velikom broju divljih svinja, i kod nekih ispitanih
domacih svinja, folikuli Pajerovih ploc¢a su bili izraZeno hipercelularni sa gusto
naseljenim limfocitima. Ovakvi hiperplasti¢ni folikuli su ¢esto imali promenjeni
oblik uz infiltraciju eozinofilnim granulocitima oko folikula i u lamini propriji

mukoze creva.

5.4.5. Histopatoloske promene u ileocekalnim valvulama

Najucestaliji nalaz na ileocekalnim valvulama kod 45/60 (75,00%)
ispitanih domacih svinja i kod 13/60 (21,66%) divljih svinja, bilo je deplecija
limfocita u limfnim folikulima, uz mononuklearnu c¢elijsku infiltraciju tunike
mukoze i submukoze, sa izrazenim prosirenjem Liberkinijevih kripti. Limfni

folikuli u submukozi imali su depleciju limfocita razli¢itog intenziteta kako je u
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tabeli br. 3 prikazano. Cesto se u depleciranim folikulima uocavala retikularna
stroma i prisustvo solitarnih i grupisanih makrofaga. Ponekad su se u
submukozi ileocekalne valvule, na mestu depleciranih folikula, mogli uo¢iti
znaci granulomatoznog zapaljenja uz prisustvo epiteloidnih i multijedarnih
dzinovskih ¢elija (slika 9B), sa periferno postavljenim jedrima svetle citoplazme.
Difuzno limfati¢no tkivo je uglavnom bilo izraZeno, sa razbacanim limfocitima,
makrofagama i retkim plazma Cdelijama u submukozi. Infiltracija
mononuklearnim celijama je uodena u mukozi i submukozi. Cesto su u ovim
predelima uoceni i neutrofilni i eozinofilni granulociti. Kod vedine ispitanih
domacih, i skoro kod svih divljih svinja zapaZen je kriptitis. Liberkinijeve kripte
su bile prosirene i ispunjene nekroticnim detritusom eozinofilnog karaktera, u
sredini sa degenerisanim celijama kod 11/60 (18,33%) domacih svinja. Na
ileocekalnim valvulama kod 20/60 (30,00%) divljih svinja zapaZeni su
nekroti¢ni predeli koji su ¢esto zahvatali vise spojenih kripti. Na dnu kripti su

¢esto uocene deobe stem celija.
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Slika 7. A. Tonzila divlje svinje, deplecija limfocita u limfnom folikulu. HE. Bar: 500pm
B. Mezenterijalni limfni ¢vor domace svinje, deplecija limfocita folikularne, perifolikularne i
interfolikularne zone. HE. Bar: 500pm. C. Medijastinalni limfni ¢vor divlje svinje, istaknuta
retikularna osnova. HE. Bar: 100pm. D. Submandibularni limfni ¢vor domace svinje, narusena
arhitektura limfnog ¢vora. HE. Bar: 500pum.
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Slika 8. A. Ingvinalni superficijalni limfni ¢vor domace svinje, folikularna deplecija limfocita,
dilatacija kortikalnog sinusa i prisustvo hemosiderina. HE. Bar: 500pm. B. Mezenterijalni limfni
¢vor domace svinje, blaga deplecija folikularne zone i izgled “zvezdanog neba”. HE. Bar:
200pm. C. Ingvinalni superficijalni limfni ¢vor domace svinje, Infektivni granulom. HE. Bar:
200pm. D. Mezenterijalni limfni ¢vor domace svinje, infektivni granulom u sredini limfnog
folikula. HE. Bar: 100pm.
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Slika 9. A. Ingvinalni superficijalni limfni ¢vor domace svinje, koagulaciona nekroza u folikulu.
HE. Bar: 200pm B. Ileocekalna valvula domace svinje, deplecija limfocita uz infiltraciju
makrofagima i ptisustvo infektivnog granuloma. HE. Bar: 200um, C. Tanko crevo divlje svinje,
umerena deplecija limfocita Pajerove plo¢e. HE. Bar: 500um. D. Slezina divlje svinje, slabo
izrazena bela pulpa. HE. Bar: 500pm.

77



Rezultati ispitivanja

5.4.6. Histopatoloske promene u plucima

Prilikom histopatoloskog pregleda pluéa domacih svinja kod 51/60
(85,00%) uocene su promene koje ukazuju na intersticijalnu pneumoniju
razli¢itog intenziteta (slika 10A i 10B), kao i promene karakteristi¢ne za gnojnu
bronhopneumoniju 52/60 (86,67 %) (slika 10C). Kod 45/60 (75,00%) divljih svinja
bile su prisutne promene karakteristicne za gnojnu i verminoznu
bronhopneumoniju. U pluéima je cesto evidentiran edem koji zahvata
interlobularnu stromu, a ne retko i same alveole.

Zadebljanje interlobularnih septi, koje su bile edematozne i sa izrazenim
vezivno-tkivnim elementima, cesto je uoceno. Kod 51/60 (85,00%) ispitanih
pluéa obolelih domacih svinja, alveolarne pregrade su bile zadebljale, uz
prisustvo velikog broja mononuklearnih celijskih elemenata (slika 10A). U ovom
¢elijskom infiltratu dominirali su limfociti, makrofagi i fibroblasti.

Cesto je uoteno i umnozavanje pneumocita tipa II (slika 11A), kao to je
to prikazano u tabeli br 4. Njihova proliferacija je ponekad toliko bila izrazena,
da su osim uglova alveola, ¢esto popunjavali skoro ceo alveolarni prostor.
Makrofagi su osim u interalveolarnim pregradama uoceni i u samim
alveolarnim prostorima gde su videni kao velike Cdelije, prosvetljene ili
penusave citoplazme, ponekad sa ostacima fagocitovanog materijala (slika 11A).
U nekim ise¢cima pluca u alveolama su se osim makrofaga nalazili degenerisani
polimorfonuklearni granulociti i sluzav sadrzaj (slika 10C). U uznapredovalim
stanjima mogli su se uociti i vezivno-tkivni elementi i organizacija alveolarnog
sadrzaja.

Zapaljenske promene su zapaZene na bronhijama i bronhiolama. Uoc¢eno
je prisustvo veceg ili manjeg broja mononuklearnih celijskih elemenata u

vezivnom tkivu oko bronhusa i bronhiola, u pripadajué¢im krvnim sudovima, a
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¢esto i u samom zidu bronhija i bronhiola. Peribronhitis i bronhitis nekada su
imali gnojni karakter. U tim slucajevima uocen je veliki broj neutrofilnih
granulocita oko bronhusa i bronhiola, kao i u njihovom zidu i u samom lumenu
(slika 10C). Nekada se mogao videti fibrozni bronhiolitis sa organizovanim
sadrzajem. Kod divljih svinja, ¢est je bio nalaz vernimozne bronhopneumonije
45/60 (75,00%). Tada, u zidu bronhija, bronhiola, u peribronhijalnom vezivnom
tkivu, i u peribronhijalnim limfnim folikulima prisutni su bili eozinofilni
granulociti u velikom broju. Lumen bronhija je bio ispunjen parazitima (slika
10D) i ¢elijskim detritusom.

Promene na bronhoalveolarnom limfati¢cnom tkivu (BALT-u) su takode
zapazene kod obolelih svinja, kako je prikazano u tabeli br. 4. Kod domacih
svinja te promene su se uglavnom ogledale u depleciji limfocita razli¢itog
intenziteta. U nekim depleciranim folikulima se mogla uociti stroma i prisustvo
povecanog broja makrofaga, dok su kod manjeg broja folikuli bili hiperplasti¢ni
sa gusto naseljenim limfocitima. Kod divljih svinja sa verminoznom
bronhopneumonijom u hiperplasticnom bronhoalveolarnom limfnom tkivu bili
su prisutni gusto naseljeni limfociti, i veliki broj eozinofilnih granulocita.

Zapaljenje pluéne maramice, koja je bila zadebljana, cesto sa debelim
fibrinskim naslagama u kojima su zapaZeni i vezivnotkivni elementi, zapaZeno
je kod 19/60 (31,67 %) domacih svinja. U uznapredovalim procesima dolazilo je

do potpune organizacije fibrinskih naslaga.

5.4.7. Histopatoloske promene u jetri

Najucestalija histopatoloska promena u jetri ispitanih domacih i divljih
svinja bila je infiltracija portne regije mononuklearnim celijskim
elementima(slika 11C), kao Sto je prikazano u tabeli br 4. Grupe

mononuklearnih ¢elija su nadene i u sinusoidnim prostorima parenhima jetre, a
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Cesto i prisustvo povecanog broja Kupferovih celija. Neke Kupferove Ccelije
imale su zarezasto jedro nalik na srp, dok su druge imale okruglasto ili
zvezdasto jedro. U periportnom delu lobulusa ponekad su videne multifokalne
nekroze pojedina¢nih hepatocita. Spomenute promene uglavnom nisu
narusavale strukturu reZnjica jetre. Kod 4/60 (6,67%) domacih svinja i kod
16/60 (26,67%) divljih svinja uoceni su znaci periportne fibroze. U tom slucaju,
pored izrazenih interlobularnih vezivno-tkivnih septi, uocen je i gubitak veceg
broja hepatocita wuz difuznu infiltraciju mononuklearnim celijjama i

fibroblastima, uz narusenu arhitekturu lobulusa razli¢itog intenziteta.

5.4.8. Histopatoloske promene u bubrezima

U bubrezima kod 28/60 (46,67%) domacih i kod 31/60 (51,67%) divljih
svinja zapaZeni su znaci intersticijalnog nefritisa razli¢itog intenziteta.
Mononuklearni ¢elijski infiltrat je uglavnom bio lokalizovan u kori bubrega
fokalno, oko glomerula i tubula (slika 11B). Hipercelularnost glomerula uz edem
vaskularne petlje, koja je potpuno ispunjavala prostor Bowmanove kapsule,
uocen je kod 8/60 (13,33%) domacih svinja. Kod divljih svinja je kod 21/60
(35,00%) uoceno prisustvo gnojnog pielonefritisa, gde su u celijskom infiltratu

parenhima bubrega i bubrezne karlice prevladavali neutrofilni granulociti.

5.4.9. Histopatoloske promene u srcu

Prilikom histopatoloskog pregleda srca zapaZena je infiltracija miokarda
mononuklearnim ¢celijama (slika 11D) kod 11/60 (18,33%) domacih i kod 12/60
(20,00%) divljih svinja. Mononuklearni celijski infiltrat se nalazio difuzno

rasporeden izmedu snopova mi$i¢nih delija srca. Njihova veca aglomeracija
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zapazena je perivaskularno. Uocene su promene i na kapilarima miokarda, u
vidu nabubrelih endotelnih celija. Takode se mogla videti i mestimic¢na

vakuolizacija miokardiocita, a kod nekih i nekroza.
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Slika 10. A. Pluéa domace svinje, zadebljale alveolarne pregrade uz obilnu infltraciju
mononuklearnim Celijskim elementima. HE. Bar: 500um. B. Pluéa domace svinje, edem
interlobularnog vezivnog tkiva. HE. Bar: 500pm. C. Plu¢a domace svinje, infiltracija alveola i
bronhiola polimorfonuklearnim celijskim elementima: HE. Bar: 200pm. D. Pluca divlje svinje sa
adultnim oblikom pluéne vlasi u lumenu bronhiole. HE. Bar: 500um.
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Slika 11. A. Plu¢a domace svinje, umnoZzeni pneumociti tipa II uz prisustvo mononuklearnog
¢elojskog infiltrata u alveolama. HE. Bar: 200um. B. Bubreg divlje svinje, fokalna infiltracja
kortikalne zone mononuklearnim delijskim elementima. HE. Bar: 200um. C. Jetra domace svinje,
infiltracija portne regije mononuklearnim celijama. HE. Bar: 200pm. D. Srce domace svinje,
hiperemija miokarda i infiltracija mononuklearnim celijskim elementima. HE. Bar: 500pum.
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5.5. Distribucija Cap antigena PCV2

Distribucija i koli¢ina virusnog antigena je varirala u razlic¢itim tkivima, u
odnosu na ukupan broj inficiranih domacih i divljih svinja, kao $to je to

prikazano u tabeli br. 51 6.

Tabela br. 5. Distribucija i intenzitet ekspresije Cap antigena PCV2 u limfati¢cnom tkivu

inficiranih domacih svinja

‘ Tonzile 18/60 9/60 22/60 11/60 42/60 ni

Pajerove

10/60 6/60 30/60 @ 14/60 50/60 ni
ploce
Ileocekalna

14/60 8/60 28/60 10/60 46/60 ni
valvula

‘ Slezina 15/60 7/60 29/60 @ 9/60 45/60 60/60

Limfni

9/60 7/60 31/60 @ 13/60 51/60 60/60a
¢vorovi
Tonzile 53/60 6/60 1/60 0/60 7/60 ni
Pajerove

52/60 5/60 2/60 1/60 8/60 ni
ploce
Ileocekalna

52/60 5/60 2/60 1/60 8/60 ni
valvula
Slezina 55/60 4/60 1/60 0/60 5/60 16/60
Limfni

49/60 8/60 2/60 1/60 11/60 16/60a
¢vorovi

Legenda: ni= nije ispitano; @ = ingvinalni superficijalni limfni ¢vorovi.
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Tabela br. 6. Ekspresija Cap antigena PCV2 u pludima, jetri, bubrezima i srcu ispitanih

domacih i divljih svinja.

Pluca 12/60 48/60 52/60 8/60
Jetra 28/60 32/60 54/60 6/60
Bubrezi 40/60 20/60 55,/60 5/60
Srce 60/60 0/60 60,60 0/60

U ispitivanom limfaticnom tkivu, plud¢ima, jetri, bubrezima i srcu
domacih i divljih svinja kontrolne grupe nije ustanovljena ekspresija Cap
antigena PCV2.

Kako se iz tabela vidi pozitivna reakcija na prisustvo Cap antigena PCV2,
utvrdena je kod vecine ispitanih domacih svinja 51/60 (85,00%) i kod 11/60
(18,33%) divljih svinja. U brojnim ispitanim organima uoceno je da celije koje
eksprimiraju virusni antigen uglavnom pokazuju citoplazmatsku pozitivhu
reakciju. Ekspresija Cap antigena najcesce je uocena u makrofagima. Makrofagi
koji su eksprimirali Cap antigen PCV2 imali su izraZenu citoplazmatsku
lokalizaciju signala, koja se ogledala u nalazu obilnih precipitata braon boje
(slika 12B i 12C). Ovi precipitati imali su granuliranu strukturu. U jedrima
makrofaga nije uo¢ena pozitivna reakcija na prisustvo Cap antigena PCV2.

Intenzitet signala je zavisio od koli¢ine Cap antigena PCV2 i u

limfaticnom tkivu je varirao izmedu negativnog i izrazito pozitivnog. Kod
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vedine divljih svinja signal je bio slabijeg intenziteta, za razliku od domacih
svinja kod kojih je kod vecine ustanovljen signal intenziteta umereno (slika 12D)
do izrazito pozitivno (slika 12C), kao $to se vidi u tabeli br. 51 6.

U limfnim ¢vorovima kod 51/60 (85%) domacih i kod 11/60 (18,33%)
divljih svinja utvrdena je ekspresija Cap antigena. Intenzitet signala u limfnim
¢vorovima je varirao i kretao se od negativnog do izrazito pozitivnog, kao sto je
prikazano u tabeli br. 5. Celije pozitivne na Cap antigen PCV2 u limfnim
¢vorovima imale su homogenu do zrnastu, braon obojenu citoplazmu, i bile su
smestene difuzno u parenhimu limfnih ¢vorova (slika 13A). Veliki broj
pozitivnih celija nalazio se oko trabekularnih (slika 13B) i kapsularnih sinusa, a
manji broj u samim sinusima. Pozitivne celije su u velikom broju uocene i u
samim depleciranim folikulima, narocito na mestima gde se videla
granulomatozna zapaljenska reakcija i multijedarne dZinovske celije (slika 13C i
13D). Kod ovakvih promena zapaZene su velike celije grupisane koncentri¢no i
slojevito u ¢ijoj se citoplazmi nalazio obilan precipitat braon boje. Pozitivni
makrofagi su se nalazili u perifolikularnom i interfolikularnom predelu.
Celijska populacija koja je imala pozitivnu citoplazmatsku reakciju na Cap
antigen u limfnim ¢vorovima, uglavnom je pripadala grupi makrofaga. Retko
su se u depleciranim folikulima mogle uociti male okrugle celije koje su cele
braon obojene i verovatno pripadale limfocitima.

Cap antigen PCV2 dokazan je u tonzilama kod 42/60 (70,00%) domacih i
kod 7/60 (11,67 %) divljih svinja. U tonzilama ispitanih svinja veliki broj ¢elija je
eksprimirao Cap antigen. Intenzitet signala u tonzilama domacdih svinja je
varirao i kretao se od negativnog do izrazito pozitivnog, dok je kod divljih
svinja uglavnom ustanovljen signal slabog intenziteta, kao sto se vidi iz tabele
br. 5. Najveéi broj celija sa pozitivhim signalom uocen je subepitelijalno u
limfaticnom tkivu tonzila. Difuzno rasporedene celije, sa obilnom
citoplazmatskom pozitivnom reakcijom, videne su u limfnim folikulima tonzila

kao i u interfolikularnoj stromi (slika 12D). Mestimic¢no, u folikulima su videne i
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male okrugle celije, pozitivne na spomenuti virusni antigen. Ponekad je uocena
pozitivna Celija i u kripti tonzile.

Imunoreaktivnost razli¢itog intenziteta, kao sto je prikazano u tabeli br.5
uoden je i u slezini ispitanih domacih i divljih svinja. Celijsku populaciju koja je
pozitivna na Cap antigen PCV2 sacinjavali su makrofagi. Ove celije su imale
obilnu citoplazmu sa precipitatom braon boje u njoj, difuzno rasporedene u
beloj pulpi slezine odnosno pretezno u PALS-u (slika 14B). U slezini kod nekih
domacih i divljih svinja uoc¢eno je da se u depleciranom PALS-u nalaze celije
koje imaju pozitivhu citoplazmatsku reakciju i koncentri¢no-slojevito su bile
rasporedene oko centralnog krvnog suda (slika 14A). Makrofagi sa pozitivhom
citoplazmatskom reakcijom na Cap antigen uoceni su i oko trabekularnih
sinusa, a u manjem broju i u samim trabekulama.

Razli¢it stepen imunoreaktivnosti, na prisustvo Cap antigena PCV2,
uocen je u crevima kod 50/60 (83,33%) domacih i kod 8/60 (13,33%) divljih
svinja. Kao sto se iz tabele br. 5 vidi, kod veé¢ine domacih svinja intenzitet
signala je bio izraZeniji nego kod divljih svinja. Najintenzivnija ekspresija Cap
antigena PCV2, uoc¢ena je u GALT-u. U tankim crevima najveci broj pozitivnih
¢elija, sa prisustvom Cap antigena u njima, dokazan je u Pajerovim ploc¢ama
(slika 14C). Ovde je bio prisutan veliki broj difuzno rasporedenih C(elija,
makrofaga, koje su imale citoplazmu sa bogatim sadrZzajem imunopozitivhog
signala. Rede, uoceno je prisustvo infektivhog granuloma u depleciranim
predelima Pajerovih ploca, sa jakom ekspresijom Cap antigena PCV2 (slika 14D).
Pozitivni makrofagi su takode uoceni i u difuznom limfatiécnom tkivu lamine
proprije mukoze tankog creva. Ovde su se ponekad mogle videti i velike celije
sa viSe jedara, multijedarne dzinovske celije, ¢ija je citoplazma intenzivno
pozitivna. Retko su zapazene i male okrugle celije, limfociti, sa braon
precipitatom, lokalizovane u folikulu Pajerovih ploc¢a ili u lamini propriji
mukoze. Kod nekih obolelih prasadi uoceno je da su na prisustvo Cap antigena

pozitivno reagovale i epitelne celije crevnih kripti. Enterociti su pokazivali
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blagu citoplazmatsku pozitivnu reakciju, lokalizovanu u apikalnom delu delije
(slika 15D). U debelim crevima najintenzivnija pozitivna reakcija, na prisustvo
Cap antigena, uocena je u illeocekalnoj valvuli. Pozitivha reakcija je
ustanovljena kod 46/60 (76,67 %) domacih i kod 8/60 (13,33%) divljih svinja. U
difuznom limfatiénom tkivu ileocekalne valvule, kao i u predelima gde su
limfociti organizovani u vidu folikula, videne su brojne celije, makrofagi, koje
su imale obilnu citoplazmu ispunjenu pozitivnim signalom. Najveci broj
pozitivnih makrofaga nalazio se difuzno ili koncenti¢no rasporedeno u
depleciranim folikulima, a manji broj u vezivnom tkivu oko Liberkinijevih
kripti. Ponekad su se u Liberkinijevim kriptama mogli uociti enterociti, koji
sli¢cno enterocitima tankog creva, sadrze virusni antigen u apikalnom delu svoje
citoplazme. Ovaj deo citoplazme sadrzi retke granule svetlo-braon boje.

Celijska populacija u plu¢ima ispitanih domacih i divljih svinja, u kojima
je zabelezen Cap antigen PCV2, uglavnom je bila sastavljena od
mononuklearnih ¢elija sa citoplazmatskom lokalizacijom antigena. Ove celije su
utvrdene u zadebljalim alveolarnim septama (slika 15A), nekada na samoj
povrsini alveola, rede slobodno u njenom lumenu kod 48/60 (80,00%) domacih
i kod 8/60 (13,33%) divljih svinja. Ne retko, zapaZene su velike celije u
uglovima alveola koje odgovaraju pneumocitima tipa II, i koje eksprimiraju Cap
antigen. Cesto su celije pozitivne na virusni antigen uocene i peribronhijalno u
BALT-u. Cap antigen se takode mogao videti i u ¢elijama zapaljenskog eksudata
koji je ispunjavao lumen bronhija, bronhiola i alveola (slika 15B).
Imunopozitivna reakcija bila je uocljiva i u trepljastim epitelnim celijama
bronhija i bronhiola, pre svega u apikalnom delu citoplazme spomenutih ¢elija,
blizu treplji (slika 15C).

U iseccima jetre, kod 32/60 (53,33%) ispitanih domacih i kod 6/60
(10,00%) divljih svinja, Cap antigen PCV2 je detektovan u malim koli¢inama.
Pozitivna reakcija na prisustvo virusnog antigena uocena je u portnim i

sinusoidnim prostorima jetre. U portnim prostorima su zapaZene retke,

: 88 :



crrererneereneeenneeeenneneenneeeenno 2UItALL ISPItIVAN) 2
izduZene celije koje eksprimiraju virusni antigen (slika 16A). Epitelne Ccelije
bilijarnih izvodnih kanali¢a su u nekim ise¢cima jetre takode bile pozitivne
(slika 16B). Ponekad su u sinusoidnim prostorima jetrinog lobulusa, blizu
portnog prostora, uocene pozitivne celije sa diskretnim -citoplazmatskim
signalom.

Cap antigen PCV2 je dokazan u bubrezima kod 20/60 (33,33%) domacih i
kod 5/60 (8,33%) divljih svinja. Celije u kojima je virusni antigen prisutan su
uglavnom bile celije mononuklearog infiltrata i tubulociti. U peritubularnom
mononuklearnom infiltratu bubreznog korteksa mogle su se uociti celije koje
eksprimiraju Cap antigen PCV2 (slika 16C). U tubulocitima je ovaj antigen
detektovan u citoplazmi (slika 16D). Ove promene su bile ograni¢ene samo na
pojedine tubule.

U ispitanim uzorcima srca ispitanih domacih i divljih svinja nisu uocene

¢elije koje eksprimiraju Cap antigen PCV2.

: 89 :



Slika 12. A. Medjjastinalni limfni ¢vor domace svinje kontrolne grupe. HC. Bar: 100um.
B. Ingvinalni superficijalni limfni ¢vor domace svinje, umerena ekspresija Cap antigena PCV2.
IHC. Bar: 100pum. C. Submandibularni limfni ¢vor domace svinje, intenzivna ekspresija Cap
antigena PCV2. IHC. Bar: 100pm. D. Tonzila divlje svinje, umereni broj imunopozitivnih éelija u
subepitelijalnom folikularnom i difuznom limfati¢nom tkivu. IHC. Bar: 200pm.
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Slika 13. A. Ingvinalni superficijalni limfni ¢vor domace svinje, umereni broj imunopozitivnih
¢elija. IHC. Bar: 500pm. B. Medijastinalni limfni ¢vor divlje svinje, veliki broj imunopozitivnih
mononuklearnih celija u peritrabekularnom predelu. IHC. Bar: 200pm. C. Mezenterijalni limfni
¢vor divlje svinje, umerena ekspresija Cap antigena PCV2 u infektivhom granulomu. IHC. Bar:
100pm. D. Mezenterijalni limfni ¢vor domace svinje, pozitivna multijedarna dzinosvka celija i
difuzno rasporedene mononuklearne ¢elije eksprimiraju Cap antigena PCV2. IHC. Bar: 100pm.



Slika 14. A. Slezina divlje svinje, umerena ekspresija Cap antigena PCV2 u predelu
periarterijskog limfaticnog omotaca. IHC. Bar: 200um. B. Slezina domace svinje, jaka
imunopozitivna reakcija u beloj pulpi oko centralne arterije. IHC. Bar: 500um. C. Tanko crevo
divlje svinje, intenzivna imunopozitivna reakcija u Pajerovij plo¢i. IHC. Bar: 500pm. D. Tanko
crevo domace svinje, jaka ekspresija Cap antigena PCV2 u granulomu u Pajerovoj plo¢i. IHC.
Bar: 200pum.
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Slika 15. A. Plu¢a domace svinje, ekspresija Cap antigena u pneumocitima i mononuklearnom
¢elijskom infiltratu. IHC. Bar: 200um. B. Mnogobrojne imunopozitivne ¢elije u bronhiolarnom
eksudatu i u alveolama. IHC. Bar: 500um. C. Plu¢a domace svinje, ekspresija Cap antigena PCV2
u citoplazmi trepljastog epitela bronhiole. IHC. Bar: 100um. D. Tanko crevo domace svinje,
imunopozitivni enterocita i mononuklearne celije lamine proprije mukoze. IHC. Bar: 100um.
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Slika 16. A. Jetra domace svinje, ekspresija Cap antigena PCV2 u mononuklearnim celijama u
portnoj zoni. IHC. Bar: 100pm. B. Jetra divlje svinje, epitelne celije Zu¢nih izvodnih kanalic¢a
eksprimiraju Cap antigena PCV2. IHC. Bar: 100pm. C. Bubreg divlje svinje, pozitivne
mononuklearne ¢elije izmedu tubula. IHC. Bar: 100pm. D. Bubreg domace svinje, epitelne celije
bubreZnih tubula sadrze Cap antigen PCV2. IHC. Bar: 100pm.
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Rezultati ispitivanja

5.6. Distribucija jednolanc¢ane i dvolan¢ane DNK PCV2

Tkivna distribucija i koli¢ina genoma PCV2 u razli¢itim organima
domacih i divljih svinja prikazana je u tabeli br. 7 i 8.

U tkivnim uzorcima domacdih i divljih svinja kontrolne grupe nije
ustanovljeno prisustvo genoma PCV2.

Kao 3to je u tabelama br 7 i 8 prikazano, prisustvo genoma PCV2
utvrdeno je kod 52/60 (86,67 %) domacih i kod 12/60 (20,00%) divljih svinja.

Pozitivna reakcija, koja se ogledala u nalazu nakupina precipitata tamno
plave boje, utvrdena je pre svega u citoplazmi, a u znacajno manjem broju celija
i u Celijskom jedru inficiranih celija. U cilju da se utvrdi da li se PCV2
umnozava u organizmu inficiranih domacih i divljih svinja ispitana je tkivna
distribucija jednolancane i dvolancane DNK PCV2 i utvrdena lokalizacija i
tropizam PCV2. Genom PCV2 je uz pomoé¢ CP ISH (komplementarna proba)
dokazan kod 52/60 (86,67%) domacih i kod 12/60 (20,00%) divljih svinja. Uz
pomo¢ CP ISH genom PCV2 je kod domacih i divljih svinja potvrden u svim
ispitanim organima osim u srcu. Primenom RFP ISH replikativna forma PCV2
je ustanovljena kod 28/60 (46,67%) domacih i kod 4/60 (6,67%) divljih svinja.
Kao sto se iz tabele 7 i 8 vidi, pozitivna reakcija probe za replikativnu formu, tj
prisustvo dvolanc¢ane DNK replikuju¢eg PCV2, uocena je u istim organima kao
pozitivna reakcija primenom komplementarne probe, ali kod manjeg broja
svinja i u znac¢ajno manjem broju celija (slika 17B). Koli¢ina virusnog genoma,
utvrdena uz pomo¢ komplementarne probe, u razli¢itim tkivima je varirala, pa
¢ak i kod iste jedinke. Intenzitet signala u limfaticnom tkivu se kretao od
negativnog do izrazito pozitivnog. Kod vecine divljih svinja je signal bio slabiji
nego kod domacih svinja. Kod 4/60 (6,67%) divlje svinje u limfati¢nom tkivu
zapaZzen je signal umerenog i jakog intenziteta. Najintenzivniji signal je uocen u
limfaticnom tkivu (limfni ¢vorovi, tonzile, slezina, Pajerove ploce, ileocekalna
valvula), dok je u ostalim ispitanim organima (pluca, jetra i bubrezi) uocen

signal slabijeg intenziteta (tabela br. 7 i 8).
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Rezult.ati.

ispitivanja

Tabela br. 8. Tkivna distribucija genoma PCV2 kod inficiranih domacih i divljih svinja

Pluca 12/60  48/60  30/60  30/60 60,60
Jetra 28/60 = 32/60  46/60 = 14/60 ni
Bubrezi 40/60  20/60  52/60  8/60 ni
Srce 60/60 = 0/60 | 60/60 = 0/60 ni
Pluca 52/60  8/60  57/60  3/60 16/60
Jetra 54/60  6/60 | 58/60 | 2/60 ni
Bubrezi 55/60  5/60  58/60  2/60 ni
Srce 60/60 = 0/60 | 60/60 = 0/60 ni

Legenda: ni= nije ispitano.

U vedini uzoraka limfaticnog tkiva domacih svinja sa simptomima
PMWS sindroma signal umerenog i izrazitog intenziteta uocen je u citoplazmi
¢elija koje po morfologiji odgovaraju razli¢itim makrofagima (slika 17A). U
ispitanim uzorcima poreklom od divljih svinja pozitivni signal je bio slabijeg
intenziteta. Na osnovu distribucije hromogenog signala moze se zakljuciti da se
i kod divljih i kod domacih svinja verovatno radi o razli¢itim antigen
prezentujuéim  celijama, ukljucuju¢i  folikularne  dendriticne celije,
interdigitirajuce dendriti¢cne celije, makrofage marginalne zone, medularne
makrofage, epiteloidne celije, itd. Takode, signal je uocen i u citoplazmi i u

jedru malih okruglih ¢elija koje po morfologiji odgovaraju limfocitima. Nadalje,
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signal je uocen i u raznim epitelnim celijama kao $to su: epitelne Ccelije
bubreznih tubula, alveolarne celije, epitelne celije bronhiola, hepatociti, epitelne
¢elije bilijarnih izvodnih kanali¢a i enterociti. Koris¢enjem probe za replikativnu
formu genoma PCV2 pozitivni signal je utvrden u istim tkivima kao i kod
komplementarne probe, ali u zna¢ajno manjem broju celija. Ja¢ina signala za
dvolan¢ani DNK PCV2 kod domacih i divljih svinja ni u jednom slucaju nije
prelazio slab intenzitet, i uglavnom se javljao u retkim, pojedina¢nim ¢elijama.

Celije limfnih ¢vorova u kojima je kod 52/60 (86,76%) domacih i kod
12/60 (20,00%) divljih svinja dokazano prisustvo genoma PCV2 uz pomoé
komplementarne probe, su celije koje po morfoloskim karakteristikama
odgovaraju makrofagima. Pozitivne celije su smesStene uglavnom u zonama
limfnih folikula sa deplecijom limfocita, oko trabekularnih i subkapsularnih
sinusa (slika 18A, 18B i 18C). Takode, pozitivne Ccelije su zabeleZene u
perifolikularnim i parafolikularnim zonama limfnih ¢vorova (slika 18D).
Nadalje, u limfnim folikulima i perifolikularno uocene su male okrugle celije sa
prisutnim genomom PCV2, koje odgovaraju limfocitima (slika 19A). Intenzitet
signala je jac¢i kod vec¢ine domacih svinja, u odnosu na signal koji je zabelezen
kod divljih svinja. Pozitivni signal kod probe za replikativhu formu PCV2 je
uocen u istoj vrsti celija kao kod komplementarne probe, samo u mnogo
manjem broju celija. U ovom slucaju pozitivhu reakciju, naj¢esée u celijskom
jedru, pokazale su pojedinacne celije, uglavnom smestene u limfnim folikulima
(slika 17B i 19B), kod 28/60 (46,67 %) domacih i 4/60 (6,67 %) divljih svinja.

U tonzilama 44/60 (73,33%) domacih i 7/60 (11,67%) divljih svinja
prisutan je bio veliki broj ¢elija koje pokazuju pozitivni signal komplementarne
probe. Vecina Celija sa citoplazmatskim, rede nuklearnim signalom uocena je
subepitelijalno u limfnim folikulima i difuznom limfati¢nom tkivu (slika 19C i
19D). Pozitivne celije po morfoloskim osobinama odgovaraju makrofagima,
rede limfocitima. Intenzitet signala komplementarne probe, kao $to se iz tabele

br. 7 vidi, varirao je od slabo do izrazito pozitivhog. Kod vec¢ine domacih svinja
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je bio jaceg a kod divljih uglavnom slabijeg intenziteta. Signal poreklom od
replikativne forme genoma PCV2, dokazan je kod 20/60 (33,33%) domacih i
1/60 (1,67%) divljih svinja. Celijska populacija koja je bila pozitivna na
replikativnu formu PCV2, po morfologiji odgovara limfocitima.

U slezini 47/60 (78,33%) domacih i 5/60 (8,33%) divljih svinja je zapazen
pozitivni signal komplementarne probe razli¢itog intenziteta. Pozitivne celije su
pre svega makrofagi, rede i limfociti, smesteni u beloj pulpi. U veéini pozitivnih
¢elija utvrdena je citoplazmatska lokalizacija virusnog genoma. Imunoreaktivne
¢elije su koncentri¢no rasporedene oko centralne arterije, a rede difuzno oko
trabekularnih sinusa (slika 20A). Pozitivni signal replikativne forme genoma
PCV2, ustanovljen je kod 20/60 (33,33%) domacih i kod 1/60 (1,67%) divljih
svinja. U tom slucaju, jedarni signal poticao je od pojedinac¢nih celija smestenih
u PALS-u (slika 20B). Ove celije imaju istu morfologiju kao pozitivne celije kod
komplementarne probe i predstavljaju retke makrofage i limfocite.

Razli¢it intenzitet signala komplementarne probe uocen je u tankim
crevima kod 51/60 (85,00%) domacih i 9/60 (15,00%) divljih svinja, kao sto je to
prikazano u tabeli br. 7. Signal poreklom od probe za replikativnu formu PCV2
dokazan je u crevima kod 24/60 (40,00%) domacih i kod 2/60 (3,33%) divljih
svinja. Pozitivni signal obe probe je najc¢es¢e uocen u GALT-u. U Pajerovim
plo¢ama je zabeleZeno prisustvo umerenog do velikog broja makrofaga i
limfocita koji su eksprimirali citoplazmatski, a rede i jedarni signal (slika 20C)
komplementarne probe. Takode, signal je uocen i u makrofagima i limfocitima
difuznog limfati¢nog tkiva crevne submukoze (slika 20C). Rede, u jedru
pojedinacnih enterocita, smestenih u bazalnom delu crevnih resica, uoceno je
postojanje pozitivnog signala komplementarne i replikativne probe (slika 21C i
21D). U debelim crevima je pozitivni signal komplementarne i replikativne
probe uglavnom uocen u ileocekalnoj valvuli, kao sto je prikazano u tabeli br. 7.
U difuznom limfatiénom tkivu i u limfnim folikulima ileocekalne valvule

nalazile su se ¢elije sa pozitivnim signalom u citoplazmi, rede u jedru. Ove celije
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su najces¢e makrofagi, rede limfocitima. Najveci broj makrofaga, koji su dali
pozitivhu komplementarnu probu, nalazilo se u limfnim folikulima i u
submukozi oko Liberkinijevih kripti (slika 20D).

U pluéima ispitanih domacih i divljih svinja, virusni genom je u razli¢itoj
koli¢ini dokazan kod 48/60 (80,00%) domacih i kod 8/60 (13,33%) divljih svinja,
kao sto je prikazano u tabeli br. 8. Komplementarnom probom je genom PCV2
utvrden u citoplazmi makrofaga smestenih u intersticijumu lobulusa, rede u
makrofagama alveola. U zonama intersticijalne pneumonije, u zadebljalom
alveolarnom zidu, imunopozitivni makrofagi su bili glavna ¢elijska populacija.
Kada su znaci intersticijalne pneumonije bili intenzivni, pozitivni signal
komplementarne probe, a rede i signal poreklom od replikativne probe utvrden
je i u jedru alveolarnih epitelnih celija (slika 21A). Ovaj signal je ponekad
lokalizovan u uglovima alveola, u celijama koje po morfologiji odgovaraju
pneumocitima tipa II (slika 21B). Takode, pozitivni signal komplementarne
probe uocen je i u pojedina¢nim epitelnim celijama bronhija i bronhiola.
Pozitivni signal komplementarne probe razli¢itog intenziteta, rede i signal
poreklom od replikativne probe, zabeleZen je u peribronhijalnom limfati¢cnom
tkivu. U tom slucaju makrofagi sa citoplazmatskim signalom, u manjem broju i
limfociti sa jedarnim signalom, bili su difuzno rasporedeni u BALT-u (slika 22B).
Pozitivni citoplazmatski signal komplementarne probe zabeleZen je i u ¢elijama
zapaljenskog eksudata koji ispunjava lumen alveola, bronhija i bronhiola (slika
22A).

U jetri ispitanih svinja, genom PCV2 ustanovljen je komplementarnom
probom kod 32/60 (53,33%) domacih i kod 6/60 (10,00%) divljih svinja.
Pozitivni signal komplementarne probe utvrden je najcesée u celijama
mononuklearnog infiltrata periportne regije, Kupferovim delijama proSirenih
hepati¢nih sinusa (slika 22C), u epitelnim celijama Zuénih izvodnih kanalica, a
rede i u jedru hepatocita lokalizovanih bliZze portne regije. Signal slabog

intenziteta, poreklom od probe za replikativnhu formu PCV2, zapaZen je kod
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14/60 (23,33%) domacih i kod 2/60 (3,33%) divljih svinja. Kod njih, replikativna
forma PCV2 bila je prisutna u jedru epitelnih ¢elija Zu¢nih izvodnih kanalica, u
jedru hepatocita blizu portne regije i retkim Kupferovim ¢elijama.

U bubregu 20/60 (33,33%) domacih i 5/60 (8,33%) divljih svinja genom
PCV2 dokazan je komplementarnom probom. Ciljne celije za genom PCV2 bile
su Celije mononuklearnog infiltrata i epitelne celije bubreznih tubula (slika 22D).
Pozitivni signal komplementarne probe je najces¢e uocen u kortikalnoj zoni
bubrega, u predelima fokalnog intersticijalnog nefritisa, pre svega u citoplazmi
infiltruju¢ih makrofaga. Retko je zabeleZen pozitivni signal i u epitelnim
¢elijama bubreZnih tubula. Signal poreklom od replikativne forme PCV2 je u
bubrezima utvden kod 8/60 (13,33%) domacih i kod 2/60 (3,33%) divljih svinja,
u vidu jedarne pozitivne reakcije retkih epitelnih celija bubreznih kanalica.

U srcu ispitanih domacih i divljih svinja nije uocena pozitivna reakcija

koja bi potvrdila prisustvo genoma PCV2.
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Slika 17. A. Submandibularni limfni ¢vor domace svinje, prisustvo genoma PCV2 u citoplazmi
(u sredini dole) i jedru (u sredini gore) mononuklearnih celija limfnog folikula. CP ISH. 1000X.
B. Ingvinalni superficijalni limfni ¢vor domace svinje, intranuklearni signal u malom broju
Celija. RFP ISH. Bar: 100pm. C. Mezenterijalni limfni ¢vor domacde svinje, prisustvo genoma
PCV2 u sklopu infektivnog granuloma. CP ISH. Bar: 200um. D. Mezenterijalni limfni ¢vor
domace svinje, u limfnom folikulu uocavaju se velike, okruglaste mononuklearne Ccelije
pretezno sa jedarnom ekspresijom genoma PCV2. CP ISH. Bar: 100pm.
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Slika 18. A. Mezenterijalni limfni ¢vor divlje svinje, folikularna ekspresija genoma PCV2. CP
ISH. Bar: 500pm. B. Medijastinalni limfni ¢vor domace svinje, inenzivna, difuzna ekspresija
genoma PCV2. CP ISH. Bar: 500pm. C. Ingvinalni superficijalni limfni ¢vor domace svinje,
intenzivna imunopozitivna reakcija. CP ISH. Bar: 500pm. D. Mezenterijalni limfni ¢vor divlje
svinje, prisustvo mnogobrojnih makrofaga i limfocita sa citoplazmatskim i jedarnim signalom
genoma PCV2. CP ISH. Bar: 200um.
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Slika 19. A. Ingvinalni superficijalni limfni ¢vor domace svinje, ekspresija genoma PCV2 u
difuzno rasporedenim makrofagima. CP ISH. Bar: 100um. B. Mezenterijalni limfni ¢vor divlje
svinje, makrofagi i limfociti u limfnom folikulu sa intranuklearnim signalom replikativne forme
PCV2. RFP ISH. Bar: 100pm. C. Tonzila divlje svinje, umerena ekspresija genoma PCV2 u
limfnim folikulima. CP ISH. Bar: 500pm. D. Tonzila domace svinje, intenzivna imunopozitivna
reakcija limfati¢nog tkiva i pojedinih epitelnih ¢elija. CP ISH. Bar: 500pm.
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Slika 20. A. Slezina domace svinje, intenzivna ekspresija genoma PCV2 u beloj pulpi. CP ISH.
Bar: 500um. B. Slezina divlje svinje, pojedinac¢ni signal poreklom od replikuju¢eg PCV2 u beloj
pulpi. RFP ISH. Bar: 200pm. C. Tanko crevo domace svinje, jak pozitivni signal genoma PCV2 u
Pajerovoj ploci. CP ISH. Bar: 500pm. D. Ileocekalna valvula divlje svinje, intenzivna ekspresija
genoma PCV2 u difuznom i folikularnom limfati¢nom tkivu. CP ISH. Bar: 500um.
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Slika 21. A. Plu¢a domace svinje, ekspresija genoma PCV2 u jedru epitelnih ¢elija alveola. CP
ISH. Bar: 100um. B. Plu¢a domace svinje, pojedina¢ni pneumociti u uglovima alveola sadrze
replikujuc¢u formu PCV2. RFP ISH. Bar: 100pm. C. Tanko crevo divlje svinje, u jedru pojedinih
enterocita i mnonuklearnim celijama lamine proprije mukoze eksprimira se genom PCV2. CP
ISH. Bar: 100pm. D. Tanko crevo divlje svinje, ekspresija replikujuceg genoma PCV2 u jedru
enterocita. RFP ISH. Bar: 100um.

106



Slika 22. A. Plu¢a domace svinje, ekspresija genoma PCV2 u eksudatu alveola i bronhiola. CP
ISH. Bar: 500um. B. Plu¢a domace svinje, ekspresija genoma PCV2 u peribronhiolarnom
limfati¢nom tkivu. Pojedina¢ne epitelne celije bronhiola eksprimiraju genom virusa. CP ISH.
Bar: 500um. C. Jetra domace svinje, pojedina¢ne mononuklearne éelije u portnoj regiji i retke
Kupferove celije eksprimiraju replikativnu formu PCV2. RFP ISH. Bar: 100um. D. Bubreg
domace svinje, ¢elije mononuklearnog celijskog infiltrata i retki tubulociti eksprimiraju genom
PCV2. CP ISH. Bar: 500pm.
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5.7. Razlike wu zastupljenosti i intenzitetu, za PCVAD znacajnih,

histopatoloskih promena na limfati¢nom tkivu domacih i divljih svinja

Statistickom analizom ucestalosti histopatoloskih promena na
limfaticnom tkivu, koje su od znacaja za PCVAD, je utvrdeno da su one
znacajno ces¢e kod domacih u odnosu na divlje svinje (tabela br. 9 i dijagram
br. 1). Nadalje, utvrdeno je da se kod domacih svinja na limfnim ¢vorovima
znacajno cesce pojavljuju lezije drugog i treceg stepena nego kod divljih svinja
(p<0.01). Takode je utvrdena statisticki vrlo znacajna razlika u ucestalosti
pojave histopatoloskih promena drugog i treceg stepena na Pajerovim plocama
i ileocekalnoj valvuli. Ove promene su c¢es¢e kod domacih u odnosu na divljie
svinje (p<0.01). Na slezini domacih svinja pojava promena treceg stepena je bila

ucestalija nego na slezini divljih svinja (p<0.05).

Tabela br. 9. Statisticka znacajnost razlike u zastupljenosti histopatoloskih promena

odredenog intenziteta utvrdenih na limfati¢cnom tkivu izmedu domacih i divljih svinja

Limfni ¢vorovi 11,672 10,00 53,33b 25,00¢
Pajerove ploce 20,002 11,67 50,000 18,33¢
Ileocekalna valvula 25,002 18,33 48,33b 8,33
Tonzile 18,332 11,67 51,67 18,33¢
Slezina 50,002 5,00 35,000 10,004
Limfni ¢vorovi 65,002 21,67 10,000 3,33¢
Pajerove ploce 75,002 16,67 6,67° 1,67¢
Ileocekalna valvula 78,33a 11,67 8,33b 1,67
Tonzile 78,332 13,33 6,67° 1,67¢
Slezina 90,002 6,67 1,67° 1,674

Legenda: istim slovima a, b, ¢ = p<0,01; istim slovima A = p<0,05.
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Rezult.ati.

5.8. Razlike u zastupljenosti i intenzitetu ekspresije Cap antigena PCV2 u
limfati¢énom tkivu domacih i divljih svinja

Statistickom analizom prisustva i intenziteta ekspresije Cap antigena
PCV2 u limfati¢nom tkivu utvrdeno je da se on znacajno ¢esce i u vecoj kolicini
javlja kod domacih u odnosu na divlje svinje (tabela br. 10 i dijagram br. 2).

Kako se iz tabele i dijagrama vidi, nalaz umerene i velike koli¢ine Cap
antigena PCV2 u tonzilama, Pajerovim plo¢ama, ileocekalnoj valvuli, slezini i
limfnim ¢vorovima je znacajno ucestaliji, kod domacih nego kod divljih svinja
(p<0.01). Nasuprot ovome, nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u
ucestalosti nalaza male koli¢ine Cap antigena PCV2 u istim tkivima izmedu

domacih i divljih svinja (p>0.05).

Tabela br. 10. Statisticka znacajnost razlike u ekspresiji Cap antigena PCV2 u

limfatiécnom tkivu izmedu inficiranih domacih i divljih svinja

_

TR
T e e

Tonzile 30,00 15,00 36,67 1833 70,004 ni
Pajerove ploce 16,672 = 10,00 @ 50,00r = 23,33¢ 83,334 ni
Ileocekalna 2333 1333 46,670 16,67 76,674 ni
valvula

Slezina 2500a 11,67 @ 48,33 15,00 75,004 100,00¢
Limfni évorovi 15,000 11,67 51,67 21,67¢ 85004  *100,00¢
Tonzile 88,332 10,00 @ 167> 0,00 11,674 ni
Pajerove plote 86,672 833 333 1,67 13,33d ni
Ileocekalna 86,672 = 833 | 333 | 167 | 13,33d ni
valvula

Slezina 91,672 6,67 @ 167> 0,00 8,33d 26,67¢

Limfni ¢vorovi 81,672 | 13,33 3,33b 1,67¢ 18,33d 26,67¢

Legenda: istim slovima a, b, ¢, d, e = p<0,01; * = ingvin. superfic. limfni ¢vor; ni = nije ispitano
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Rezultati ispitivanja

5.9. Razlike u zastupljenosti i intenzitetu ekspresije genoma PCV2 u

limfatiécnom tkivu domacih i divljih svinja

Rezultati ispitivanja hibridizacije in situ ukazuju na statisticki vrlo
znacajne razlike izmedu domacih i divljih svinja, u pogledu prisustva genoma
PCV2 u limfati¢nom tkivu (tabela br. 11 i dijagram br. 3).

Kako je u tabeli i grafikonu prikazano, statisticki vrlo znac¢ajne razlike su
ustanovljene, izmedu domacih i divljih svinja, u pojavi signala komplementarne
probe umerenog i jakog intenziteta. Signal umerenog i jakog intenziteta u
tonzilama, Pajerovim plo¢ama, ileocekalnoj valvuli, slezini i limfnim ¢vorovima
uocen je kod znacajno veceg broja domacih nego divljih svinja (p<0.01). Takode,
statisticki veoma znacajna razlika uocena je i kod pojave signala replikativne
forme gemoma PCV2, koji je bio ucestaliji u limfaticnom tkivu domacih svinja

(p<0.01).
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Diskusija

6. DISKUSIJA

U ispitanim organima, primenom PCR analize, utvrdeno je prisustvo
genoma PCV2 kod 100,00% domacih svinja, i kod 26,67% divljih svinja. Ovi
rezultati potvrduju da su pomenute jedinke inficirane sa PCV2. Kako je iz
literature poznato da samo prisustvo PCV2 ne podrazumeva i pojavu bolesti
(Allan i Ellis, 2000; Kim i sar., 2001; Chae, 2004), u ovom radu je istovremeno
uradena histopatoloska verifikacija karakteristi¢nih lezija u razli¢itim tkivima i
dokazan PCV2 u njima, primenom imunodijagnostickih metoda. U istim
tkivnim lezijama je imunohistohemijskom metodom dokazano prisustvo i
¢elijska distribucija Cap antigena PCV2. Uz pomo¢ hibridizacije in situ
potvrdena je lokalizacija genoma i tropizam PCV2.

Prve slucajeve cirkovirusnih infekcija kod svinja u Republici Srbiji, koji
su se manifestovali u vidu PMWS sindroma, opisali su Iveti¢ i saradnici 2003.
godine. Prve filogenetske analize PCV2 sa nasih podrucja datiraju iz iste godina
(Toplak i sar., 2003). Od tada se cirkovirusne infekcije u nasoj zemlji (Becskei i
sar., 2010), kao i u zemljama u okruZzenju: Slovenija (Toplak i sar., 2003), Hrvatska
(Jemersic i sar., 2004; Lipej i sar. 2007), Madarska (Kiss i sar., 2000; Molndr i sar.,
2007), Rumunija (Cadar i sar. 2007) endemski javljaju, nanosec¢i velike
ekonomske gubitke svinjarskoj proizvodnji. Bez obzira na tu ¢injenicu, u nasoj
zemlji je i dalje malo publikovanih naué¢nih saznanja o prisustvu cirkovirusnih
infekcija u populaciji domacih, a jo$s manje kod divljih svinja. To je razlog zasto

se pristupilo ispitivanju prisustva cirkovirusnih infekcija kako u zapatima
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intenzivno uzgajanih domacih svinja, tako i u zapatima divljih svinja koje Zive
na slobodnom prostoru.

Od 1991. godine, kada je oboljenje prvi put opisano, do danas mnogo se
saznalo o patogenezi, dijagnozi i kontroli PCVAD oboljenja. Generalni stav
kanadskog svetskog nauc¢nog komiteta danas jeste da je PCV2 neophodan
¢inilac u nastanku PCVAD oboljenja, s tim da je u vecini slu¢ajeva neophodno i
prisustvo odredenih drugih ¢inilaca, kao $to su udruzene infekcije,
imunostimulacija, neke genetske karakteristike domacina i dr. Takode, postalo
je evidentno da se PCVAD oboljenja klinicki mogu manifestovati u vidu
generalizovane sistemske bolesti (PMWS), respiratorne forme, crevne forme,
reproduktivne smetnje i mozda jo$ u nekim oblicima koji su zasad nedovoljno
poznati. Dobrim odabirom odredenih modernih dijagnostickih metoda moze da
se potvrdi PCVAD oboljenje. Te metode imaju za cilj da se dokaze prisustvo
PCV2 u tkivnoj leziji. Bez obzira na mnoge date odgovore PCVAD oboljenja i
dalje predstavljaju veliku nepoznanicu, pre svega S§to se ti¢e razumevanja
molekularne patogeneze i virulencije koju ispoljavaju razli¢iti izolati PCV2.

Primenom lancane reakcije polimeraze (PCR) dokazano je prisustvo
PCV2 u svim ispitanim uzorcima pluca, slezine i ingvinalnih superficijalnih
limfnih évorova, poreklom od domacih svinja sa simptomima PMWS sindroma.
Takode, utvrdeno je da je PCV2 bio prisutan u plu¢ima, slezini i ingvinalnim
superficijalnim limfnim ¢vorovima kod 16 ispitanih divljih svinja. U pozitivnim
uzorcima dokazan je PCR produkt ocekivane duzine (501 bp), koji odgovara
fragmentu referentnog soja ,Stoon 1010“ PCV2. Ovi nalazi govore u prilog
tome da je 100% ispitanih domacih svinja, i 26,67% ispitanih divljih svinja bilo
inficirano sa PCV2. Dobijeni rezultati svedoce o prisustvu cirkovirusa u
zapatima domacih i divljih svinja na naSem podrudju. Infekcija je prisutna u
svim ispitanim zapatima domacih svinja koji su poreklom sa razli¢itih lokaliteta
epizootioloskog podrucja Severno-backog okruga. Dokazano je, takode, da su

razli¢ite starosne kategorije divljih svinja, koje Zive u otvorenim i zatvorenim
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lovistima Severno-backog okruga, takode nosioci PCV2, i kao takvi
predstavljaju mogucée prirodne rezervoare virusa. Uporedivsi stepen
zarazenosti zapata divljih svinja na nasem podrudju u odnosu na ispitivanja
izvrSena u Sloveniji, Nemackoj i Madarskoj, uocljivo je da je kod nas sli¢na
epizootioloska situacija kao u Sloveniji i Madarskoj. Istrazivanja prisustva PCV2
uz pomo¢ PCR analize u populaciji divljih svinja u Sloveniji potvrdilia su
prisustvo PCV2 kod 25% ispitanih jedinki (Toplak i sar., 2004), $to je skoro isti
stepen zarazenosti zapata kao na naSem podneblju. U Madarskoj je utvrdeno da
je 20,50% ispitanih divljih svinja zarazeno sa PCV2 (Csdgola i sar., 2006). U
Nemackoj je infekcija divljih svinja sa PCV2 mnogo ucestalija i zabeleZena je
kod 63,10% ispitanih jedinki (Reiner i sar., 2010). Treba uzeti u obzir da se, za
razliku od naSe zemlje, u Nemackoj velike populacije divljih svinja gaje
poluintenzivno, sa ve¢im brojem jedinki po jedinici povrsine stanista.

Do danas, PCVAD oboljenja se u visokim razmerama javljaju pre svega u
zapatima domacdih svinja sa dobrim zdravstvenim statusom, gde su svinje
intenzivno uzgajane, uz strogu i dugotrajnu selekciju (Allan i Ellis, 2000; Ellis i
sar., 1998). Elementi modernog upravljanja svinjarskom proizvodnjom, koji
pored stroge selekcije podrazumevaju i programsku vakcinaciju, rano
zalucivanje prasadi, meSanje mladih prasadi iz viSe zapata u perinatalnom
periodu, intenzivno drzanje velikih aglomeracija svinja na malom prostoru,
sigurno uti¢u kao predisponirajudi faktori koji pospesuju patogenezu i Sirenje
PCVAD oboljenja (Albina i sar., 2001; Krakowka i sar., 2003). Pojava patoloskih
promena kod pojedinih ispitivanih divljih svinja inficiranih sa PCV2, uglavhom
na limfaticnom tkivu, karakteristicna je za PCVAD oboljenja (pre svega za
PMWS sindrom) kod domacih svinja. Ovi nalazi ukazuju na d¢injenicu da
spomenuti elementi moderne, intenzivne svinjarske proizvodnje nisu obavezni
¢inioci u nastajanju oboljenja udruzenih sa PCV2, ve¢ su oni jedan od
mnogobrojnih potencijalnih faktora koji doprinose razvoju PCVAD oboljenja,

obzirom na to da su ova oboljenja multifaktorijalne prirode. U literaturi je
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opisano da mnogi mikroorganizmi pospesuju patogenezu infekcije sa PCV2.
Nalazi patomorfoloskih i patohistoloskih promena na respiratornim i
gastrointestinalnim organima ispitanih domacih i divljih svinja govore u prilog
postojanju infekcije sa bakterijama, drugim virusima, i mikoplazmama,
uglavnom kod domacih svinja (Allan i sar., 2000; Krakowka i sar., 2001; Kim i sar.,
2002; Pallares i sar., 2002; Kim i Chae, 2003). Sli¢ni su nalazi i kod divljih svinja,
kod kojih se moze ista¢i dobijeni nalaz intenzivnih parazitarnih infekcija
respiratornog (Metastrongylus spp.) i gastrointestinalnog (Hyostrongylus rubidus i
Oesophagostomum spp.) sistema. Treba naglasiti da se domaca i divlja svinja, bez
obzira na znacajnu fenotipsku razliku smatraju pripadnicima iste vrste Sus
scrofa prema kojoj je PCV2 kroz svoju evoluciju razvio tropizam. Poreklo PCV2
u ispitivanim populacijama domacih i divljih svinja nije utvrdeno. Da li su se
domace svinje na nasem podneblju zarazile od divljih svinja ili obrnuto, nije
moguce zakljuciti. Ocigledno je da domace svinje razvijaju intenzivnije
promene, dok su kod divljih svinja ustanovljene promene blazeg intenziteta.
Medutim, ne trebe izgubiti iz vida da divlje svinje nisu pod neposrednim
nadzorom ljudi, i verovatno da teze obolele jedinke ¢esto budu plen predatora.
Iz tih razloga bolest u populacijama divljih svinja ne bude uvek primecena, niti
ispitana u obimu u kojem je ona realno prisutna. Po nekim autorima hroni¢no
inficirane divlje svinje smatraju se dugogodi$njim rezervoarima cirkovirusa, i
potencijalnim izvorima zaraze (Vicente i sar., 2004; Csdgola i sar., 2008D).
Obzirom da je u nekim regionima nase zemlje i danas obicaj da se domace
svinje pustaju u Sume, gde dolaze u kontakt sa divljim svinjama, vrlo lako moze
dod¢i do zarazavanja. Ovaj obic¢aj u nasoj zemlji je veoma bitan epizootioloski
faktor ne samo zbog Sirenja PCV2, ve¢ i zbog moguceg Sirenja drugih uzro¢nika
fatalnih zaraznih bolesti, kao $to su virus Klasi¢ne kuge svinja, virus Aujeszky
bolesti, virus bolesti virusne dijareje, itd. Ne treba zanemariti ni rezultate
Csdgola-e i saradnika koji su u svojim eksperimentima, na modelu miSevia,

dokazali da PCV2 moZe da se prenosi peroralnim putem unutar populacije
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glodara (Csdgola i sar., 2008a). Ova saznanja su od vaznog epizootioloskog
znacaja u pogledu moguceg Sirenja cirkovirusne infekcije izmedu glodara i
svinja, zatim, unutar i izmedu populacija divljih i domacih svinja.

Klini¢ki simptomi multisistemskog krzljanja zalucene prasadi, i drugih
oblika oboljenja svinja vezanih za infekciju sa PCV2, su nespecifi¢ni i prate
mnoga druga infektivha i neinfektivna oboljenja domacih svinja. Uprkos
mnogobrojnim istrazivanjima oskudna su saznanja o bolestima domacih svinja
izazvanih sa cirkovirusima, a jo$ je manje podataka o cirkovirusnim infekcijama
kod divljih svinja. Iz tih razloga su se ova ispitivanja bazirala na uporednim
analizama prisustva cirkovirusnih infekcija kod domacih i divljih svinja, na
utvrdivanju patoloskih promena, distribucije i tropizma PCV2 u raznim
tkivima.

Makroskopskim pregledom obdukovanih domacih svinja obolelih od
PMWS sindroma ustanovljeno je da su zapaljenja pluca najucestalije promene i
da se javljaju u visokom procentu (90,00%). Na plu¢ima su najcesce zapaZene
gnojne bronhopneumonije, koje su posledica komplikacije primarnih virusnih
intersticijalnih pneumonija sekundarnim bakterijskim uzro¢nicima. Kod 76,67 %
ispitanih domacih svinja promenama su bili zahvaceni kranioventralni pluéni
reznjevi, koji su konsolidovani, ljubi¢aste boje i mesnate konzistencije. Ove
promene su karakteristiéne za mikoplazmatsku pneumoniju koja je rasirena u
zapatima svinja u nasSem regionu. Generalno uvecanje limfnih ¢vorova, sto se
smatra znacajnom morfoloSkom promenom kod infekcije sa cirkovirusima,
ustanovljeno je kod 70,00% ispitanih domacih svinja. Bubrezi sa belim tackastim
pegama su zabeleZeni kod 31,67 % ispitanih domacih svinja. Do sli¢nih rezultata
dosli su i drugi autori koji su ispitivali promene kod prasadi obolelih od PMWS
sindroma. (Rosell i sar., 1999; Krakowka i sar., 2001; Segales i sar., 2002, 2003, 2004,
2004; Martinez i sar., 2006; Kixmoller i sar., 2008) Kod vecine divljih svinja
(68,33%) se u pneumoni¢nim plué¢ima moglo uoctit prisustvo veceg ili manjeg

broja adultnih oblika plué¢nih vlaSaca iz roda Metastrongylus. Sli¢ne rezultate
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navode i drugi autori koji su ispitivali populaciju divljih svinja u Hrvatskoj
(Lipej i sar., 2007), gde je kod 50,00% ispitanih jedinki bila prisutna infestaza
pluénim vlascima. Nadalje, generalno povecanje limfnih ¢vorova je bilo uo¢eno
kod 81,86%, bubrezi sa belim tackastim pegama kod 65,00%, fibrozne promene
na jetri kod 21,67% ispitanih divljih svinja. Ovi nalazi i njihova ucestalost su
veoma sli¢ni nalazima drugih autora koji su se bavili ispitivanjima
cirkovirusnih infekcija kod divljih svinja (Ellis i sar., 2003; Vicente i sar., 2004;
Lipej i sar., 2007; Knowles i sar., 2008; Petrini i sar., 2009).

Najucestalije histopatoloske promene na plu¢ima ispitanih domacih
svinja odgovarale su opisu bronhopneumonije (86,67%) i intersticijalne
pneumonije (85,00%). Povecanje broja pneumocita tipa 2, $to je cest nalaz kod
virusnih pneumonija, je bilo zabeleZeno kod 80,00% ispitanih domacih svinja.
Lezije u jetri i bubrezima, kod prasadi ispitane u okviru ovog rada
manifestovale su se u formi multifokalne infiltracije mononuklearnim celijskim
elementima. Kod 78,33% ispitane prasadi ustanovljena je infiltracija portne
regije jetre mononuklearnim celijskim elementima. U ne$to manjem procentu
opisana je nekroza multifokalnog karaktera (30,00%) i fibroza jetre (6,67%).
Multifokalni intersticijalni nefritis je dijagnostikovan kod 46,67% domacih
svinja. U okviru PMWS sindroma sli¢ne promene navode i drugi autori (Rosell i
sar., 1999, 2000; Kim i sar 2000, 2001, 2002, 2003a, 2003b, 2003c; Krakowka i sar.,
2000 2001, 2003; Ivetic i sar., 2002, 2003, 2004; Segales i sar., 2002; 2003; 2004;). Kod
vedine ispitanih divljih svinja (75,00%) na histoloskim ise¢cima pluca uo¢ljivi su
bili znaci verminozne bronhopneumonije, uz izraZenu infiltraciju eozinofilnim
granulocitima u BALT-u i peribronhiolarnom vezivu u predelima gde su
prisutni paraziti. U jetri je kod 51,67 % ispitanih divljih svinja uocena infiltracija
portne i periportne zone mononuklearnim Ccelijskim elementima. Takode,
multifokalni intersticijalni nefritis u vidu mononuklearnog celijskog infiltrata
uocen je u bubrezima kod 46,67% ispitanih divljih svinja. Purulentni

pielonefritis je bio takode cest nalaz i zabeleZen je kod 35,00% ispitanih divljih
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svinja. Sli¢ni histopatoloske nalaze opisuju i drugih autori (Ruiz-Fons i sar., 2006,
2008; Lipej i sar., 2007; Sofia i sar., 2008; Petrini i sar., 2009). lako ustanovljena
priroda histopatoloskih lezija u nelimfati¢nim organima domacih i divljih svinja
upucuje na to da je monocitno/makrofagna infiltracia u ovim tkivima
verovatno klju¢na tacka u patogenezi i progresiji PCVAD, opisane lezije nemaju
vecu dijagnosti¢ku vrednost (Allan i Ellis, 2000; Kim i sar., 2001; Chae, 2004).
Histopatoloske promene od znacaja za PCVAD ustanovljene su na
limfati¢nom tkivu kod 78,33% ispitanih domacih i kod 13,33% divljih svinja.
Kod domacih svinja na limfaticnom tkivu, po kriterijumima Chianini-a
(Chiannini i sar., 2003), ustanovljena je: blaga tkivna lezija kod 10,00%, tkivna
lezija srednjeg intenziteta kod 53,33% i tkivna lezija jakog intenziteta kod
25,00% ispitanih jedinki. Limfni ¢vorovi (submandibularni, medijastinalni,
mezenterijalni i ingvinalni superficijalni) kod najveceg broja ispitanih domacih
svinja pokazali su folikularnu (81,67%) i interfolikularnu (86,67%) depleciju
limfocita. Deplecija limfocita razli¢itog stepena konstatovana je u slezini
(50,00%), Pajerovim ploc¢ama (80,00%) i tonzilama (81,67%) domacih svinja.
Sli¢ne su promene, po istim kriterijumima, zabelezene i kod divljih svinja, ali u
znacajno manjem procentu. Razli¢ita distribucija i intenzitet deplecije limfocita
kod ispitanih divljih svinja zabeleZena je u limfnim ¢vorovima (35,00%), u
Pajerovim ploc¢ama (25,00%) i u tonzilama (21,67%). Blage tkivne lezije na
limfaticnom tkivu divljih svinja ustanovljene su kod 21,67%, tkivne lezije
srednjeg intenziteta kod 10,00%, i tkivne lezije jakog intenziteta kod 3,33%
ispitanih jedinki, sto kod tkivnih lezija srednjeg i jakod intenziteta predstavlja
statisticki vrlo znacajnu razliku (p<0,01) u odnosu na iste promene uocene kod
domacih svinja. Pored ustanovljene deplecije limfocita, kod 51,67% ispitanih
divljih svinja zapaZeni su i limfni ¢vorovi sa hiperplazijom folikularnog i
interfolikularnog tkiva. U tom slucaju su uoceni veliki folikuli sa brojnim, gusto
naseljenim limfocitima, koji su bez jasne granice prelazili u interfolikularno

limfati¢no tkivo. Interfolikularna zona u tim limfnim ¢vorovima bila je prozeta
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gusto napakovanim limfocitima. Takode, u velikom broju limfnih folikula
izrazeni su bili germinativni centri. Ove promene su zapazene uglavnom na
medijastinalnim i mezenterijalnim limfnim ¢vorovima kod divljih svinja, pre
svega kod onih jedinki kod kojih su, pored zapaljenskih procesa na pluc¢ima i
crevima, bili prisutni i adultni oblici parazita. Kod ovih jedinki se takode ¢esto
moglo wuociti prisustvo povedanog broja eozinofilnih granulocita u
medijastinalnim i mezenterijalnim limfnim ¢vorovima, uglavnom difuzno
rasporedeno u interfolikularnim zonama, i u subkapsularnim i trabekularnim
sinusima. Kod domacih i divljih svinja sa izrazenom deplecijom limfocita
uoceno je smanjenje broja limfocita koje je imalo za posledicu otkrivanje
retikularne osnove. U retikularnoj mrezi nalazile su se pored malog broja
limfocita i velike celije svetle citoplazme, koje odgovaraju makrofagima.
Infiltracija sa makrofagima, epiteloidnim i rede multijedarnim dzinovskim
¢elijama pracena je i umnoZavanjem vezivnog tkiva. Ustanovljene promene
upucuju na misljenje da ispitane domace i divlje svinje nisu istovremeno
inficirane ve¢ da su u razli¢itom stadijumu bolesti. Tipi¢ni granulomi
infektivnog karaktera ustanovljeni su u limfnim ¢vorovima kod 11,67%, u
slezini kod 8,33%, u Pajerovim plo¢ama kod 10,00%, i u tonzilama kod 5,00%
ispitanih domacih svinja. Granulomi infektivnog karaktera ustanovljeni su i
kod divljih svinja, pre svega u limfnim ¢vorovima i tonzilama, kod 10,00%
ispitanih jedinki.

Prisutni makrofagi, zatim epiteloidne i multijedarne dzinovske Ccelije,
imaju ulogu u daljem nagomilavanju mononuklearnih ¢elija na mestu
granulomatoznog zapaljenja, verovatno preko produkcije MCP-1. Dokazano je
da makrofagi pre svega proizvode MCP-1. Ekspresija MCP-1 od strane
makrofaga vazan je momenat u inicijaciji nagomilavanja monocita. Na mestu
PCV2 infekcije, monociti izasli iz krvnih sudova i makrofagi se aktiviraju i luce
MCP-1 koji uslovljava dalje nagomilavanje monocita na mestu zapaljenske

reakcije. ViSejedarne dzZinovske C(elije prisutne na mestu zapaljenja su
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visokostimulisani makrofagi u zadnjem stadijumu diferencijacije, koji stvaraju
vis$e produkata, a sposobni su i za sintezu MCP-1 (Kim i Chae, 2003).

Smatra se da je deplecija limfocita u limfaticnom tkivu najucestalija
histoloska lezija kod PMWS sindroma. Deplecija limfocita u limfnim ¢vorovima
kod svinja obolelih od PCVAD oboljenja ogleda se u relativnom povecanju
medularnog dela limfnog ¢&vora, zbog progresivnog gubitka limfocita
folikularne i interfolikularne zone. Deplecija limfocita uofena u zadnjem
stadijumu PMWS sindroma znatno slabi funkciju limfnog ¢vora jer se gube
efektorske celije odbrambenog sistema (Segales i Domingo, 2002). Podeljena su
misljenja u pogledu nastajanja deplecije limfocita, koja se pre svega odnosi na B
limfocite folikula i T limfocite parakorteksa i perifolikularnog
(interfolikularnog) limfati¢nog tkiva. PCV2 izaziva apoptozu B limfocita
dovodedi tako do drasti¢ne deplecije B limfocita i sistemske imunosupresije kod
svinja (Shibahara i sar., 2000). Ve¢ina drugih autora smatra da je smanjen obim
¢elijske proliferacije pri normalnom broju apoptoze faktor zbog kojeg dolazi do
deplecije limfocita u limfati¢cnom tkivu obolelih svinja (Mandrioli i sar., 2004).
Izrazena imunoloska depresija izazvana sa PCV2 moze da se objasni znacajnim
opadanjem proliferacije imunih ¢elija nakon smanjene ili izostale sinteze faktora
rasta (Sarli i sar., 2001). Apoptoza je aktivni fizioloski proces u regulaciji
populacije raznih cdelija, koja se karakteriSe specificnim morfoloskim i
biohemijskim promenama. Razni signali unutar ¢elije ili signali poreklom izvan
¢elije mogu aktivirati biohemijske reakcije u ¢eliji koja rezultira apoptozom. U
ovaj slozeni proces su ukljuceni cistein proteinaze, enzimi iz familije kaspaza
koji igraju klju¢nu ulogu u procesu apoptoze (Salvesen i Dixit, 1997; Roulston i
sar., 1999). Mnogi virusi ukljuc¢uju apoptozu celije domacina kao deo njihovog
zivotnog ciklusa. S druge strane, apoptoza moZze da bude zna¢ajan mehanizam
otpustanja i diseminacije virusnih ¢estica nastalih u ¢eliji domacina i na taj nacin
se smanjuje zapaljenska reakcija organizma ili sam imuni odgovor na virus

(Roulston i sar.,, 1999). Traze¢i odgovor na pitanje kako dolazi do deplecije
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limfocita tokom infekcije sa PCV2 utvrdeno je da ORF3 gen ima znacajnu ulogu
u ovom procesu, $to je dokazano u eksperimentalnim uslovima. Klonirani su
PCV2 kojima je delecijom izbacen gen za ORF3 protein. Ovi virusi su se i dalje
nesmetano replikovali bez citopatogenog efekta i zna¢ajno manje su indukovali
apoptozu. U Celijjama inficiranim nemodifikovanim virusom javljaju se
citopatogeni efekti, i apoptoza je uoc¢ena u veéem procentu. Nadalje, dokazano
je da je u proces apoptoze indukovanog ORF3 proteinom ukljucen sistem
kaspaza. U ¢elijama inficiranim mutiranim PCV2, kome je delecijom uklonjem
OREF3 gen, nije se povecao nivo kaspaze-8 i kaspaze-3, i apoptotske celije su bile
mnogo rede. Ova grupa autora je na osnovu svojih rezultata postavila teoriju da
je ORF3 protein klju¢ni faktor u patogenezi infekcije sa PCV2 jer moze da
indukuje apoptozu u inficiranim celijama tako $to aktivira enzime apoptoze, t.
kaspazu-8 i kaspazu-3 (Liu i sar.,, 2005). Sa druge strane, eksperimenti za
procenu stepena proliferativne aktivnosti i apoptoze, kao mogucéih mehanizama
u patogenezi Celijske deplecije u limfnim ¢vorovima svinja obolelih od PMWS
sindroma, pokazali su smanjen stepen proliferativne aktivnosti i nepromenjeni
apoptoticki indeks, ¢ime je isklju¢ena mogucnost nastanka deplecije limfocita
apoptozom (Mandrioli i sar., 2004).

Odnos izmedu PCV2 i celija domacdina, koje su ukljuene u imuni
odgovor, razli¢it je na pocetku i na kraju bolesti. Nekoliko eksperimentalnih
modela PMWS sindroma (Allan i sar., 2000; Krakowka i sar., 2002, 2003) ukazuju
da je broj aktiviranih makrofaga inicijalni faktor za razvoj PMWS sindroma. U
perifernoj krvi prasadi obolelih od PMWS sindroma javlja se povecan broj
cirkuliSuéih monocita, dok je broj T limfocita (pre svega CD8+ i CD4+/CD8+) i
B limfocita smanjen u odnosu na zdravu prasad (Segales i sar., 2001; Darwich i
sar., 2002; Nielsen i sar., 2003). HematoloSkom analizom inficiranih prasadi
PCV2, koja pokazuju simptome PMWS sindroma, utvrdena je limfopenija koja
se karakteriSe smanjenim brojem CD3+ CD4+ CD8- memorijskih Th celija,

CD3+ CD4+ CDS8- naivnih Th ¢elija, CD3+ CD4- CD8+ Tc celija i CD3+ CD4-
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CD8- yoTCR+ T limfocita (Nielsen i sar., 2003). Uloga PCV2 u nastanku
limfopenije je potvrdena u eksperimentima sa modifikovanim PCV2. Vestacka
infekcija modifikovanim virusom (mPCV2) nije izazvala uocljivu redukciju
CD4+, CD8+ i CD4+/CD8+ T limfocita u perifernoj krvi. Rezultati istih autora
govore u prilog tome da je modifikovani virus izazvao mnogo jaci imuni
odgovor. To se ogleda u vecem titru antitela na ORF2 protein u serumu, u
odnosu na infekciju sa divljim virusom, koji je pored nize serokonverzije
izazvao i signifikantno smanjenje nivoa T limfocita periferne krvi (Liu i sar.,
2006). Imunohistohemijskim ispitivanjima utvrdena je redukcija ili potpuni
gubitak B limfocita u limfnim tkivima prasadi obolelih od PMWS sindroma
(Shibahara i sar., 2000; Sarli i sar., 2001).

U kortikalnom i parakortikalnom predelu limfaticnog tkiva ispitanih
domacih i divljih svinja uoc¢ena je redukcija broja T limfocita i povecanje broja
mononuklearnih-fagocitnih ¢elija. Broj interfolikularnih dendritiénih celija
takode je smanjen. Dokazana je peritrabekularna i subkapsularna infiltracija
makrofagima. Sve ove promene idu u prilog misljenju da je vise mehanizama
uljuc¢eno u imunosupresivno dejstvo PCV2, prvenstveno smanjena sposobnost
antigene prezentacije i redukcije broja B i T limfocita, o ¢emu svedoce i mnoga
druga istrazivanja (Sarli i sar., 2001; Chianini i sar., 2001; Mandrioli i sar., 2004,
2000).

Rezultati PCR analize potvrduju da je PCV2 prisutan kod svih ispitanih
domacih svinja i kod cetvrtine ispitanih divljih svinja. Na uzorcima je izvrsena
kvalitativna PCR analiza koja govori samo o prisustvu virusa u uzorcima a ne i
o koli¢ini virusa po jedinici uzorka. Novije PCR metode daju mogucénost za
kvantitativhu analizu prisustva PCV2 po jedinici uzorka $to je po nekim
autorima dovoljno da se postavi dijagnoza PMWS sindroma, bez obzira sto to
nije u skladu sa prihva¢enom definicijjom PMWS sindroma. Naime, novija
saznanja potvrduju da je kod klini¢ki obolelih svinja, kod kojih su prisutna sva

tri neophodna kriterijuma za postavljanje dijagnoze PMWS sindroma, nivo
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PCV2 po ml krvnog seruma ili 500ng DNK tkiva uvek je veé¢i od grani¢ne
vrednosti koji iznosi 107 genomskih jedinica (Brounborg i sar., 2004; Bdlint i sar.,
2009). Ova metoda, medutim, ne moZe da omoguci istovremenu vizuelizaciju
histopatoloske lezije i lokalizaciju antigena i genoma virusa u njoj. Zbog toga je
u ovom radu, pored klasicne histopatoloske metode wuradeno i
imunohistohemijsko dokazivanje Cap antigena PCV2, kao i dokazivanje
genoma PCV2 u fazi mirovanja i u fazi replikacje u razli¢itim limfati¢nim i
nelimfati¢nim organima.

Imunohistohemijska analiza i hibridizacija in situ su moderne
dijagnosticke metode koje se rado koriste u savremenoj dijagnostici jer
omogucuju da jedan isecak tkiva bude predmet patohistoloske pretrage, a
ujedno i da posluzi za specificnu detekciju uzro¢nika u njoj, pri ¢emu
vremenski i temperaturno nisu mnogo zahtevne metode. Nadalje, daju
mogucnost da se u promenjenom tkivu ta¢no utvrdi lokalizacija, kvantitativno i
kvalitativno prisustvo razli¢itih uzro¢nika. Kod mnogih oboljenja je od bitnog
znacaja mogucnost vizuelizacije prisustva i distribucije uzro¢nika u
promenjenom tkivu, $to je neophodno za postavljanje tacne dijagnoze i
utvrdivanje uzroka i patogeneze nastalih promena. Ovo je sluc¢aj kod mnogih
oboljenja kod kojih nemamo patognomoni¢nu veé samo sugestivhu
patohistolosku promenu. Utvrdivanje veze izmedu tkivne lezije i uzro¢nika u
njoj neophodno je da bi se mogla definisati uzro¢no posledi¢na veza izmedu
njih, i da bi se mogao ispitati eventualni uticaji nekih novih patogenih
uzro¢nika u odredenim sindromima. Ove imunodijagnosticke metode
doprinose boljem razumevanju patogeneze brojnih infektivnih oboljenja,
obzirom da pruzaju mogucénost za kvantitativhu ocenu uzro¢nika, omogucuju
celijsku i tkivnu lokalizaciju i vizuelizaciju patogena u promenjenom tkivu.
Dodatna prednost se ogleda i u tome $to su pogodne za retrospektivna
ispitivanja arhiviranih tkivnih uzoraka, te se uz pomo¢ njih mogu dobiti

dragoceni podaci o kretanju novootkrivenih oboljenja u proslosti, o tome otkad
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oni zapravo datiraju. Na taj nacin je dokazano da PMWS sindrom, oboljenje
koje je prvi put zapazeno 1991. godine a definisano i publikovano kao
specifi¢éno oboljenje svinja tek 1996. godine, zapravo bilo prisutno ve¢ od 1986.
godine (Rosell i sar., 2000; Sandvik i sar., 2001; Staebler i sar., 2005; Jacobsen i sar.,
2009). Takode je uz pomoé¢ ovih metoda prvi put dokazan neposredni uticaj
PCV2 u razvoju PMWS sindroma (Ellis i sar., 1998b; West i sar., 1999).

Ekspresija Cap antigena PCV2 je najce$c¢e uocena u makrofagima raznih
tkiva domacih i divljih svinja. Makrofagi koji su pozitivni na Cap antigen PCV2
pokazuju izrazenu citoplazmatsku lokalizaciju antigena, koja se ogleda u
nalazu obilnih precipitata braon boje u citoplazmi. Ovi precipitati imaju
granuliranu strukturu. U jedrima makrofaga nije uocena pozitivna reakcija na
prisustvo Cap antigena. Imunohistohemijskom metodom je dokazano da PCV2
pokazuje lokalizaciju prvenstveno u ¢elijama monocitno/makrofagnog sistema,
ali je dokazano njegovo prisustvo i u epitelnim celijama, uklju¢ujuéi epitelne
¢elije bubreznih tubula, Zu¢nih kanali¢a, enterocite i bronhoalveolarni epitel.
Kod domacih svinja ekspresija Cap antigena PCV2 ustanovljena je u plu¢ima
kod 80,00%, u jetri kod 53,33%, i u bubrezima kod 33,33% ispitanih jedinki. U
sluc¢aju divljih svinja prisustvo Cap antigena zabelezeno je u plu¢ima kod
13,33%, u jetri kod 10,00%, i u bubrezima kod 8,33% ispitanih jedinki. U srcu
nije ustanovljeno prisustvo Cap antigena PCV2 ni kod domacih ni kod ispitanih
divljih svinja. Imunoreaktivnost, koju su neki autori (Opriessnig i sar., 2006,
Perez-Martin i sar., 2007) wustanovili u hepatocitima, sréanomi$iénim i
endotelnim éelijama, nije ustanovljena u nasem ispitivanom materijalu.

U limfatiénom tkivu domacih i divljih svinja lokalizovana je velika
koli¢ina Cap antigena PCV2. Jedan od glavnih parametara za postavljanje
dijagnoze PMWS kod domacih svinja se upravo bazira na intenzitetu
hromogenog signala poreklom od Cap antigena i genoma PCV2. Celije u
limfaticnom tkivu, u kojima je distribuiran i obeleZen virusni antigen,

uglavnom su makrofagi, mada je Cap antigen dokazan i u limfocitima. U
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makrofagama se Cap antigen PCV2 nalazi pretezno u citoplazmi, a u
limfocitima u jedru. Opisana imunoreaktivnost je razli¢itog intenziteta i krece se
od slabo pozitivnog, sa retkim, uglavhom pojedina¢nim pozitivnim ¢éelijama, do
izrazito pozitivnog sa obilnim precipitatima braon boje u mnogobrojnim
¢elijama, 5to je jos jedan dokaz da su obolele domace i divlje svinje u razli¢itim
stadijumima bolesti. Pozitivni signal poreklom od Cap antigena PCV2 utvrden
je u limfatiénom tkivu kod ukupno 85,00% ispitanih domacih svinja, od kojih je
signal slabog intenziteta uocen kod 11,67%, signal umerenog intenziteta kod
51,67%, i signal jakog intenziteta kod 21,67% jedinki. Kod divljih svinja je
pozitivni signal u limfaticnom tkivu uocen kod znacajno manjeg broja (p<0,01)
jedinki (18,33%), Sto je u korelaciji sa rezultatima PCR analize (100,00%
pozitivno kod domacih i 26,67 % kod divljih svinja), obzirom da je PCR metoda
senzitivnija u odnosu na IHC metodu. Uoc¢eno je da za razliku od domacih
svinja, kod kojih je vec¢ina imala signal umerenog i jakog intenziteta, kod divljih
svinja dominirao signal slabog intenziteta. Ukupno je kod 18,33% divljih svinja
utvrden pozitivni signal za Cap antigen PCV2, pri ¢emu je kod 13,33% ispitanih
jedinki signal bio slabog, kod 3,33% umerenog i kod svega 1,67% jakog
intenziteta, §to u slucaju signala umerenog i jakog intenziteta predstavlja
statisticki vrlo znacajnu razliku (p<0,01) u odnosu na iste promene kod
domacih svinja.

Jedan od glavnih ciljeva ovih istrazivanja bio je da se utvrdi u kojim
tkivima i celijskim populacijiama dolazi do umnozavanja PCV2 kod inficiranih
domacih i divljih svinja, i da se na taj nacin utvrdi tropizam ovog virusa. Ovaj
cilj je zadovoljen uz pomoc¢ specificne metode hibridizacije in situ, koris¢enjem
dve razli¢ite genomske probe. Jedna je komplementarna proba (CP), koja je
dizajnirana tako da detektuje virione jednolancane i dvolan¢ane DNK PCV2 i
ORF1 mRNK PCV2. Druga je oznacena kao proba replikativne forme (RFP),
dizajnirana tako da prepoznaje iskljucivo replikativhu formu genoma, tj. samo

dvolan¢anu DNK PCV2. Uporedivsi tkivnu distribuciju genoma i Cap antigena
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PCV2 utvrdeno je da se oni nalaze u istim organima i tkivima. Nadalje,
utvrdeno je da ista celijska popoulacija pokazuje imunoreaktivnost na genom i
Cap antigen PCV2. Ovo su i o¢ekivani nalazi ako se uzme u obzir ¢injenica da
su i genom i Cap antigen sastavni delovi viriona PCV2. Uz pomoc
komplementarne probe razli¢ita koli¢cina genoma PCV2 utvrdena je u svim
ispitivanim tkivima i organima domacih i divljih svinja osim u srcu. Distribucija
genoma PCV2, kori$éenjem komplementarne probe, utvrdena je u raznovrsnim
¢elijama i ogledala se u nalazu precipitata plave boje na mestu pozitivhe
reakcije. Najveci broj imunopozitivnih ¢elija pripadaju mononuklearnim
¢elijskim elementima, pre svega makrofagima i limfocitima razli¢itih tkiva. U
makrofagima je uocen uglavnom intracitoplazmatski lokalizovani signal
poreklom od genoma PCV2, veoma retko se moglo uociti signal lokalizovan u
¢elijskom jedru. Mestimi¢no, pre svega u limfati¢nom tkivu, zapaZeni su sitne
okrugle celije koje po morfologiji odgovaraju limfocitima, sa intranuklearno
lokalizovanim signalom. Pozitivni signal komplementarne probe ustanovljen je
i u nizu epitelnih ¢elija. Epitelne celije bronhija i bronhiola, retke alveolarne
celije, retki hepatociti, epitelne celije bubreznih tubula i zu¢nih kanali¢a, retki
enterociti i epitelne Celije tonzila pokazale su pre svega intranuklearno, rede i
intracitoplazmatski lokalizovan signal. U najveem procentu genom PCV2
utvrden je komplementarnom probom u limfatiénom tkivu domacih svinja
(86,67%), dok je u limfaticnom tkivu divljih svinja ustanovljeno kod znacajno
manjeg broja ispitanih jedinki (20,00%), sto predstavlja statisti¢ki vrlo znacajnu
razliku. Intenzitet pozitivnog signala u limfatichom tkivu je varirao. Kod
domacih svinja slab intenzitet pozitivnog signala uocen je kod 16,67 %, signal
umerenog intenziteta kod 51,67 % i signal jakog intenziteta kod 23,33 % ispitanih
jedinki. Kod divljih svinja je u limfaticnom tkivu ustanovljen slab signal kod
13,33%, signal umerenog intenziteta kod 5,00% i jak signal kod 1,67 % ispitanih
jedinki. Ovi rezultati govore o postojanju statisticki vrlo znacajne razlike kod

pojavljivanja signala umerenog i jakog intenziteta izmedu domacih i divljih
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svinja. U ostalim organima je genom PCV2 utvrden u manjem procentu. Kod
domacih svinja komplementarnom probom je genom PCV2 ustanovljen u
plu¢ima kod 80,00%, u jetri kod 53,33% i u bubrezima kod 33,33% ispitanih
jedinki. Kod divljih svinja prisustvo genoma PCV2 komplementarnom probom
ustanovljeno je u plu¢ima kod 13,33%, u jetri kod 10,00% i u bubrezima kod
8,33% ispitanih jedinki.

Sa ciljem da se utvrdi tropizam PCV2 kod domacih i divljih svinja
kori$¢ena je proba hibridizacije in situ za replikativnu formu virusa, pri ¢emu je
ustanovljeno da se replikacija spomenutog virusa u najve¢em procentu desava
u limfatiénom tkivu i u plué¢ima. Kod domacih svinja dvolan¢ana DNK PCV2
(replikativna forma) uocena je u limfati¢nom tkivu kod 46,67 %, u plu¢ima kod
50,00%, u jetri kod 23,33% i u bubrezima kod 13,33% ispitanih jedinki. Kod
divljih svinja dvolan¢ana DNK PCV2 uocena je u limfati¢nom tkivu kod 6,67%,
u plué¢ima kod 5,00% i u jetri i bubrezima kod 3,33% ispitanih jedinki. Celijska
distribucija dvolandane DNK PCV2 bila je takode Sarolika. Probom za
replikativnu formu utvrden je pozitivni signal, koji se ogledao u nalazu
precipitata plave boje, u istoj celijskoj populaciji kao i komplementarnom
probu, samo u znacajno manjem broju celija. Pozitivne celije po morfoloskim
kriterijumima odgovaraju makrofagima, limfocitima, hepatocitima, epitelnim
¢elijama bubreznog parenhima, epitelnim Cdcelijjama bronhija i bronhiola,
epitelnim celijama kripti tonzila i epitelnim celijama creva. Uz pomo¢ tehnike
RFP ISH je dakle potvrdeno da mnoge celijske populacije ne samo da sadrze
nukleinsku kiselinu PCV2, ve¢ da se virus u njima aktivho umnoZava. Kada
uporedujemo nalaze CP ISH probe, koja detektuje tri vrste nukleinske kiseline
PCV2 (jednolanc¢ana DNK, dvolanc¢ana DNK i ORF1 iRNK PCV2), sa nalazima
RFP ISH probe, koja detektuje iskljuc¢ivo replikativnhu formu PCV2 (dvolancana
DNK), ocigledno je da mnogo veci broj celija sadrzi nukleinsku kiselinu PCV2
nego $to je celija u kojima se vr3i i replikacija virusa. Nadalje, dok je replikacija

PCV2 zapaZena u nizu vrsta Celija, najbrojnije celije u kojima je dokazana velika

: 130 ¢



RN 11 800, L A
koli¢ina virusnog genoma bez replikacije uglavnom su makrofage. Medutim,
neki retki makrofagi takode sadrze pozitivni signal poreklom od replikativne
forme PCV2, ¢ime je ukazano na mogucnost da se odredeni stepen replikacije
virusa ¢ak i u njima odigrava u in vivo uslovima.

Poreklo velike kolicine nukleinske kiseline PCV2 u citoplazmi
makrofaga, dokazane uz pomo¢ CP ISH probe, i dalje je nepoznato. Mali broj
makrofaga u ¢ijoj citoplazmi je dokazano prisustvo replikujuc¢e forme PCV2, i
masovno prisustvo makrofaga sa obilnim citoplazmatskim signalom ukazuje na
mogucnost da je obilna pozitivna reakcija rezultat internalizacije slobodnih
virusa ili fagocitoze celijskog debrisa inficiranog sa PCV2. Cinjenica da kod
nekih Zivotinja uopste nije dokazano prisustvo replikuju¢e forme PCV2,
ukazuje na to da se replikacija virusa kod tih jedinki verovatno odigrala u
ranijoj fazi infekcije. Ovu hipotezu potvruduju raniji radovi Yu-a i saradnika
(Yu i sar., 2007a,b), u kojima je izneto da postoji jaka korelacija izmedu nivoa
DNK i Cap mRNK PCV2 u inficiranom tkivu. Potvrdeno je naime da je najvisi
nivo Cap mRNK PCV2 (ova ribonukleinska kiselina se stvara prilikom
replikacije PCV2) prisutan u limfnim ¢vorovima izmedu 7. i 14. dana posle
vesStacke infekcije prasadi, i da su najverovatnije limfociti primarna celijska
populacija u kojima se virus replikuje. Treba naglasiti da je ovaj period infekcije
uglavnom asimptomatska faza, naime dokazano je da za klini¢ko ispoljavanje
PMWS sindroma neophodan inkubacioni period od oko 15 do 30 dana (Kennedy
i sar., 2000; Krakowka i sar., 2000). Ispitivanja Yu-a i saradnika su takode
potvrdila da se nagli pad nivoa Cap mRNK deSava nakon 21. dana posle
inokulacije virusa, dok je nivo DNK PCV2 i dalje znacajno visok (Yu i sar.,
2007a,b). Obzirom da su u okviru ovog rada ispitivanja izvrSena na leSevima
domacih svinja koja su za zivotom ispoljavala intenzivne klini¢ke simptome i
uznapredovale patomorfoloske promene, o¢ekivan je nalaz virusne replikacije u
relativno malom broju jedinki. Najveci stepen virusne replikacije se deSava u

pocetnoj fazi bolesti. Kod divljih svinja nemamo podatak o klinickoj
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manifestaciji eventualne bolesti, ali na osnovu starosne strukture ispitanih
jedink, patomorfoloskih i patohistoloskih promena, zatim IHC i ISH nalaza
opravdano predpostavljamo da se kod najveceg broja pozitivnih jedinki radi o
hroni¢noj infekciji. Drugi moguéi razlog za mali broj celija u kojima je
potvrdena virusna replikacija je ograni¢en broj uzorkovanih tkiva i mozda se
glavna virusna replikacija vrsi u nekom od tkiva koji nisu bili predmet nasih
ispitivanja. Istrazivanja drugih autora koja su izvrSena na mnogo raznovrsnijim
uzorcima tkiva takode svedoce o ograni¢enom broju celija u kojima se virus
razmnozava (Perez-Martin i sar., 2007). S druge strane, mala celijska populacija u
kojoj se vrsi replikacija PCV2 u razli¢itim organima, vremenom moZze da
rezultuje nalazom obilne koli¢ine virusa u citoplazmi mnogobrojnih makrofaga
kod svinja sa ispoljenim PMWS sindromom (Darwich i sar., 2004).

U uzorcima domacih i divljih svinja nije se zapazilo prisustvo virusnog
genoma i Cap antigena u endotelnim ¢elijama, za razliku od nekih autora koji to
opisuju kod domacih svinja. Oni kao ucestali nalaz navode pozitivne endotelne
¢elije krvnih sudova gastrointestinalnog trakta i smatraju da taj nalaz ukazuje
na rani stadijum infekcije, kao i na moguci put Sirenja virusa u organizmu
(Perez-Martin i sar., 2007; Yu i sar. 2007a,b).

Sa ciljem $to detaljnije vizuelizacije uzro¢nika u histopatoloskim ise¢cima
ispitanih tkiva, kao $to je spomenuto, paralelno su koris¢éene dve metode. Oba
protokola, hibridizacija in situ za detekciju genoma PCV2 i imunohistohemija za
detekciju Cap antigena PCV2, se baziraju na veoma slicnim principima
detekcije. Rezultati pokazuju da su obe metode uspesne za detekciju PCV2 u
vedini uzoraka. ISH (52/60 i 12/60) se pokazala za nijansu osetljivija metoda od
IHC (51/60 i 11/16), sa ja¢im signalom uglavnom u ise¢cima limfnih ¢vorova.
Dobijeni rezultati ukazuju na vecu osetljivost ISH metode u odnosu na IHC
metodu u dijagnostici cirkovirusnih infekcija, sli‘na su zapazanja i drugih
autora (Allan i sar., 1998) koji su uporedivali osetljivost ove dve metode. Manja

osetljivost IHC naspram ISH moglo bi se delom objasniti ¢injenicom da fiksacija
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uzoraka u formalinu dovodi do promena u konformacionoj strukturi proteina i
stvaranja unakrsnih veza, samim tim i do slabije ekspresije antigenskih epitopa
virusa, koji su po svojoj prirodi takode proteinske molekule. U oda protokola je
koris¢en proteoliticki pretretman, ali je efekat verovatno bio nedovoljan za
potpuno otkrivanje proteinskog Cap antigena. Optimizovan ISH protokol je dao
veoma osetljivu reakciju sa velikom koli¢inom signala poreklom od genoma
PCV2, ukazivsi na ¢injenicu da je virusni genom relativno netaknut za vreme
tiksacije uzoraka u formalinu. Ovo svojstvo vece osetljivosti ISH naspram IHC
moZze doprineti ucestalijoj primeni ove metode u retrospektivnim analizama
arhiviranih uzoraka.

Obzirom na izloZene rezultate PCR analize, prisustvo histopatoloskih
lezija na limfati¢cnom tkivu koji spadaju u grupu 1L i IIl. stepena, zatim nalaza
signala imunohistohemijske probe umerenog i jakog intenziteta, kao i prisustva
pozitivnog signala komplementarne probe umerenog i jakog intenziteta,
ustanovljeno je da od ukupno 100,00% inficiranih domacih svinja 75,00% boluje
od PMWS, kao najc¢esé¢eg oblika PCVAD. Kod divljih svinja nisu bili ispunjeni
svi kriterijumi za postavljanje dijagnoze po navedenim kriterijumima, obzirom
na nedostatak podataka o eventualnoj klini¢koj simptomatologiji, mada je kod
odredenih mladih odstreljenih divljih svinja prilikom uzorkovanja materijala
ustanovljena losa telesna kondicija. Uzevsi u obzir rezultate PCR analize,
intenzitet histopatoloskih lezija na limfatichom tkivu (II i III), intenzitet
imunohistohemijskog signala (umeren i jak) i signala komplementarne probe
hibridizacije in situ (umeren i jak), i komparativno uporedivanje istih sa
nalazima kod domacih svinja, moZzemo postaviti opravdanu sumnju da je
sistemska forma PCVAD bila prisutna kod cetiri ispitane mlade divlje svinje,
Sto iznosi 6,67% od ukupno ispitanih, odnosno 25% od ukupno inficiranih
jedinki. Ova razlika u ucestalosti pojavljivanja PCVAD kod domacih i divljih
svinja predstavlja statisticki vrlo znac¢ajnu razliku (p<0,01) i potvrduje ¢injenicu

da se oboljenja izazvana sa PCV2 kod divljih svinja javljaju mnogo rede.
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Prilikom tumacenja ucestalosti pojedinih nalaza treba uzeti u obzir ¢injenicu da
su u okviru ovog rada ispitane divlje svinje koje su bile plen odstrela a ne
odabirane po nekim unapred utvrdenim kriterijumima, za razliku od domacih
svinja gde su jedinke za dalja ispitivanja odabirana na osnovu klini¢kih
simptoma od znacaja za PMWS sindrom. Obzirom da lovci love veliki plen,
vedina ispitivanih divljih svinja su bile odrasle jedinke, a u manjem broju mlade
jedinke koje su podloznije manifestaciji ove bolesti (Vicente i sar., 2004; Lipej i
sar., 2007; Petrini i sar., 2009; Reiner i sar., 2010, 2011). Takode, verovatno se u
vedini slucajeva radilo o klini¢ki zdravim jedinkama, te procenat od 26,67 %
inficiranih u ukupnom broju ispitanih treba uzeti sa rezervom. Iz opisanih
nalaza ipak mozemo zakljuciti da su divlje svinje na podrucju Severno-backog
okruga Republike Srbije u znacajnom procentu inficirane. Samim tim divlje
svinje predstavljaju rezervoare PCV2, i mogu biti potencijalni izvor infekcije za
domace svinje, obzirom na mestimi¢ni tradicionalni nac¢in ekstenzivnog uzgoja,
u kom slucaju je omogucen kontak izmedu domacih i divljih svinja. Sli¢na je
epizootioloska situacija i u zemljama u okruZenju, o ¢emu svedoce radovi
autora iz okruzenja (Lipej i sar., 2007; Petrini i sar., 2009). 1z razloga sto divlje
svinje Zive uglavnom slobodno u prirodi, dijagnostika ne samo cirkovirusnih
ve¢ i ostalih oboljenja je kod njih veoma oteZzana. Borba protiv bolesti i
profilaksa kod domacih svinja zasniva se na principu sve unutra i sve napolje,
striktnoj primeni higijene, i strogim zootehnickim merama, $to je neprimenjivo
u prirodnim, otvorenim lovistima gde se najveci broj divljih svinja u nasoj
zemlji nalazi. Neophodna su dalja ispitivanja za bolje razumevanje
epizootiologije i patogeneze cirkovirusnih infekcija divljih svinja. Potrebno je
ispitati sve starosne kategorije, sa posebnim osvrtom na podmladak, kao
najprijemciviju kategoriju za PMWS sindrom.

Distribucija histopatoloskih lezija i wustanovljena imunoreaktivnost
sugeriSu da PCV2 u prirodnim uslovima ulazi u organizam svinja preko

oronazalne sluznice, da se umnozava u tonzilama i regionalnim limfnim
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¢vorovima, i da sistemska diseminacija ide u druga limfati¢na tkiva i
nelimfati¢ne organe, plucda, jetru i bubrege. U hroni¢nim slucajevima, kao
posledica izrazite imunosupresije, nastaju intersticijalne i komplikovane
pneumonije, enteritisi, poliserozitisi, nefritisi, fibroza jetre i dr. MoZemo
zakljuciti da veza izmedu specifi¢nog signala poreklom od PCV2 i postojanja
karakteristi¢ne tkivne lezije, pre svega u limfati¢nom tkivu, upucuje na direktnu
ulogu virusa u patogenezi uocenih promena. lako je najucestalija tkivna lezija
PCVAD oboljenja dokazana u najvecem broju ispitanih uzoraka, interakcija
¢elije i virusa i uloga udruzenih infekcija u patogenezi ovog specificnog
oboljenja u buduénosti mora biti detaljno ispitana.

Koris¢enjem PCR tehnike, histopatoloskog pregleda,
imunohistohemijske analize i hibridizacije in situ, dokazano je prisustvo
oboljenja PCVAD u populacijama domacih svinja. Takode, po prvi put,
utvrdeno je sa se oboljenja PCVAD javljaju i u populaciji divljih svinja na
teritoriji Republike Srbije. Dobijeni rezultati svedoce o prisustvu oboljenja
domacih i divljih svinjna prouzrokovanih cirkovirusom svinja 2, na podneblju
Severno-backog okruga, sto potvrduje ranije nalaze, koji su ukazivali na
prisustvo cirkovirusnih infekcija svinja u nasoj zemlji (Toplak i sar., 2003; Ivetic¢ i
sar., 2002, 2003, 2004; Becskei i sar., 2010).

Nagovestaji su takvi da se uz pomo¢ pristupac¢nih vakcina u kombinaciji
sa dobrim menadZmentom u znacajnoj meri moZe smanjiti negativni uticaj
PCVAD oboljenja na proizvodne rezultate svinjarske proizvodnje, mada, i dalje
ostaje nepoznato u kom smeru ¢e vakcinacija i promene u proizvodnji potisnuti
evoluciju PCV2 u populaciji svinja, samim tim i uspesnost trenutno korisé¢enih
vakcina. Novija saznanja nam ukazuju na tendenciju rasta razlika u virulenciji
pojedinih izolata PCV2. Te razlike mozda skrivaju odgovore na pitanje zasto
ima viSe oblika klinicke manifestacije PCVAD oboljenja, i mozda ¢e uticati na
proizvodnju novih vakcina. Pretpostavka da su razli¢iti izolati PCV2 odgovorni

za razvoj razli¢itih klinickih oblika PCVAD oboljenja do danas nije sa
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Diskusija

sigurnoscu potvrdena. Naime, opravdana je sumnja da bi samo virulencija
odredenog PCV2 mogla da objasni veliku lepezu klinickih manifestacija

PCVAD oboljenja na nivou zapata, regiona, ili ¢ak po celom svetu (Opriessnig i

sar., 2007).
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Zakljuéc

7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobijenih u ovom radu izvedeni su slede¢i zakljucci:

1. Primenom PCR analize infekcija sa PCV2 ustanovljena je kod domacih svinja
poreklom sa svih osam ispitanih farmi i kod divljih svinja poreklom sa oba

ispitana lovista.

N

. Infekcija sa PCV2 utvrdena je kod znacajno veceg broja (p<0.01) domacih

sivnja (100,00%) u odnosu na divlje svinje (26,67 %).

W

. Uz pomo¢ makroskopskog pregleda, histopatoloske analize, imunohisto-
hemijske pretrage i hibridizacije in situ ustanovljeno je da 75,00% ispitanih
domacih svinja i 6,67 % ispitanih divljih svinja (p<0.01) boluje od sistemskog
oblika PCVAD.

4. Nije utvrdeno prisustvo patognomoni¢nih makroskopskih promena kod

domacih i divljih svinja obolelih od sistemskog oblika PCVAD.

5. Najznacajnija histopatoloska promena je folikularna i parafolikularna

deplecija limfocita umerenog i jakog intenziteta u limfaticnim organima

(limfnim ¢vorovima, tonzilama, slezini, Pajerovim plo¢ama i ileocekalnoj

valvuli) obolelih svinja.

(@)

. Deplecija limfocita je glavni razlog za imunosupresiju kod domacih i divljih
svinja obolelih od sistemskog oblika PCVAD.
7. Osnovnu histopatolosku leziju u nelimfaticnim organima (pluca, jetra,

bubrezi i srce) domacih i divljih svinja obolelih od sistemskog oblika
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PCVAD predstavlja fokalni i multifokalni infiltrat sastavljen od makrofaga,
limfocita i plazma celija.

8. U limfaticnim organima domacih i divljih svinja obolelih od sistemskog
oblika PCVAD prisustni su infektivni granulomi.

9. Velika koli¢ina DNK i Cap antigena PCV2 kod domacih i divljih svinja
prisutna je u ¢elijama monocitno/makrofagnog sistema ukljucujuéi tkivne
makrofage, APC, dendriti¢ne Celije i alveolarne makrofage.

10. Celije limfnih ¢vorova, tonzila, slezine, Pajerovih ploca, ileocekalne valvule,
pluda, jetre i bubrega sadrze DNK i Cap antigen PCV2; pri ¢emu limfati¢no
tkivo pokazuje najintenzivniju imunopozitivnost.

11. Utvrdeno je da PCV2 pokazuje tropizam prema limfocitima, makrofagima,
alveolarnim epitelnim celijama, epitelnim celijama bronhija i bronhiola,
epitelnim  celijama bubreznih tubula, epitelnim delijama tonzila,

hepatocitima, epitelnim ¢elijama Zucnih kanali¢a i enterocitima.
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nornaerea: Yeog (4 ctpanuue), MNpernen nutepatype (36 ctpanuue), Unbs u 3agaum (2 ctpaHuue),
Matepujan n metoge (9 ctpanuua), Pesyntatu (63 ctpaHuue), dnckycuja (22 ctpaHuue), 3akrbyyum
(2 ctpaHuue) n Cnucak nutepatype (26 ctpaHuue). [lncepraumja Ha NOYETKY CaapXu 3axBanHoCT

(1 cTpaHuua), pe3ume Ha CPrCKOM W EeHrneckom je3uky (8 cTpaHuua), cagpxaj (2 cTpaHuue) u
ckpaheHuue (2 ctpaHuue).

V. BPEOHOBAHKE NOJEAMHUX OENOBA OOKTOPCKE OUCEPTALUJE:

Y YBomy kaHampaT u3Hocu pga ce PCV2 (porcine circovirus type 2, eHr.) Hanasu y CBUM

nogpy4vjuma ceeTta y KojuMa MoOCTOjM WMHTEH3MBHA MPOM3BOAHA CBUH-A. Takohe, HoBWja CasHama
roBope y Npurnor NpUcycTBy MHdEKLUje LMPKOBUPYCOM U Kog AMBIbux ceuwa. Og npee nojase PMWS
cnHgpoma nucta oborberwsa 3a koje ce cmaTpa da cy Yy y3poudHoj Be3u ca PCV2 3HauvajHO ce
npowwupuna. CxogHo Tome, y HOBWje BpeMe Ce YrmaBHOM roBopu O "oborbetuMma noBe3aHum ca
PCV2" (Porcine circovirus associated diseases, PCVAD, PCVDs, eHr.). BehuHa ayTtopa y oBy rpyny
oborbewa cBpcTaBajy, ocum PMWS cungpoma, u gepmatutuc-Hedponatuja cuHgpom (Porcine
dermatitis nephropatia sindrome, PDNS, eHr.), komnnekc pecnupatopHux nopemehaja ceuwa (Porcine
respiratory disease complex, PRDC, eHr.), penpogyKTMBHe CMETHE KpMaya M Hasumagu (Sow
abortion mortality syndrome, SAMS, eHr.), nponudepatMBHa HekpoTuanpajyha nHeyMoHua CBuHsa
(Porcine proliferative necrotizing pneumonia, PNP, eHr.), rpaHyriomMaTto3Hu €HTEPUTUC, HEKPOTUYHU
numdageHNTUC, eKkcygaTUBHM EnMAEPMUTUC U KOHreHuTanHu Tpemop npacagu. Ynora PCV2 y
pa3Bojy HaBeAeHMX CUHApoMa Kog aoMahux cBuhsa, ocuM y cnyydajy PMWS cuHgpoma, a no Hekuma un
PRDC, jow Huje OOBOSbHO mchnMTaHa, HUTKM ca curypHowhy gokasaHa. Y nonynaumjama AVMBIbUX
ceuba PCV2 je Ttakohe pawwupeH. N3 nutepatype cy nosHatu peTku cnydajeen PMWS cuHgpoma
OMBIbUX Npacagu.
MynTucuCcTeMCKM CUHAPOM Kpxxrbaka 3anydeHe npacagn (PMWS) je oborberwe y 4vumjoj eTnonorunjm
y4yecTByje BULlLIe eTUONoLWKux daktopa, rge je npucyctBo PCV2 HeonxogaH anv He M OOBOSbaH
dakTop 3a pa3Boj knNnHWUYKe mMaHudecTaumje oborberwa. Kog sanydyeHe npacagn PMWS cuHapom ce
Hajuyelwhe KapakTepulle MPOrpecuMBHUM KpXJibakeM, 3aocTajalheM Yy pasBojy, YrnaBHOM ca
pecnupaTopHUM CMeTHama, AnjapejoM, 6neamnom Koxe 1 NoBpemeHo nkTepycom. Huje cacBum jacHo
Kako je 0BO, 10 HeJaBHO peTKo oborbere, OP30 NONPUMMUIIO enuaemMujcke pasMmepe 1 paLuMpuno ce
Mo LLeriomM CBETY.

Cwmartpa ce ga je genneuvja numdoumnTta y nuMdaTMyHOM TKUBY HajydecTanuvja neaunja kog PMWS
cnHgpoma. OnucaHo je cMamerwe Opoja umpkynuwyhux b numdounTta u rybutak numdouuta y b
henujckum perMoHMMa numdaTnyHor TK1Ba, Kao 1 cMakeke bpoja L4 w/vnn LIO8 cybnonynauunja T
numcoumnta. Wmajyhm y Buay CKpOMHa casHawa O naToreHesn W MexaHu3My HacTaHKa
nmyHodedUUMjeHTHOr cTakwa kof cBuka nHduumpaHnx PCV2, ncnutueara y 0BOj AucepTaumjn cy
Obuna ycmepeHa y Tom npaeuy. C o63upom ga cama getekumnja PCV2 He nogpasymeBa M nocTojame
oborbera, a Aa nesuvje kapakrepuctudHe 3a PMWS cnHapom HegoBosbHO aedunHuy oy 6onect, y
OBOM pagy cy y3 nomoh xubpuausaumje in Situ N MMYHOXUCTOXEMUjCKE METOAE WCTOBPEMEHO
NCNUTaHWN KapakTep TKMBHOr owTehera, NPUCYCTBO HYKIEUHCKE KUCENUHE BMpyca y asn MMpoBama
1 dpasmn pennvkaumje, kao U TKMBHA AUCTPUOYyLUMja BUPYCHOT aHTUreHa ko Aomahmx 1 AMBIbUX CBUHA.

Mpernep nuTepatype npeacTaB/ba CUHTE3y BeNUKOr Opoja pagoBa Koju ce ogHOCe Ha
eTvornorvjy, enu3ooTuonorujy, natoreHesy, natomMopdoriollke MpoMeHe W MexaHu3am oluTeherba
MMYHOIOLLKOr cuctema cBuwba ca PCV2. lMopen Tora, nutepaTypHM nodauyM ce OAHOCE U Ha
MMYHOJTOLLKE U MOJIeKyfapHe TeXHVKe Koje ce JaHac KOpWCTe y u3yyaBaky oBor Bupyca. C 063npom




Ha HOBa Ca3Hah-a, Be3aHa 3a MH(*)eKLI,I/ij ONBIbUX CBUHA, jep,aH neo nmutepatype ce O4HOCU N Ha
LMPKOBUPYCHa oborbera AMBIbLUX CBUHbA.

LUurb oBe guceprtaumje je 6Mo ycMepeH Ha UCMUTUBaHE MPUCYCTBa LIMPKOBUPYCHUX WHbeKunja
nomahux u ameremx ceBuka y Cpbuju n pasjallbere Kapaktepa 1 cTeneHa owrtehewa MMYHOOLLKOT
cMcTeMa Ko jeAVHKM NpUpoaHO MHULMpaHux umMpkoupycom un obonenmx og PCVAD. lNocTtaBrbeHu
uub je peanusoBaH Kpo3 crnieaehe 3apartke: a) yTBphuBawe npeBaneHuuje vHdekuunje gomahux m
OVBHUX CBUHA LUPKOBUPYCOM-2; ©) yTBphrBake MakKpOCKOMCKUX MpOMEHa KoA obonenunx cBuba; B)
yTBphMBae Kapaktepa WM MHTEH3UTeTa XMCTOMaTOMOWKMX MpOMEHa Ha NuM@atU4HUM opraHuma
(nMmdoHM YBOpPOBKM, CresnHa, TOH3WUNe, uneouekanHa saneyna u lNajepose nnoye), nnyhuma, jeTpwm,
Oybpesnma u cpuy obonenux CBuha; ) eBanyauujy YCTaHOBIbEHMX XWUCTOSOLLKUX Ie3unja; o)
JoKasuBakbe JAuUCTpubyumje BUPYCHOr aHTureHa y numdartuHuMm opraHuma, nnyhuma, jetpw,
Obybpesnma un cpuy obonenux ceBuka; €) gokasmBawe Anctpubyumje OHK umpkosupyca-2 y dasu
MUpoOBaka M y asn pennukauumje y numdatudHuMm opraHnma, nnyhuma, jetpu, 6ybpeanma u cpuy
obonenuj gomahux U AMBIBUX CBUHLA; X) AUCTpmbyunjy henwuja koje ekcnpumwupajy OHK n Cap-
aHTUreH LMpKoBUpyca-2 y3 KBaHTUMKaLKNjy MMyHOMNO3UTMBHOI CUrHana.

Y nornaerby MaTtepmjan n metoae kaHougaT HaBoAM Aa Cy MCMUTMBAHa M3BPLUEHA Ha YKYMHO
140 cBura og yera 60 gomahux cBuhba NOpeknoM ca 8 chapmu U3 pasnmunTx pernoHa Cpbuje, kao u
60 OMBIbLUX CBMHA NOPEKIIOM U3 ABa nosuwTa. [deceT goMahux n geceT AMBILUX CBUHA YMHWUIE CY
KOHTPOIHY rpyny.

Koo pomahux cBukea, HakoH yruHyha npupogHoM cMphy ca 3HauuMma jake W3MpLuaBeriocTMu,
n3BpLLeHa je obaykumja v nocne geTarbHOr MakpOCKOMCKOr npernefa y30pKoBaH je maTtepwjan 3a
XMCTONATOMOLLKY, MyHOXncToxemmjcky, PCR aHanuay n xubpuamsauujy in situ.

[vBrbe cBMHbE Cy HAaKOH OACTPeria TPaHCMOPTOBaHe y pernoHanHe noBavke CaHUTapHe NyHKToBe rae
je ypaheH geTarbHaH MaKpOCKOMCKM npernieqd M y30pKoBaH MaTepujan 3a UCTe aHanmse Kao Kop,
nomahux cBuhsa.

KoHTponHy rpyny cauduwaBane cy mnage gomahe u gmerbe csumwe (10+10), gobpe TenecHe
KoHauuuje n 6e3 3HakoBa oborbera u ko kojux PCR aHannsom Huje yctaHoBrbeHo npucycteso PCV2.
[a 6u ce ycraHoBuna npeBaneHumja uHdekumje ca PCV2 y nonynaumjym gomahux 1 AnBIbUX CBUHA,
ypaheHo je y3opkoBawe WHIBMHAMHUX cynepduumjanHnux nuMmdHUX YBOpPOBa, crie3uHe n nnyha of
cBux 140 cBuma.

3a xucTtonatonowka U MMYHOXMCTOXEMMjCKA UCMUTUBaHAa, kKao U 3a xubpuausaumjy in situ og
y30pKOBaHW cy cybmaHoubynapHW,  MeaujacTMHaNHW,  Me3eHTEepUjarHu U UHIBUHAmHU
cynepduumjanim NMMQHN YBOPOBW; TOH3UME; Crne3nHa M upeBa gomahux M OMBIbUX CBUH-A, KAo U
nnyha, jetpa, 6ybpean 1 cpue. Y3opkoBaHM maTepwujan nopeknom o gomMahux u OUBIbMX CBUH-A
dukcmpaH je y 10% HeyTpanHom chopmanuHy y Tpajawy of 24-48 catu. Nocne dukcaumje TKMBO je
obpafeHo y ayToMaTCKOM TKMBHOM MPOLECOpPY M yKanynibeHo y napaduHcke 6nokose. MapaduHckm
nceyun gebromHe oko Sum 6ojeHn cy xeMaToKCUNuH-eo3uH (HE) meTogom.

Y uurby monekynapHe getekumnje PCV2 y ysopuuma opraHa gomahux n aumBrbux CBukba, BPLUEHO
je ucnutueamwe npucyctea gena ORF2 cparmeHTa reHoma oBor Bupyca y nnyhuma, MHrBMHaNHUM
cynepduumjanium nUM@HMM 4YBOPOBMMA W CrnesvHW, METOAOM faH4yaHe peakuuje nonumepase
(Polimerase Chain Reaction - PCR). [Moctynak ekctpakuwje OHK w3 nnyha, uWHrBMHanHmx
cynepduumjanHMx nMM@HMX YBOPOBa W CrnesvHe BpleH je y MukpoTybama, ynotpebom
KoMepLuujanHor kuta "QIAamp® DNA Mini Kit" (Qiagen, Hilden, Hemauka) no ynytctBy npoussohaya.
3a amnnudumkaumjyy ORF2 gena reHoma PCV2 BenuumHe 501 6a3Hux naposa (6n) kopuwwheHu cy
cneundunyHm onuroHykneotnaHu npajmepn forward PCV2-2A: 5-CACCTTCGGATATACTGTCAA-3’
(HykneotugHa nosuumja 1582-1562) n reverse PCV2-2B: 5-TACATGGTTACACGGATATTGTA-3'
(HykneotuagHa nosuumja 1082-1104) (Sandvik un cap., 2001). PCR meTtoaa je cnpoBeageHa y3 nomoh
KomepuujanHor kuta "HotStar Taq Master Mix Kit" (Qiagen, Hilden, Hemauyka) sa manum
Moaudukaumnjama ynytctea npoussohaya. Jokasusawe PCR npogykaTa BpLUEHO je enekTpodope3omM
(Hoefer HE 33 Mini Submarine, ,Amersham Biosciences®) Ha 1,5% araposHom reny (,Invitrogen Life
Technologies”, Benvka BbputaHuja) n Bu3yenuaauujom Ha TpaHcunymuHatopy (,TFX-35.M”, Vilber
Lourmat, ®paHuycka ).

Opa umyHoxucToxemumjcknx metoga kopvwheHa je TpocTeneHa cTpenTaBManMH-OMOTMH MeToda
(LSAB2). Y TKMBHMM uce4LmMMa je Hajnpe n3spLueHo bnokupamwe eHgoreHe nepokcmgase y 3% H,O, y
MeTaHosy Ha COOHOj TemnepaTypu y Tpajawy og 15 MuHyTa. 3aTum je M3BpLIEHO OeMackuMpamwe
aHTureHa npumeHom npoTenHase K (Dako Proteinase K, Ready-to-use, REF S3020, Dako) y Tpajary
of Yetupm myHyTa. CBa ncnupara n pasbnaxera Tokom peakumje paheHa cy y TRIS-HCI nydepy pH
7,6. 3atum cy mceyum WHKYOMpaHu ca npuMapHMM MOHOKIOHCKMM aHtuTenom 3a PCV2 (Porcine




Circovirus Type 2 Monoclonal Antibody, Lot No:RB0608, Rural Technologies, Inc. Brookings, SD) y
paspehewy 1:500, y Tpajary og 60 MMHyTa Ha cobHoj TemnepaTypu. 3a AeTekuujy je KopuwheH kut
Daco Cytomation LSAB2 system-HRP (K0675, Dako). Busyenusauuja peakuuje nocturHyta je
npumeHom amamuvHobeHsmanHa (DAB+, K3468, Dako) y Tpajawmy og 10 pgo 15 mwuHyTa.
KoHTpacTupame ncevaka usBpLleHo je y xematokcunumHy (Mayerov hematoksilin) y Tpajawy og aee
cekyHae. HakoH ©ojersa uceudum cy MOHTUpPaHM NoMony BOAEHOr Meauvjyma 3a MoHTupawe Glycergel
(C563, Dako).

Kao HeraTvBHa KOHTpOia TOKOM MMYHOXMCTOXEMMUCKOT UCMUTUBaHA y3opaka kopuwheHu cy
WCTOBETHW TKMBHW MCEYLM KOjU HUCY TPETUPaHN NPUMapPHUM aHTUTENOM.

Kao nosvtuBHa KOHTPONa TOKOM MMYHOXWCTOXEMMjCKOT UCMMTUBAaHKa KOPULINEHN Cy TKUBHU
nuceyum kog Kojux je nperxogHo, metogom PCR mn umyHoxmctoxemujckm, notepheHo npucyctso Cap
aHTureHa PCV2.

Ca uurbem ga ce y MCNUTaHUM TKMBUMA YTBPAM MPUCYCTBO M Nokanu3auuja reHoma PCV2,
ypahleHa je xpomoreHa in sifu xubpugu3aumja Ha TKMBHUM ucevuMMa nMM@pUX 4YBOpPOBa
(cybmangnbynapHu, megujacTuHamHu, Me3eHTepujarHu U MHIBMHANHW cynepduumjanHm), TOH3WUNa,
cnesuHe, [MajepoBux nnodva, wuneouekanHe Baneyne, nnyha, jeTpe, 6ybpera n cpua gomahux wu
OVBIbMX CBUMHA. Ha TKMBHMM mceyuuma je m3BpleHa xmbpuaus3aumja reHomMa AMBIbEr Bupyca ca
komepuujanHom, PCV2 cneundunyHOM, KOMMIIEMEHTAPHOM U PENIMKAaTUBHOM OFIMIOHYKIEOTUAHOM
reHomckom npodom (CP i RFP reHomcka npoba). ¥ oba cnyyaja kopuwheHa je OUroKCUreHMHOM
obenexeHa, kOMepuuMjanHa ONUIroHyKrneoTugHa reHoMcka npoba cactaBrbeHa of 41 HykneoTugHe
Oase, kOja je cuHTeTMCaHa Ha OcHOBY pecdbepeHTHor coja PCV2. HykneotugHu HmM3 CP reHomcke
npobe PCV2 6uo je cnegehun: DIG-5-CCTTCCTCATTACCCTCCTCGCCAACAATAAAATAATCAAA-
3" (PCV2 CP, 1017255, TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Hemauka). HykneotngHa cekseHua 3a
RFP reHomcky npoby PCV2 6una je:
DIG-5-TTTGATTATTTTATTGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGG-3" (PCV2 RPF, 1017256, TIB
MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Hemauka). MpBo cy TkMBHM nceyum gebrbMHe oko 4UM NOCTaBIbEHU
Ha cneuuvjanHe, NO3UTUBHO HaerneKkTpucaHe, CUNMHM3NpPaHe Mukpockorncke nnouyude (Chem Mate
Capillary Gap Microscope Slides, Ref S2025, Dako). 3atum je usBpLueHa genapaduHnsanmnja TKUBHUX
ncevaka y KCUIony un pexmapalmja kpo3 cepujy pasnmunto nNocToTHOr eTaHona. Mceyum cy ncnvpanu
TpokpaTHO y Aytobycdepy (Ref 372182, Biomeda) v nogBprHyT™M MpOTEONUTUYKOM TpeTMaHy
npumeHom [NencuHa (Ref P7012, Sigma) y Tpajawy og 10 mmnHyTa Ha Temnepatypu og 37 °c pagu
nakwe neHeTpauuje reHomcke npobe. AKTMBHOCT NencuHa je NnpeknHyTa nognsakem TeMnepartype Ha
105°C y Tpajawy of ocam MUHyTa. HakoH TpokpaTHor ucnuvpamwa y AyTobydepy m3BplieHa je

AeHaTypauuvja OHK ﬂpl/IMeHOM 100% Popmamupaa (Ref 22, 119-8, Sigma) y Tpajary 04 nNeT MUHYTA,
Ha TemnepaTtypu ofg 105°C. HakoH npunpeme pactBopa 3a xubpugmsauumjy (11.25 mn 100%
®opmamug, 3,75 rp XoHgpouTtuH cyndpat (Ref 320699, Calbiochem), 12,5 mn 20XSSC, 2,5 mn 0,50
mM Phosphat buffer, 0,125 rp Blocking Reagent (Rosche Diagnostics) n 20 mn pegectunosaHe Boae)
y Wera je gogata reHomcka npoba (CP nnm RFP) y konnunHm og, 10 un. Tako npunpeMrbeHn pacTBop
ca Qur o6ene>+<eH0M reHOMCKOM NpOOOM HaHELLEH je Ha TKUBHE 1ceyke, 1y asm npe-xubpunamsaumje
MHKYOUpaH Ha 105°C y Tpajawy oA neT MuHyTa. Xnbpmamsaumja kopuwheHe reHomcke npo6e n
OVBIbLEr BUpYCa y TKMBMMA MOCTUTHyTa je MHKybaumjoM mncevaka y Tpajawby og 60 MuMHyTa Ha 37°C.
HakoH uHKyGauuje m3BpLueHo je TpokpaTHo mcnuparwe y 0,5 X SSC n y 0,25 X SSC nycepuma.
Wceuum cy 3atnm nHkybupaHu y pactesopy 3a b6nokunpamne - nycgpep 1 (nycep pH 7.5 ca cagpxajem 3%
TputoH 100x (Ref 23,472-9, Aldrich), 1% HopmanHor kosjer cepyma, 100 mM Tris, 150 mM NaCl y
AecTunoBaHoj BoaW) Yy Tpajakby o4 neT MuHyTa Ha cobHoj Temnepatypu. Mceyum cy 3aTum
WHKYOMpaHu aHTU-JUrokcureHnH aHTuTenuma obenexeHum ankanHom docdarasom (Anti Digoxigenin
AP Fab fragments, Cat No. 11093274910, Rosche Diagnostics) y paspehery 1:500 y nydepy 1, Ha
TemnepaTypu of 37°C, y Tpajawy of 60 MuHyTa. Vceuum cy 3aTum TpoKpaTHO UCNUPAHU Y rlycbepy 1
n nycepy 2 (100 mM Tris, 100 mM NaCl, 50 mM MgCI2*6H20, 0.004% Tween 20 (Cat.No.23,472-9,
Aldrich), 0.0025% Brij 35 (Ref 84184, Sigma)). Busyenusaunja mecta xmbpuamnsaumje nocTurHyTta je
npUMeEHOM BeOMa OCETSbMBE LIMTOXEMUjCKE peakuumje namehy ankanHe gocdarase, BesaHe 3a aHTU-
Our antuteno, n xpomoreHa NBT/BCIP (Nitro blue tetrazolium chloride and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate, Cat.No. 11681451001, Rosche Diagnostics) kao cyncTtpata. HakoH ucteka TpeTmaHa
nceyaka ca aHTU-ur aHTMTENMMa ypaheHo je TpoKpaTHO ncnupawe y cepuju nycepa 1 n 2, HaHeT je
xpomoreHn pactsop NBT/BCIP (3% paCTBop y nydepy 2) u U3BpLUEHa HeroBa MHKybaumja y Tpajamy
of 20 MuHyTa Ha TemnepaTypu of 37°C. HakoH wWTo je o6ojeHa peakumja NpekuHyTa UCMpareM y
nycpepy 3 (1M 6asuynm Tris pH 8 ca 0.5M EDTA y 1J1 gectunosaHe Boae) nceyum cy obojeHn Fast
Green-om y Tpajamy LWECT OO cefaM MUHYTa, UCnpaHu nod Tekyhom BOAOM WM MOKPUBEHWU BOOEHUM
MeaujyMoM 3a nokpuBare. Ha MecTy Nno3uTuBHeE peakumje yoyaBa ce NpeuunuTaT 3pHacTe CTPyKType,
TamMHonnaee 6oje.




Kao HeratmBHa koHTpomna y meToau xubpuausaumja in situ KOpUWheHn Ccy UCTOBETHU TKMBHU
nceYum Koju HUCy TpetTmpaHu reHOMCKOM NpodoMm.

Kao no3utnBHa KoHTpona y Metoam xmubpuamsauuja in situ kopywheHn cy TKUBHM NCEYLU KO4
Kojux je npeTxogHo metogom PCR u xmbpugnsaumjom in situ notepheHo npucycrtso PCV2,

EBanyauuja XMCTonMoOLWKNX Kputepmjyma 3a knacudukaumjy cteneHa owteherwa numgaTuyHor
TkmBa kog PCVAD pedumHucaHa je Ha OCHOBY KpuTepujyma koje cy onmucanu Chianini n capagHuum
(Chianini u cap., 2003). Ha ocHOBY WHTeH3uTeTa YTBPHEHNX XUCTONATOSIOWKNX MPOMEHA Y
numdaTnyHoM TkuBy, AedUHUCAHa Cy Tpy cTenaHa owTehena o 3Hadvaja 3a PCVAD. Mo HaBeaeHoj
KaTeropusaumjn, MHTEH3NTET XMcTonaTonoLknx owTteherwa nprkasaH je kao: bnara TkueHa nesuja (l);
TKMBHa nesunja cpegwer nHteHsuteta (ll); n TkmBHa neswja jakor mHteHauteta (lll). OsHakom BI
0O3Ha4eHO je OACYCTBO NPOMEHa Koju Cy oA 3Hayaja 3a PCVAD.

Pesyntatn umyHoxuctuxemmjcke (IHC) aHanmse n komnnemeHTapHe npobe xnbpugusaumje in
situ (CP ISH) Ha numdaTnyHOM TKMBY CYy Y3 NOMOh CEMUKBAHTUTATMBHE METOAE rPyNuUcaHn y YeTmpu
royne, Of CTpaHe [Ba Hes3aBucHa npernegadva. [pyne cy pgedwuHucaHe Ha ocHoBy 6poja
UMYHOMO3UTUBHMX henuja Ha ncevumrma numMdaTnyHor TkMea. Kao kputepujym 3a geduHucame rpyna,
y3eT je 6poj no3ntuBHmx henuja Ha ykynHo 100 n3bpojeHnx henvja no BMgHOM nosby. YKynHo je 10
BMOHMX MOSfba MpernegaHo no vMcedky numdatvyHor TKkMBa nog yBehawem objektma 20X. Jlesuje
nuMmdaTNYHOr TKMBa Cy Ha OCHOBY CMOMEHYTOr KpuTepujyma rpynucaHn Ha cnegehm HaumH:
HeraTMBHO (=), HEMa MPUCYTHUX MMYHOMNO3MTUBHUX henuja; cnabo no3nTneHo (+), < 20% MO3NTUBHKX
henwja; ymepeHo no3utusHo (++), 20-50% nosutuBHux henwvja; n n3pasnto Nos3mTmneHo (+++), > 50%
no3ntueHux henwvja. Kog octanux mcnutaHux opraHa (nnyha, jetpa, 6ybpesu u cpue), Nno3MTuBHA
peakumja IHC n CP ISH Huje rpynucaHa Ha OCHOBY MHTEH3UTETa Yy BuLe rpyna, Beh je o3HaveHa kao
HeraTuBHa (-), HEMa MPUCYTHUX MMYHOMO3NTUBHMX henuja; nnuM Kao nosmTmeBHa (+), NPUCYTHU CY
nosuntueHe henwuje y pasnuuntom 6pojy.

Pesyntatu ucnutmeamwa pennukatmeHe ¢opme xubpuamsaumje in situ (RFP ISH) Ha
nMMAdaTNYHOM TKMBY M OCTanuMm McnutaHum opraHuma (nnyha, jetpa, 6yopsm u cpue) o3HayveHu cy
Kao: HeraTuBHU (-), HEMa NPUCYTHUX UMYHOMNO3UTUBHUX henuja; unu kao NO3UTUBHM (+), MPUCYTHE CY
nosmTneHe henuje y pasanuuntom 6pojy.

Kon oomahux cBukba, jeMHKa Koja je nokasuBana KrMHUYKe 3HakKe KPXIbaBOCTU U Ko Koje je
PCR aHanusom pgokasaHo npucyctBo PCV2 y TkMBMMa, okapakTepucaHa je ga 6onyje og PMWS
cnHapoma (cuctemckm obnuk PCVAD) y cnydajy Kaga je MHTEH3UTET NaTOXUCTOSOWKMX NPOMeHa Y
nuMdaTNYHOM TKMBY Y KaTeropuju npomeHa cpegher unu jakor nHtensuteta (I, 1), y3 obaBesHo
NPUCYCTBO YMEPEHO NMO3MTUBHOT UM U3Pa3nTo No3uTusHor (++, +++) IHC n CP ISH curHana.

Kon puerbmMx cBukba, onpaBgaHa CymMwa O nNpuUcycTBy cuctemckor obnvka PCVAD
nocTaBrbeHa je y cry4vajy Kaga Cy kog WHuuMpaHe Mnage jeguHKe MpUCyTHE NaTOXMCTONOLLKE
nNpoMeHe y NUMdaTU4YHOM TKMBY Y KaTeropuju npomMeHa cpefrer unu jakor nuHtensuteta (Il nnm lll), y3
0baBe3HO MpPUCYCTBO yMEPEHO MO3UTUBHOT (++) unu uspasuto nosuTtmeHor (+++) IHC i CP ISH
curHana.

Y cTatucTuukoj obpagm nogartaka kaHauAaT je KOpUCTMO OECKPUMTUBHE CTaTUCTUYKe napameTpe,
y3 nomMoh Kojux cy ce onucuBane ncnuTnBaHe NnpoMeHe ko AoMahux n AMBIbuX cBuka. CTaTtucTuyka
CUrHU(PMKAHTHOCT pasnuka WUCNUTMBAHUX rpyna npoMmeHa wusmely pomahmx v AMBIBUX CBUHsA
ycTaHoBIbaBarna ce y3 nomoh 1-Tecta nponopuuje. CUrHnuKaHTHOCT pasnuka je ogpeheHa Ha HMBOY
3HayajHocTn of 5% u 1%. [JobuvjeHn pesyntatv CTaTUCTMYKE aHanu3e npukasaHu cy TabenapHo u
rpadudkn. CTaTtucTudka aHanusa je u3BpleHa y ctatuctmykom nakety GraphPad PRISM 4.0 wn
Microsoft Office Excel-y.

OpvrMHanHu nogaum Koju cy aobujeHn y oBOj aucepraumju U3HeTu cy y nornaerby PesyntaTm,
KOjU Cy CMCTEMAaTM30BaHW Yy BULLIE MOAMOrfnaesba U NpuKasaHW TEKCTyarnHo, cnvkama, TabenapHo u
rpadukoHnma. KaHgmpaTt HaBoAM Oa je MakpOCKOMCKUM npernegom opraHa gomahux ceBukba ca
MaHUMECTHUM 3HauMMa KpXibawa, YTBpAMO yBehawe CBUMX JNMM@HMX YBOPOBA, MHEYMOHUWje
pasnuuuMTor KapakTepa W WHTEH3WTeTa, 3anarbewa Xenyua W upeBa, W MOMMCepo3nTUC.
Hajydyectanuje natomopconoLlke npomMeHe, y Be3u ca LMPKOBUPYCHOM WHMEKLNjOM, YOUYeHe Kop
OVBIBUX CBUHA Cy MHEYMOHMjEe PasnMuuMTOr Kapaktepa WM MHTEH3UTETA, YINaBHOM Ca MPUCYTHUM
napasutMma y OpoHxujama, 3anarbera racTPOMHTECTMHANHON  Tpakta W MOBPEMEHO
numdageHonaTuja.

MWKPOCKONCKMM MCNUTMBaKEM NIMMHUX YBOPOBA U APYrMX NMMdaTuyHMX TKMBa gomahmx u
nojeuHUX OMBIbLUX CBUH-A YOYeHa je Jdenneumja numdouuTta pasnuumtor uHTeHauteta. Takohe,
3anaxeHa je vHunTpauunja Mmakpodara Ha MecTy ucdesnux numdoumTa y numdHUM onukynmma,
nepy n napadoNUKynapHUM 30Hama. 3anaxeHo je NPUCYCTBO WHQEKTMBHUX rpaHynioMa ca
MYNTUjegapHMM LIMHOBCKMM hennjama. Y npoMereHOM nMdaTUyYHOM TKMBY AOMahux v AUBIbUX




CBUHbA, Mpe CBera y uUUTONMasMm HarommnaHux Makpodara, UMYHOXMCTOXEMWJCKOM METOOOM,
ytBpheHa je Benvka konuumHa Cap aHtureHa PCV2 y Bugy npeuunutata cmehe 6oje.
Xubpugusaumjom in situ, y npoMereHoOM TKMBY, MOTBPfEHO je mpucyctBo reHoma PCV2 koju je
yrnaBHOM Yy pa3nm mupoBawa, pehe y dasm pennvkaumje. F'eHom PCV2 y dasm mupoBama
(jegHonanyaHa [HK PCV2) 3anaxeH je npe cBera MHTpauUMTONIasMaTCK/ fIoKanm3oBaH, YriaBHOM Y
Makpodparama u enutenHum henuvjama, Koju ce yoyaBao y Bugy npeuunuTata nnaee 06oje.
PennukatueHa ¢opma PCV2 (gBonaHnuyana [OHK PCV2) yteBpheHa je y MHOro mawem 6pojy henuja
numdaTUyHOr TKMBa, YyrnaBHOM y numdountma, pehe n  makpodarnma, MWHTpaHykneapHo
nokanusoBaHa y Bugy npeuunutaTta nnaee 6oje. Y makpodarama, noHekas je yoyeHa ocum jegapHe un
WHTpaumuTonnasmaTtcka NO3nTUBHA peakuuja Ha NPUCyCcTBO pennukaTueHe chopme PCV2.

Henneuunja numdounta U nNpUcycTBO Benukor Opoja Makpodpara Koju cagpke BUPYCHe
napTukyne, ocuMm y NMMgHUM 4BOPOBMMA, 3anaXeHu Cy M Yy TOH3urama, Cne3vuHn u numMaaTuyHoM
TKMBY LpeBa AoMahnx N HEKNX OAUBIbUX CBUHA.

MaBHa xMcTOMAaTOMOLLKa MPOMeEHa Y HennMmdaTuyHUM opraHnMma goMahvx v AUBIbUX CBUHA
je Hanas MoHOHykneapHor henujckor uHdunTpata. BupycHn aHtureH m reHom PCV2 npucyTHu cy
yrmaBHOM Yy uuTOonnasMum makpodara, a crnopaguyHo W y jegpy MNpUCYTHUX numMdoumTa.
MMyHOXMCTOXEMMWjCKOM METOAOM U TEXHUKOM Xubpuamsauumje in situ gokasaHo je ga PCV2 nokasyje
Tponusam NpBeHCTBEHO Npema henvjama MOHOLMTHO-MakpodarHor cuctema u enutenHum henunjama,
ykbyyyjyhn enutenHe henuvje OybpexHux Tybyna, Xy4yHuX KaHanuha, xenaTtouuTte, eHTepouuTe U
OpoHxoanBeonapHu enuTern.

Y nornaerby Auckycuja ce uctude ga je npumeHom PCR TexHuke, xuctonaTonowlKor nperneaa,
MMYHOXUCTOXEMMjCKE aHanu3e 1 xmbpugusauuje in situ, jokasaHo npucycTBo oborbewa PCVAD y
nonynauujama gomahux ceumwa. Takohe, no npeu nyT, yTBphHEHO je aa ce oborbewa PCVAD jaBrbajy
W y nonynaumju OMBIbUX CBMHa Ha Teputopujn Penybnvke Cpbuje. Mopekno PCV2 y ucnutneaHmm
nonynauyujama gomahux n guMerbux cBumwa Huje ytepheHo. [Ja nu cy ce gomahe CBMHE Ha Hallem
noaHebrby 3apasune og AMBIbUX CBUHA UK OBpHYTO, HUje Moryhe 3akrbyunTtun. [lobujeHn pesntatu
ykasyjy ga gomahe cBuh-€ pasBujajy MHTEH3MBHUjE€ NPOMEHE, OOK CYy KOO AMBIbUX CBUHA UCTOBETHE
npomeHe bnaxer HTeH3uTeTa. [pUNUKOM Tymadera y4ecTanocTu nojeamHux Hanasa tpeba y3etn y
0031p YnHbeHULY [a Cy ¥ OKBUPY OBOr paja UCnuUTaHe AMBIbE CBUH-E Koje cy bune nneH oactpena a
He ogabupaHe No HeKMM yHanpes yTBphieHUM KpuTepujyMrMMa, 3a pasnuky o goMmahux cBuwba rae cy
jeovHke 3a ncnutvBara ogabpaHe Ha OCHOBY KIMHWYKMX CMMNTOMA of 3Hadvaja 3a PMWS cuHagpom.
O63mpom ga noBuu noOBe BENWKW NNeH, BehnHa MCnMTUBaHUX AMBIBMX CBUHA Cy Oune ogpacne
jeovHke, a y MaweMm Opojy mnahe jeavHke Koje cy noanoxHuje mMaHudecTaumjy ose Gonectu
MehyTtum, He Tpebe na3rybntn 13 Buga ga OMBIbE CBUHE HUCY MOA HENOCPEOHVMM HaA30pOM fbyau, 1
BEepoBaTHO ga Texe obonene jeanHke 4ecto Oyay nneH npegartopa. M3 tnx pasnora 6Gonect y
nonynauujama AMBIbLUX CBUH-A He Oyade yBek nMpumeheHa, HUTW ucnmMtaHa y obumy y Kojem je oHa
peanHo npucyTHa. 1o Hekum ayTopMMa XpPOHWYHO MWHUUMpaHe AMBIbE CBUHbE CMmaTpajy ce
Oyroroguilibnum pesepsoaprma LMpKoBMpyca 1 NoTEHUUjanHnM n3soprMmMa 3apase 3a gpyre Ceume.

Mornaerbe Cnucak nutepartype cagpxu 200 Gubnuorpadckmx jeguHuua ms ctpaHe n gomahe
nuTeparype.




VI. 3AKIbYYLMX OOHOCHO PE3YNTATU UCTPAXNBAHKA

Ha ocHoBY cnpoBefeHux NCTpaxnBaka KaHauaar je u3Beo cnegehe 3akrbyyke:

1. NpumerHom PCR aHanuse uHdpekumja ca PCV2 yctaHoBrbeHa je kog Aomahux cBMHa NOPEKoMm ca
CBUX OCaM ncnuUTaHux hapmm 1 Ko ANBIbUX CBUHA NOPEKNoM 13 oba ncnutaHa nosuwTa.

2. NHdbekupnja ca PCV2 yTBpheHa je kog 3Ha4ajHo Beher 6poja (p<0.01) gomahux ceuwa (100,00%) y
O[HOCY Ha AMBIbE CBUHLE (26,67%).

3. Y3 nomoh MakpocCKonckor npernefa, XMcTonaTonoLllke aHanuae, UIMyHOXMCTOXeMUjcke npeTpare u
xnbpugusaumje in situ yctaHoBrbeHo je ga 75,00% wucnutaHux pgomahux cBuwa u 6,67%
ncnuTaHmnx amerbmx ceuka (p<0.01) 6onyje og cuctemckor ob6nmka PCVAD.

4. Huje ytBphHEeHo npucycTBO MAaTOrHOMOHMYHUX MaKPOCKOMCKMX NMpPOMeHa Ko Aomahux u AnBIbuX
cBuUtba obonenux oa cuctemckor obnnka PCVAD.

5. HajsHauajHmja xmcTonaToniowka npomMeHa je onukynapHa n napadonukynapHa gdenneuuja
numdounTa yMepeHor 1 jakor MHTeH3uTeTa y nuMdaTnyHuM opraHuma (MMmdgHUM 4YBOpPOBMMA,
TOH3MNama, creauHu, MajepoBrm nnovamMa u nneoLekanHoj Bansynm) obonenux cenma.

6. Jenneumja numcoumnTa je rmaBHM pasnor 3a MMyHOCYNpPecujy Kog CBUHa 0bonenmx o4 CUCTEMCKOT
obnuka PCVAD.

7. OCHOBHY XMCTOMNATOSOLLKY ne3unjy y HenmmdaTuyHuMm opraHuma (nnyha, jetpa, 6ybpesn u cpue)
Aomahux u AMBIbMx cBuka obonenux oa cuctemckor obnuka PCVAD npegctasrbajy okanHu u
MynTudoKanHn MHUNTPaTU cacTaBrbeHM o Makpodara, numdouunTta u nnasma henuja.

8. Y numdaTtnyHumM opraHnma gomahux n OMBIbMX CBUHa obonenux og cuctemckor obnuka PCVAD
NPUCYTHU CY MHADEKTUBHU FPaHYNOMMU.

9. Benuka konunuuHa OHK u Cap aHtureHa PCV2 kog gomMahux u OUBIbUX CBUHA NPUCYTHA je y
henuvjama MoHounTHO/MakpodparHor cuctema ykiby4yjyhm TkmBHe makpodpare, APC, geHoputnyHe
henwnje n anBeonapHe Makpodare.

10. henuje numMdHNX YBOPOBA, TOH3UNAa, cnesunHe, NMajepoBux nnova, uneouekanHe Baneyne, nnyha,
jeTpe n b6ybpera cagpxe OHK n Cap aHturen PCV2; npu 4yemy numdatnyHO TKMBO MoOKa3syje
HajBMLIE MHTEH3UBHY MMYHOMO3UTUBHOCT.

11. Y1BpheHo je ga PCV2 nokasyje Tponusam npema numdounTuma, Makpodarmma, anseosiapHum
enutenHum henuvjama, enutenHum henuvjama OpoHxuja m GpoHxuona, enutenHum henujama
B6ybpexHux Tybyna, enutenHum henvjama ToH3una, xenaTounTuma, enuTenHum henunjama xy4Hux
kaHanuha n eHTepounTMma.

VIl. OUEHA HAYUHA MNMPUKA3A U TYMAYEHA PE3YNITATA UCTPAXKUBAHKA

Pesyntatn uctpaxueawa Cy nNpukasaHu TEKCTyanHoO U AOKYMEHTOBaHW ca 22 ¢oTorpaduije, 11
Tabena n 3 gujarpama. TekCT je HanucaH KOHUM3HO, jaCHUM 1 pasyMIbMBUM CTUOM. Pesyntatu
CY NPaBWITHO M KPUTUYKN TYMaYveHu.

VIIl. KOHAYHA OLIEHA JOKTOPCKE AUCEPTALUJE

1. [a nu je gucepTaumja HanucaHa y cknagy ca obpasnoxXewem HaBeLeHUM Y MpujaBu Teme

OucepTauuja je HanucaHa y cknagy ca obpasnoxerem HaBegeHUM y npujasu. MNMprumMereHe
mMeToAe McnuTuBaka Cy CTaHgapAn3oBaHe v npunarofjeHe unrby 1 3agaumMma guceprauuje,
HaBedeHVM y npujasu Teme.

2. [a nu gnceptauuja cagpxu cee butHe enemeHTe

[uncepTaumja cagpxum cBe BUTHE ENEMEHTE KOjU Ce 3axTeBajy 3a 3aBpLUEHY AOKTOPCKY
aucepTtauujy.




3. Tlo uemy je gucepTaumja opurmHanaH ONpUHOC HayLm

OpurnHanaH JonpuHOC HayLm OBe aucepTtauuje ornega ce y gevHucawy peakumje henuja
nuMmdaTNYHOr 1 HenNMMAaTUYHOT TKMBa CBUHA MHpMUmMpaHx PCV2 kao n umyHonatoreHese

YCTaHOBIbEHUX CTPYKTYPHUX MPOMEHA Koje YMHEe OCHOBY MMyHoaeduumjeHumje gomahux u
OVBIbUX CBMHsa Koja npatu PCVAD.

IX. NPEANOTr:

Ha ocHoBy ykynHe oLeHe aucepTauuje, Komucuja npeanaxe:

- [ja ce JOKTOpCKa ancepTtaumja npuxeaTtu a kKaHanaarty onobpw ogbpaHa.

OATYM MnoTrnncuM YsIAHOBA KOMUCHJE
06.07..2012.

1. ap MunujaHa Knexesuh, pegoBHM npodecop y neHsuju,
dakynTeT BeTepuHapcke meauumHe, YHnsepsuteT y beorpaagy

2. op Cawa Anekcnh-Kosauesuh, peagosHu npodecop,
dakynTeT BeTepnHapcke meauumHe, YuusepauteTt y beorpagy

3. op BojuH MBeTuh, BULLIM HayYHW capaHuK,
Hay4Hn nHcTuTyT 3a BeTepmHapcTeo Cpbuje,beorpag

4. op Tamaw MNMeTposuh, BULLIM HAYYHN CapagHuK,
Hay4Hu nHCTUTYT 3a BeTepuHapcTeo ,Hoeu Cag®, Hoen Cag
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