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PRIMENA MOLEKULARNIH METODA U DIJAGNOSTICI INFEKCUJE
SVINJA IZAZVANE SVINJSKIM CIRKOVIRUSOM 2*
THE APPLICATION OF MOLECULAR METHODS IN THE DIAGNOSTICS OF INFECTION
OF SWINE CAUSED BY PORCINE CIRCOVIRUS 2

Nisavic Jakov, Zori¢ Andrea, Mili¢ Nenad* *

Svinjski cirkovirus 2 (PCV2) pripada familiji Circoviridae i rodu
Circovirus. Infekcija svinja izazvana ovim virusom se ispoljava u vise
razlicitih klinickih formi dovodeci do znacajnih ekonomskih gubitaka u
proizvodnji svinja Sirom sveta. Iz navedenog razloga brza i precizna
dijagnostika ove infekcije svinja je od izuzetnog znacaja. U te svrhe
se danas koriste molekularne metode virusoloSke dijagnostike kao Sto
su lan¢ana reakcija polimeraze (PCR), zatim metoda real-time PCR,
odnosno metoda dierktnog sekvenciranja po Sanger-u.

Kljucne reci: PCV2, molekularne metode

Uvod / Introduction

Opste osobine virusa PCV2 /| The general characteristics of viruses

Svinjski cirkovirus 2 (PCV2) pripada familiji Circoviridae i rodu Circovirus.
Poseduje poseduju jednolancani, cirkularni molekul DNK i sferi€énog je oblika.
Ne poseduje spoljasnji omota¢ (Segales i sar., 2012). Kapsid virusa PCV2
je ikosaedri¢ne simetrije, a prec¢nik viriona iznosi od 17nm do 22nm. Genom
svinjskog cirkovirusa 2 se sastoji od 1767 do 1768 nukleotida (Larochelle i sar.,
2000). On sadrzi tri otvorena okvira ocitavanja - ORF regiona. Region ORF1 (rep
geni) nosi informacije za sintezu proteina koji u€estvuju u procesu replikacije
virusa, a ORF2 (cap geni) region za sintezu proteina kapsida virusa. Treci
ORF3 region nosi informacije za sintezu proteina koji najverovatnije u€estvuju
u procesu apoptoze celije indukovane virusom. Na osnovu filogenetske analize
genoma svinjskog cirkovirusa tipa 2 utvrdeno je da danas postoje Cetiri genotipa
pomenutog virusa PCV2a, PCV2b, PCV2c i PCV2d (Liu i sar., 2006, Cheung i
sar., 2007, Wang i sar., 2009). Duzina genoma PCV2a genotipa virusa iznosi 1768
bp, a duzina genoma PCV2b genotipa iznosi 1767bp. Ovde treba napomenuti da

* Rad primljen za Stampu 14.09.2016.

** Dr sc. vet. med. Jakov NiSavi¢, vanredni profesor, Andrea Zori¢, asistent, dr sc. vet. med.
Nenad Mili¢, redovni profesor, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu, Srbija

249



Vet. glasnik 70 (5-6) 249-258 (2016) NiSavic J. i sar.: Primena molekularnih metoda u
dijagnostici infekcije svinja izazvane svinjskim cirkovirusom 2

su kao izazivaci infekcija svinja Sirom sveta utvrdeni razli€iti genotipovi svinjskog
cirkovirusa tipa 2 (Hesse i sar., 2008, Cadar i sar., 2012).

Klini¢ka slika / Clinical signs

Svinjski cirkovirus tipa 2 kod svinja izaziva oboljenja koja se razli€ito
klinicki manifestuju u zavisnosti od lokalizacije patolo8kog procesa i uzrasta
svinja. Naj¢esce oboljevaju prasad posle zalu€enja u uzrastu od 24 meseca. Na
osnovu brojnih seroloSkih studija koje su ranije sprovedene ustanovljeno je da
je infekcija svinja izazvana svinjskim cirkovirusom tipa 2 raSirena Sirom sveta,
dok je prevalencija kliniCke slike mnogo manja (Segales i sar., 2005). Danas
je oboljenje izazvano virusom PCV2 najpoznatije kao multisistemski sindrom
krZljavosti prasadi posle zalu€enja (PMWS-post weaning multisystemic wasting
syndrome). Multisistemski sindrom krZljavosti prasadi posle odlu¢enja (PMWS) je
prvi put opisan 1991. godine u Saskatchewanu u Kanadi kao sporadi¢no oboljenje
prasadi (Harding i sar., 1997). Ovo novootkriveno oboljenje se manifestovalo
pojavom krZljavosti, bledila koZe, respiratornih smetnji, a povremeno dijareje i
Zutice kod odlu€ene prasadi u tovu (Segales i sar., 2005). Na obdukciji obolelih
Zivotinja bile su zapaZene karakteristi¢ne lezije u ve¢em broju tkiva koje su najvise
bile prisutne u limfoidnim organima (Rose i sar., 2012). Pored ovog oblika bolesti,
infekcija svinja izazvana svinjskim cirkovirusom 2 se manifestuje i kao dermatitis
i nefropatija, odnosno PDNS sindrom (porcine dermatitis and nephropathy
syndrome) (Rose i sar., 2012, Allan i sar., 2000). Obolele Zivotinje su anoreksi¢ne
i depresivne sa blago povisenom ili normalnom telesnom temperaturom (Dupont
i sar.,, 2008). Na kozZi zadnjih ekstremiteta i u perinealnoj regiji, a nekad i po
celom telu mogu se uo€iti crvene do ljubiCaste makule i papule. Posle odredenog
vremenskog perioda ove promene na kozi bivaju pokrivene tamnim krastama.
Nakon otpadanja krasti, koZne lezije ostaju blede, ponekad sa oZiljcima (Segales
i sar., 1998). Ovaj oblik cirkovirusne infekcije svinja se javlja kod mladih Zivotinja,
svinja u tovu i kod odraslih svinja.

Virus PCV2 kod svinja moze izazvati pojavu reproduktivnih poremecaja
pracenih abortusima i radanjem slabo vitalne prasadi (O Conor i sar., 2001, West
i sar., 1999, Brunborg i sar., 2007), promene u vidu proliferativne i nekrotizuju¢e
pneumonije (Segales i sa.r, 2004), zatim oboljenja respiratornog sistema (Kim i
sar., 2003, Harms i sar., 2001), odnosno enteritis sa dijarejom (Kim i sar., 2002,
West i sar., 1999).

Molekularne metode u dijagnostici infekcije svinja izazvane virusom PCV2 /
Molecular methods in PCV2 diagnostics

Imajuéi u vidu sve prethodno navedeno, kao i to da infekcija svinja izazvana
virusom PCV2 izaziva znagajne ekonomske Stete u proizvodniji svinja, namece se
potreba za uvodenjem savremenih laboratorijskih metoda u dijagnistiku ove
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virusne infekcije. Ovde se pre svega misli na primenu molekularnih metoda
virusoloSke dijagnostike (lan¢ane reakcije polimeraze — PCR, metode real-time
PCR, metoda direktnog sekvenciranja) u cilju brze i pouzdane dijagnostike
prisustva svinjskog cirkovirusa 2 u ispituju¢im uzorcima. Navedene metode su
naroCito znaCajne imajuéi u vidu i bioloSke karakteristike virusa PCV2 koji u
inokulisanim celijskim linijjama ne ispoljava jasan citopatogeni efekat, zbog Cega
se danas, izuzimajuci molekularne metode, njegovo prisustvo u uzorcima otkriva
metodama imunohistohemije. Ogawa i sar. (2009) su koristili metode multiplex
PCR i multiplex RTPCR za detekciju svinjskog cirkovirusa tipa 2, virusa Aujeckijeve
bolesti, svinjskog parvovirusa, virusa PRRS, virusa japanskog encefalitisa,
svinjskog rotavirusa, virusa epidemi¢ne dijareje svinja, virusa transmisibilmnog
gastroenteritisa i getah virusa u uzorcima poreklom od svinja. Na prisustvo
prethodno pomenutih virusa ukupno je ispitano 75 uzoraka i to 33 uzorka organa,
16 uzoraka fecesa i 26 uzoraka pobacenih fetusa. Dobijeni rezultati ispitivanja su
pokazali da je kod 32 uzorka utvrdeno prisustvo svinjskog cirkovirusa tipa 2, kod
devet uzoraka prisustvo svinjskog parvovirusa i kod devet uzoraka virusa PRRS.
Prisustvo nukleinskih kiselina virusa PPV, PRRS i PCV2 je ustanovljeno kod devet
ispitanih uzoraka. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili opravdanost primene
metoda multiplex PCR i multiplex RTPCR u brzoj i pouzdnoj dijagnostici virusnih
infekcija izazvanih pojedinim DNK i RNK virusima svinja. Maldonado i sar., (2005)
su ispitivali uzroke pojave reproduktivnih poremeéaja kod svinja u pojedinim
delovima Spanije. Ispitivani su uzorci poreklom od abortiranih i mrtvorodenih
fetusa u cilju identifikacije virusnih uzro€nika koji su dovodili do ovih poremecaja.
U ispitivanim uzorcima je vrSeno otkrivanje prisustva virusa reproduktivnog i
respiratornog sindroma svinja (PRRS), virusa Aujeckijeve bolesti (ADV), svinjskog
parvovirusa (PPV) i svinjskog cirkovirusa tipa 2 (PCV2). Ukupno je ispitivano 293
uzoraka poreklom od abortiranih fetusa i mrtvorodene prasadi. Primenom metode
RTPCR, virus PRRS je ustanovljen u devet uzoraka, dok je primenom metode
PCR prisustvo virusa PCV2 utvrdeno u jednom uzorku. Dobijeni rezultati ispitivanja
su pokazali da je virus PRRS jedan od najvaznijih infektivnih agenasa koji je
uzrodnik pobadaja i preranog prasenja u Spaniji. Sprovedena ispitivanja su
potvrdila da druge vrste virusa (PPV, PCV2 i virus Aujeckijeve bolesti) imaju maniji
uticaj na razvoj reproduktivnih poremecaja kod svinja. Jiang Y. i sar., (2010) su
primenom metode multiplex PCR vrSili simultanu detekciju virusa PCV2, virusa
svinjske kuge, zatim svinjskog parvovirusa i virusa PRRS. Primenom navedene
metode je ispitano sedamdeset Sest uzoraka poreklom od svinja starosti od 4 do
12 nedelja, kao i 27 abortiranih fetusa sa 11 farmi iz provincije Zhejiang u Kini.
Uzorci za ispitivanja su bili prikupljani u periodu od juna 2006.godine do jula 2007.
godine. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili prisustvo virusa PCV2 u 7 uzoraka,
virusa klasi¢ne svinjske kuge kod 4 uzorka, dok je prisustvo virusa PRRS i virusa
PPV utvrdeno kod 3 uzorka. MeSovita infekcija izazvana virusom PCV2 i virusom
PPV je ustanovljena kod dve svinje, virusom PCV2 i PRRS kod 14 svinja, dok je
mesovita infekcija izazvana virusom PCV2 i virusom klasi¢ne svinjske kuge
utvrdena kod 5 uzoraka. Trideset &etiri uzorka poreklom od svinja bila su negativna
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na prisustvo nukleinskih kiselina prethodno navedenih virusa. Liu i sar., (2013) su
primenom multiplex PCR metode vrsili otkrivanje prisustva nukleinskih kiselina
nekoliko razli¢itih vrsta virusa. Ukupno je ispitano pedeset osam uzoraka pluéa,
tonzila, limfnih vorova i slezina, kao i 24 uzorka abortiranih fetusa. Uzorci su bili
poreklom sa 20 farmi svinja u provinciji Fujian u Kini a prikupljani su u periodu od
maja 2011.godine do juna 2012.godine. Primenom prethodno pomenute metode
kod 12.19% od ukupnog broja ispitanih uzoraka utvrdeno je prisustvo virusa
PRRS i klasi¢ne kuge svinja, kod 21.95% uzoraka virusa PRRS i PCV2, dok je
kod 13.41% uzoraka bilo ustanovljeno prisustvo virusa klasi¢ne kuge svinja i
svinjskog cirkovirusa tipa 2. Prisustvo nukleinske kiseline sva tri virusa je utvrdeno
kod 3.66% uzoraka. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja, metoda multiplex
PCR se pokazala kao brza i pouzdana u brzoj identifikaciji prethodno pomenutih
virusa u uzorcima poreklom od svinja i potvrdeno je da se moZe koristiti u rutinskoj
dijagnostici infekcija svinja izazvanih virusom PCV2, klasi¢ne kuge svinja i virusom
PRRS. Huangi sar., (2013) su primenom multiplex PCR metode ispitali 58 uzoraka
limfnih Evorova, tonzila i plu¢a svinja poreklom od prasadi starosti od 4 do 8
nedelja sa 11 farmi. Prisustvo virusa PCV2 je utvrdeno kod 30 ispitanih uzoraka,
virusa PCV1 kod dva uzorka, dok je prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti
ustanovljeno u jednom uzorku. Kod osam uzoraka utvrdeno je prisustvo nukleinskih
kiselina virusa PCV1 i PCV2, a kod Sest uzoraka virusa PCV2 i virusa Aujeckijeve
bolesti. Kod tri ispitana uzorka je utvrdeno prisustvo nukleinskih kiselina svinjskog
cirkovirusa tipa 2 i svinjskog parvovirusa. Lanlan Zeng i sar., (2013) su primenom
metode duplex realtime PCR vrSili otkrivanje prisustva svinjskog cirkovirusa tipa 2
i parvovirusa svinja u ispitivanim uzorcima. Me3ovita infekcija svinja izazvana
delovanjem prethodno navedenih virusa je ustanovljena u 18 ispitanih uzoraka.
Od ukupno 72 uzorka semena nerastova, 37 je bilo pozitivno na prisustvo virusa
PPV, dok je 35 uzoraka bilo pozitivho na prisustvo virusa PCV2. McKillen J. i sar.,
(2007) su ispitali cetrnaest uzoraka tkiva i organa svinja poreklom iz Severene
Irske na prisustvo virusa Aujeckijeve bolesti, virusa afriCke svinjske kuge, svinjskog
cirkovirusa 2 i svinjskog parvovirusa. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja je
potvrdeno da je metoda realtime PCR posebno pogodna za primenu u cilju brzog
i preciznog otkrivanja prisustva nukleinskih kiselina prethodno navedenih virusa u
uzorcima krvi, seruma, a posebno pojedinih tkiva. U poredenju sa konvencionalnim
PCR, ova metoda se pokazala kao osetljivija i specifi¢nija. Wilhelm S. i sar. (2006)
su koristili metodu realtime PCR metodu za detekciju prisustva nukleinske kiseline
svinjskog parvovirusa, virusa PCV2, virusa Aujeckijeve bolesti i virusa PRRS u
ispitivanim uzorcima. Ispitani su supernatanti celija prethodno inokulisanih
ispitivanim uzorcima, zatim deset razli¢itih organa prevremeno rodene prasadi i
mumificiranih fetusa i to uzorci sréanog miSi¢a, bubrega, pluéa, slezine,
duodenuma, jejunuma, timusa i limfnih évorova. Primenom navedene metode je
utvrdeno prisustvo nukleinske kisleine svinjskog parvovirusa u svim uzorcima u
kojima je prethodno primenom konvencionale PCR metode ustanovljeno prisustvo
pomenutog virusa. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili opravdanost primene
metode realtime PCR u brzoj i pouzdanoj rutinskoj dijagnostici parvovirusne

252



Vet. glasnik 70 (5-6) 249-258 (2016) NiSavic J. i sar.: Primena molekularnih metoda u
dijagnostici infekcije svinja izazvane svinjskim cirkovirusom 2

infekcije kod svinja, ali i infekcija izazvanih drugim virusa kod svinja. Ramos i sar.,
(2013) su izvrsili molekularnu karakterizaciju sojeva svinjskog cirkovirusa tipa 2
poreklom od svinja sa teritorije Urugvaja. Analizirana je nukleotidna sekvenca cap
gena virusa i ustanovljeno je da postoji visok stepen sli¢nosti izmedu nukleotidnih
sekvenci sojeva virusa PCV2 identifikovanih u Urugvaju, odnosno visok stepen
sli¢nosti izmedu urugvajskih sojeva virusa i brazilskih sojeva virusa PCV2. Ispitane
nukleotidne sekvence urugvajskih sojeva virusa PCV2 su imale visok stepen
sli¢nosti sa sekvencama argentinskih sojeva virusa koja je iznosila od 99,1 do
99,5%. Argentinski sojevi virusa PCV2 su istovremeno pokazivali visok stepen
sli¢nosti sa sojevima svinjskog cirkovirusa tipa 2 poreklom iz Francuske, Kube,
Kanade i SAD. Filogenetska analiza urugvajskih sojeva virusa je pokazala da
pripadaju genotipu 2a virusa PCV2. Molekularna karakterizacija sojeva svinjskog
cirkovirusa tipa 2 identifikovanih kod svinja na teritoriji Juzne Koreje je izvrSena od
strane Chanhee Chae i sar., (2012). Od ukupno 21 soja virusa, sedamnaest
sojeva je pripadalo genotipu PCV2b virusa. Ostali sojevi virusa identifikovani na
teritoriji Juzne Koreje su pripadali genotipovima PCV2a i PCV2c. Molekularna
karakterizacija sojeva virusa PCV2 koji su pripadali genotipu PCV2b je pokazala
da postoji visok stepen sli¢nosti izmedu genoma navedenih sojeva virusa koji se
kretao od 94.6% do 99.6%. Wei i sar., (2013) su ispitivali prevalenciju razliitih
genotipova svinjskog cirkovirusa tipa 2 na podrudju juzne Kine u periodu od 2011.
godine do 2012.godine. Tokom ispitivanja je izvrSena molekularna karakterizacija
i filogenetska analiza ukupno 66 sojeva navedenog virusa. Dobijeni rezultati
ispitivanja su pokazali da su identifikovani sojevi virusa PCV2 pripadali genotipu
PCV2a i genotipu PCV2b virusa. Na osnovu dobijenih rezultata mozZe se zakljuditi
da je genotip PCV2b virusa dominantan na podrucju juzne Kine. Pored ovoga
molekularna karakterizacija identifikovanih sojeva virusa je potvrdila da je postoji
znacajan stepen sli¢nosti izmedu nukleotidnih sekvenci ORF2 regiona genoma
virusa izmedu sojeva virusa PCV2 koji se kretao od 89.3% do 100%. Vlaskova i
sar., (2011) su izvrsili molekularnu karakterizaciju sojeva svinjskog cirkovirusa
tipa 2 identifikovanih kod svinja na teritoriji Slovacke. Dobijeni rezultati ispitivanja
su potvrdili da identifikovani sojevi svinjskog cirkovirusa tipa 2 kod svinja na
teritoriji Slovacke pripadaju genotipovima PCV2a i PCV2b navedenog virusa. Na
osnovu dobijenih rezultata zaklju¢eno je da su izolati virusa identifikovani na
teritoriji Slovacke veoma sli¢ni sa izolatima virusa PCV2 identifikovanih u drugim
delovima Centralne i Zapadne Evrope. Larochelle i sar.,, (2002) su izvrsili
molekularnu karakterizaciju i filogenetsku analizu 34 soja svinjskog cirkovirusa
tipa 2 identifikovanih u uzorcima svinja poreklom iz isto¢nih delova Kanade u
periodu od 1990.godine do 2001.godine. Nukleotidne sekvence navedenih sojeva
virusa su uporedivane sa analognim sekvencama 36 sojeva virusa PCV2
objavljenih u genskoj bazi podataka. Tokom ispitivanja je utvrdeno da se stepen
sli¢nosti izmedu nukleotidnih sekvenci 34 soja virusa PCV2 identifikovanih kod
svinja u Isto¢noj Kanadi medusobno kretao od 96% do 100%. Istovremeno,
navedeni sojevi virusa su bili sli¢ni sa sojevima virusa identifikovanih na podrucju
Zapadne Kanade, SAD, Evrope i Azije. Dobijeni rezultati ispitvanja su potvrdili da
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je ORF 1 region genoma virusa visoko konzerviran kod svih ispitanih sojeva virusa
PCV2, odnosno da se stepen sli¢nosti izmedu navedenog regiona kod
identifikovanih sojeva virusa kretao od 97% do 100%. Analizirajuéi stepen slicnosti
nukleotidnih sekvenci ORF2 regiona genoma identifikovanih sojeva virusa PCV2
ustanovljeno je da se isti kod svih ispitanih sojeva navedenog virusa kretao od
91% do 100%. Tokom opseznih ispitivanja sprovedenih od strane Lukac i sar.,
(2016) ispitano je Cetrdeset uzoraka organa poreklom od nevakcinisanih svinja sa
teritorije Republike Srpske. Prisustvo virusa PCV2 je utvrdeno kod Sest uzoraka.
Metodom sekvenciranja po Sanger-u i filogenetskom analizom je ustanovljeno da
virusi PCV2 identifikovani kod svinja u Republici Srpskoj pripadaju genotipu
PCV2c i da imaju visok stepen sli¢nosti sa italijanskim, nemackim i kineskim
sojevima navedenog virusa.

Zakljucak / Conclusion

Dobijeni rezultati ispitivanja vise autora su potvrdili opravdanost primene
molekularnin metoda (PCR, real-time PCR, metoda sekvenciranja) u brzoj i
pouzdanoj dijagnostici infekcije svinja izazvane svinjskim cirkovirusom 2. Pored
identifikacije sojeva virusa PCV2 prisutnih u ispituju¢im uzorcima, primenom
navedenih metoda omogucena je i molekularna karakterizacija sojeva navedenog
virusa, odnosno odredivanje njihove pripadnosti odredenom genotipu virusa
PCV2.
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ENGLISH '

THE APPLICATION OF MOLECULAR METHODS IN THE DIAGNOSTICS OF
INFECTION OF SWINE CAUSED BY PORCINE CIRCOVIRUS 2

Nisavi¢ Jakov, Zori¢ Andrea, Mili¢ Nenad

Porcine circovirus 2 (PCV2) belongs to the family Circoviridae, genus Circovirus. In-
fection of swine caused by this virus is manifested in several different clinical forms, lead-
ing to significant economic losses in swine production worldwide. For this reason, prompt
and precise diagnostics of this swine infection is of great importance. For this purpose to-
day there are used molecular methods of virological diagnostics such as polymerase chain
reaction (PCR), and real-time method PCR, that is direct sequencing method by Sanger.

Key words: PCV2, molecular methods
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PYCCKWUMA '

MUCIMOJIb3OBAHNE MONEKYNAPHbIX METOAOB B AUWATHOCTUKE
WHO®EKLUUUN CBUHEW, BbIBBAHHOU CBUHbIM LUUPKOBUPYCOM 2 TUMNA

Huwasuny Axkos, 3opny Angpea, Munuy Henap

CeuHon umpkoBupyc 2 Ttuna (PCV2) otHocutcs k cemenctsy Circoviridae u
poay Circovirus. UH(ekunoHHoe 3aboneBaHne CBUHEW, Bbi3blBAEMOE 3TUM BUPYCOM,
NPOSIBNSAETCA B PasfUYHbIX KIMHUYECKMX dopmMax, MOCNeACTBUEM Yero ABMAETCs
CyLLECTBEHHbIN IKOHOMUYECKUIA yLLep6, HAHOCUMBI CBMHOBOACTBY BO BCeM Mupe. 1o aTow
npuymHe BbICTpas 1 ToOYHas AMarHOCTUKa 3TOW MHMPEKLMN CBUHEN UMEET UCKITIUYNTENBHO
BaXXHOe 3HayeHue. [na 3TON uenu CerofHs WCMomnb3ylTcs MOMeKynspHble MeToAbl
BMPYCOMOrMYECKON ONArHoCTMKK, Takne Kak nonmmepasHas uenHasa peakuus (MUP/PCR),
3atem metog MNUP B pexrme peansHOro BpeMeHn, U MeTo NPsSIMOro CEKBEHUPOBaHWS MO
CaHrepy.

KnioueBble cnosa: PCV2, monekynspHble MeToabl
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