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PRIMENA MOLEKULARNIH METODA U DIJAGNOSTICI
INFEKCLJA IZAZVANIH ADENOVIRUSIMA PASA

Andrea Radalj, Nenad Mili¢, Dejan Krnjai¢, Isidora ProSic¢,
Milica lli¢, Aleksandar Niksi¢, Jakov Nisavic*

Lancana reakcija polimeraze (PCR) je u danasnje vreme jedna
od najcesce koris¢enih metoda u klinickoj mikrobiologiji pri éemu na-
rocito olakSava dijagnostiku virusnih infekcija. Adenovirusi pasa 1i 2
(CaDV1 i 2) su srodni dvolanc¢ani DNK virusi bez spoljasnjeg omota-
Ca i predstavnici familije Adenoviridae koji ispoljavaju razlicit tropizam.
CaDV1 se umnozava u celijama endotela krvnih sudova kao i paren-
hima jetre i bubrega, dok se CaDV2 vezuje za receptore Celija respi-
ratornog i crevnog epitela. Infektivni hepatitis pasa karakteriSu klinicki
simptomi akutnog hepatitisa i posledica je infekcije adenovirusom pa-
sa tip 1. Adenovirus pasa tip 2 izaziva respiratorno oboljenje i jedan
je od patogena u sklopu kompleksa infektivnih respiratornih oboljenja
pasa, odnosno infektivnog traheobronhitisa. Osim pasa, na infekciju
adenovirusima prijemcivi su i divilji mesojedi koji su ujedno i rezervo-
ari CaDV'1 u prirodi. Pojava infektivnhog hepatitisa u populaciji pasa je
u danasnje vreme retka zahvaljujuci sprovodenju postupka vakcinaci-
je. Medutim, ovo oboljenje je i dalje prisutno kod nevakcinisanih pa-
sa, odnosno u sluéajevima njihovog kontakta sa diviljim mesojedima.
PCR se rutinski koristi u dijagnostici adenovirusnih infekcija pasa. Na-
vedena metoda obezbeduje brzo dobijanje pouzdanih rezultata ispiti-
vanja Sto ¢esto nije moguce primenom klasi¢nih virusoloskih metoda,
a narocito u slucajevima ispitivanja autoliziranih uzoraka tkiva divijih
mesojeda. Metoda PCR, uz upotrebu parova prajmera specificnih za
visokokonzervirane fragmente E3 regiona genoma adenovirusa ¢ijom
se primenom obezbeduje detekcija i diferencijacija CaDV1 i CaDV2,
Ce se vrsiti ispitivanjem ekstrakata DNK razlicCitih tkiva lisica i Sakala.
PCR ce se vrsiti po uspostavljenom protokolu uz izvodenje horizon-
talne gel elektroforeze radi vizualizacije i analize dobijenih PCR pro-
dukata.

Kljuéne reci: adenovirusi, lisice, PCR, psi, Sakali
* Andrea Radalj, Nenad Mili¢, Dejan Krnjai¢, Isidora Prosi¢, Milica lli¢, Aleksandar Niksi¢, Jakov

Nisavi¢, Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine, Katedra za mikrobiologiju,
Beograd, R. Srbija
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Virusi iz familije Adenoviridae poseduju dvolananu DNK u okviru ikosae-
driénog kapsida bez spoljasnjeg omotaca. U okviru roda Mastadenovirus svrstani
su genetski i antigenski srodni adenovirusi pasa tip 1 (CaDV1) i 2 (CaDV2) koji u
organizmu prijem¢&ivog domacina ispoljavaju razli€it tropizam. CaDV1 se umno-
Zava u celijama vaskularnog endotela kao i parenhima jetre i bubrega, dok se
CaDV2 vezuje za receptore ¢elija respiratornog i crevnog epitela. Pored pasa, na
infekciju adenovirusima osetljive su i divlje Zivotinje poput Sakala, vukova, lisica,
medveda, vidri i mnogih drugih koje su ujedno i rezervoari CaDV1 u prirodi. Po-
sledica infekcije prijemcivih jedinki adenovirusom pasa tip 1 je razvoj oboljenja
poznatog kao infektivni hepatitis pasa (lat. hepatitis contagiosa canis; HCC). Neki
od prepoznatljivih simptoma HCC su povracanje, dijareja, tremor, hiperventilaci-
ja, pojava hemoragija na vidljivim mukozama, ikterus i izrazito bolna distenzija
abdomena. Osim navedenog, nekoliko nedelja po oporavku dolazi do pojave kor-
nealnog edema kao posledice deponovanja imunskih kompleksa $to se u litera-
turi oznaCava kao ,bolest plavog oka”. Oboljenje izazvano CaDV1 je kod divljih
Zivotinja prvi put opisano pocetkom XX veka pod nazivom “epizootski encefalitis
lisica” kada su kod obolelih jedinki zabeleZzene patoloske promene nastale usled
replikacije virusa u vaskularnom endotelu i hepatocitima u vidu vaskulitisa, dise-
minovanih intravaskularnih koagulacija, nekroti€énog hepatitisa, glomerulonefritisa
i encefalitisa. S druge strane, CaDV2 je uzroCnik resp-iratornog oboljenja i jedan
je istaknutih patogena u sklopu kompleksa infektivnih respiratornih oboljenja pa-
sa, tj. infektivnog traheobronhitisa. Ukoliko proti¢e bez komplikacija, respirator-
na infekcija izazvana CaDV2 se karakteriSe pojavom suvog i prodornog kaslja
i uglavnom je limitirana na proksimalne partije respiratornog trakta. Transmisi-
ja CaDV1 u prijem¢ivoj populaciji se odvija direktnim kontaktom, ali i indirektno
preko pljuvacke, fecesa, urina ili respiratornog sekreta zarazenih zivotinja. Pored
toga, znacajan faktor za transmisiju predstavlja Cinjenica da se CaDV1 putem
urina izlu€uje i do 9 meseci od trenutka infekcije. Pored toga, CaDV1 je u povolj-
nim uslovima spoljadnje sredine veoma stabilan ak i tokom nekoliko meseci $to
dodatno olakSava indirektnu transmisiju ovog virusa, a $to je narocito zna¢ajno u
pogledu prenoSenja ovog virusa izmedu populacija pasa i divljih mesojeda. Poja-
va infektivhog hepatitisa u populaciji pasa je u danasnje vreme retka zahvaljujuci
sveobuhvatnim merama vakcinacije, medutim ovo oboljenje se i dalje javlja kod
jedinki nepoznatog vakcinalnog statusa, odnosno ukoliko se primenjuje neispra-
van protokol vakcinacije Stenadi koji rezultuje interferencijom sa maternalnim an-
titelima. Pored toga, poseban rizik predstavlja i kontakt sa divljim mesojedima.
Pojava novih varijanti virusa koje se antigenski razlikuju od vakcinalnih sojeva do
danas nije prijavljena s obzirom da se radi o genetski relativno stabilnim virusima.
Ranije se imunizacija Zivotinja sprovodila inaktivisanim vakcinama protiv CaDV1,
medutim, njihova upotreba je zahtevala Cestu revakcinaciju dok su modifikovane
Zive vakcine dovodile do nezZeljenih efekata kod vakcinisanih pasa. 1z navedenih
razloga, iskoriS¢ene su genetske, odnosno antigenske sli¢nosti CaDV1 i 2, tako
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da se danas koriste vakcine koje sadrze atenuirani soj CaDV2 i pruzaju unakrsni
imunitet protiv oba virusa.

Lancana reakcija polimeraze (PCR) se rutinski upotrebljava u dijagnostici
oboljenja pasa izazvanih adenovirusima i obezbeduje pravovremeno dobijanje
pouzdanih rezultata ¢ak i u slu€¢ajevima analize autoliziranih uzoraka tkiva kao $to
je slucaj kada se ispituje materijal poreklom od divljaci. Lan¢ana reakcija polime-
raze (PCR) je u danasnje vreme jedna od najceSce koriséenih metoda u klini¢koj
mikrobiologiji pri €emu narocito olakSava dijagnostiku infekcija iyayvanih virusima.
Primenom PCR metode omogucuje se umnozavanje specificnog segmenta DNK
mikroorganizama i viSe miliona puta za samo nekoliko ¢asova i moze se da koristi
za preciznu identifikaciju mikroorganizma direktno u klini¢kim uzorcima ili nakon
kultivisanja mikroorganizama u laboratoriji (in vitro). Za izvodenje PCR dovoljna
je mala koli€ina ispituju¢eg materijala, a PCR protokoli u dijagnosti¢kim laborato-
rijama mogu jednostavno da se prilagode za detekciju veéine patogena znacajnih
za veterinarsku medicinu.

LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE (PCR)

Lan¢ana reakcija polimeraze je metoda kojom se eksponecijalno umo-
Zava odredeni, Zeljeni, region DNK zahvaljujuéi primeni enzima DNK polimeraze,
odnosno dva specifi€na oligonukleotida (prajmera) koji se vezuju za krajeve dela
DNK molekula koji se amplifikuje. Prajmeri su dizajnirani da hibridizuju sa para-
lelnim i antiparalelnim lancem ciljnog molekula DNK i moraju biti komplementarni
svojim ciljnim sekvencama. Prajmer koji se vezuje najblize pofetnom kodonu fra-
gmenta koji se umnozava naziva se forward (F) prajmer dok reverse (R) prajmer
hibridizuje najblize stop kodonu. Posle hibridizacije prajmera sa ciljnom sekven-
com na molekulu DNK, na 3’ krajevima prajmera termostabilna DNK polimeraza
zapocinje sintezu novog DNK lanca komplementarnog lancu za koji je prajmer
vezan. Ponavljajuci ciklusi vezivanja prajmera i disocijacije molekula DNK tokom
PCR omogucuju umnoZavanje iz 3’ i 5’ pravca oba lanca. Lan€ana reakcija poli-
meraze se zashiva na cikli¢nim temperaturnim promenama kojima prethodi korak
denaturacije DNK koji se odvija na visokoj temperaturi (>90°C), a Citava reakcija
se zavrSava na temperaturi od 4°C koja omogucuje ekstenziju DNK dobijenog
PCR produkta. Visina temperatura u ciklusima zavisi od velikog broja parametara
kao Sto su temperatura topljenja prajmera (Tm), vrsta koriS¢enih enzima, vrsta
uzorka itd.

Raznovrsnost metoda detekcije nukleinskih kiselina virusa se tokom pret-
hodnih godina znacajno povecala tako da molekularne metode u dana&nje vreme
Cesto predstavljaju metodu izbora u virusoloSkoj dijagnostici. Molekularne dija-
gnosti¢ke metode su brZe od konvencionalnih metoda kultivisanja mikroorganiza-
ma in vitro. Na primer, izolacija virusa u ¢elijskim kulturama predstavlja dugotrajan
proces koji moze trajati vise nedelja. Pored toga, nakon uspesne izolacije neop-
hodno je i dodatno vreme za njihovu identifikaciju. Lan€ana reakcija polimeraze
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je posebno znacajna prilikom detekcije virusa koje je teSko kultivisati in vitro ili u
cilju identifikacije latentno prisutnih ili inaktivisanih uzro€nika, odnosno ne zavisi
od prisustva vijabilnih viriona u uzorku. Lan€ana reakcija polimeraze se Koristi
u cilju umnozavanja Zeljene sekvence gena virusa u odredenom materijalu. U
konvencionalnim dijagnostiCkim procedurama se najCesc¢e vrsi detekcija visoko
konzerviranih gena virusa koji su uvek prisutni bez obzira na eventualne genetske
mutacije karakteristiCne za pojedine vrste virusa.

Priprema uzoraka za izvodenje PCR

Pripremanje uzoraka i reagenasa se izvodi u laminarnoj komori uz koris¢e-
nje filter nastavaka za mikropipete, mikrotuba sa posebnim obelezjem ,PCR cle-
an” i posebnih nitrilnih rukavica bez talka. Naime, tokom pripreme uzoraka za
izvodenje PCR ne sme dodi do njihove kontaminacije stranom DNK ili nuklea-
zama jer bi se na taj nacin ugrozila osetljivost same metode. Kontrolni, odnosno
sigurno negativni uzorak koji ne sadrzi cilinu DNK se obavezno uklju€uje u reak-
ciju kao potvrda izostanka kontaminacije u procesu pripreme uzoraka. Osim toga,
neophodno je koristiti i adekvatnu pozitivhu kontrolu, odnosno ekstrakt DNK koji
sigurno sadrzi ciljani fragment koji se amplifikuje.

Reagensi za izvodenje PCR:

1. Prajmeri

Pozicija prajmera duz jednolan€ane DNK odreduje duzinu, odnosno broj ba-
znih parova (bp) dobijenog produkta PCR. Prajmeri se dizajniraju i poruuju u
paru, odnosno kao F i R prajmeri i dobijaju se sa prate¢éom dokumentacijom koja
sadrzi osnovne podatke o njihovom rastvaranju i temperaturi topljenja.

2. PCR mastermiks

Mastermiks predstavlja meSavinu komponenti neophodnih za uspesno izvo-
denje PCR u adekvatnim koncentracijama i umnogome pojednostavljuje pripremu
PCR smese. Ukoliko se prilikom izvodenja PCR koristi mastermiks, za pripremu
smeSe neophodni su jo§ samo uzorak DNK, prajmeri i voda za PCR. U sastav
navednog reagensa ulaze dezoksinukleotid trifosfati (ANTP), DNK polimeraza,
pufer, soli i magnezijum hlorid. Dezoksinukleotid trifosfati su gradivne jedinice mo-
lekula nukleinskih kiselina i sinteza novih molekula DNK bi bez njih bila nemogu-
¢a. Termostabilna DNK zavisna DNK polimeraza predstavlja enzim neophodan
u okviru lan¢ane reakcije polimeraze esencijalan za umnozavanje Zeljene DNK.
Pored toga, aktivnost Taq polimeraze zavisi i od prisustva Taq pufera, MgCl, i KCI
u adekvatnim koncentracijama.

3. Voda za PCR (Nuclease-free water)

Kontaminacija reagenasa koji se koriste u PCR enzimima nukleazama moze
dovesti do neuspeha Citave metode i iz tog razloga se koristi posebna voda (eng.
Nuclease-free water) koja se dodaje u PCR smeSu i kojom se rastvaraju prajmeri.
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4. Uzorak

Uzorci za izvodenje lan¢ane reakcije polimeraze se posebno pripremaju, od-
nosno vrsi se ekstrakcija nukleinskih kiselina iz ispituju¢eg materijala pomocu tzv.
kitova za ekstrakciju koji sadrze niz reagenasa koji razgraduju npr. tkiva, bakterije,
celijske linije ili Cestice virusa u tecnosti tako da se na kraju procesa ekstrakcije
dobije precis¢ena nukleinska kiselina neophodna za izvodenje PCR.

Priprema PCR smeSe

Smesa reagenasa za PCR se priprema u koli€ini koja zavisi od broja i vrste
uzoraka, a PCR smeSa za jednu mikrotubu moZe imati ukupnu zapreminu od npr.
25, 30 ili 50 pl. Uzorak DNK se u PCR smeSu zapremine 25 yl uglavnom dodaje u
koli€ini od 1-5 yl pri Eemu ostalih 20-24 pl Cine ostali reagensi. Pripremljeni uzorci
se zatim postavljaju u udubljenja za mikrotube u PCR aparatu koji se za svako is-
pitivanje posebno programira u smislu broja ciklusa, visine temperatura, vremenu
trajanja faza, itd.).

Ocitavanje rezultata PCR

Vizualizacija dobijenih PCR produkata vrsi se nakon izvrSene elektrofore-
ze u agaroznom gelu obojenom etidijum bromidom ili nekom drugom adekvatnom
bojom. U aparat za elektoforezu se postavlja prethodno pripremljeni gel sa udu-
bljenjima za uzorke, i preliva se odgovarajuéim puferom. Posle nanoS$enja uzora-
ka u bazenci¢e u gelu smestenom izmedu katode i anode, pusta se struja koja
posredstvom pufera prolazi kroz gel. S obzirom da DNK fragmenti koji predstav-
ljaju PCR produkte imaju linearnu formu i svi su negativno naelektrisani, jedino po
¢emu se razlikuju tokom elektroforeze jeste njihova veli¢ina, odnosno broj baznih
parova (bp). U cilju odredivanja veli€ine ovih molekula u jedan od bazenci¢a se
unosi standard, DNK marker (eng. ladder) sastavjen iz fragmenata poznate veli-
¢ine, a pored toga, jo$ dva bazenci¢a sluze za pozitivhu kontrolu koja sadrzi fra-
gment iste veli€ine kao trazeni, odnosno umnozeni fragment i negativnhu kontrolu
u kojoj se ne nalazi trazena DNK. Posle zavrSene elektroforeze, gel se analizira u
transiluminatoru sa UV svetlom pomocu kojeg se razdvojeni DNK fragmenti jasno
vide kao svetlo obojene trake u gelu. Etidijum bromid iz gela prodire u molekul
DNK dovodeci do njegovog uvrtanja ¢ineci ga vidljivim pod direktnim UV svetlom.
Pozitivan rezultat se o€itava u vidu jasnih fluorescirajuc¢ih traka odgovarajuce ve-
licine u poredenju sa DNK markerom, odnosno u nivou sa pozitivnom kontrolom.

DIJAGNOSTIKA CaDV1 i CaDV2

Laboratorijska dijagostika adenovirusnih infekcija pasa se moze izvoditi
primenom izolacije virusa u kulturi ¢elija, imunohistohemije, molekularnim (PCR)
ili serolo8kim metodama (ELISA, virus neutralizacioni test, inhibicija hemagluti-
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nacije). Izolacija CaDV se izvodi primenom celijskih linija poreklom od pasa kao
npr. MDCK (eng. Madin—Darby canine kidney). Do pojave citopatogenog efekta
(CPE) koji se karakteriSe zaokrugljivanjem i grupisanjem celija koje se odvajaju
od podloge u najvecem broju slu€ajeva dolazi posle 24 do 48 Casova. Nakon
toga, identifikacija izolata moze da se vrSi primenom imunohistohemije ili imu-
nofluorescencije. Pogodni uzorci za ispitivanje primenom metoda izolacije virusa
ili PCR poreklom od zivih zivotinja su brisevi konjunktiva, feces i urin, dok se od
uginulih uglavnom uzorkuju bubrezi, plu¢a i limfni ¢vorovi. S obzirom na prisustvo
enzima u jetri koji inhibiraju replikaciju virusa u celijskoj kulturi, navedeno tkivo se
koristi za ispitivanje primenom molekularnih metoda, a predstavlja i najznacajniji
uzorak ukoliko se primenjuje imunohistohemija. Osim toga, s obzirom na antigen-
sku slicnost CaDV1 i CaDV2, ispitivanje uzoraka krvnog seruma pasa nema veliki
dijagnosti¢ki znacaj imajuci u vidu kako ucestanost infekcije izazvane CaDV2 u
populaciji pasa tako i €injenicu da je vecina Zivotinja vakcinisana.

Predvidena sredstva za rad i predmet rada:
Primena PCR u dijagnostici CaDV1i 2

Prilikom izbora adekvatne dijagnosti¢ke metode kojim se obezbeduje identi-
fikacija psecih adenovirusa veoma je vazno imati u vidu da se primenom izolacije
virusa u kulturi ¢elija, odnosno imunofluorescencije ne moze izvrsiti diferencijaci-
ja izmedu CaDV1 i CaDV2. S obzirom da se CaDV2 moze detektovati u tkivima
i fecesu vakcinisanih ili inficiranih jedniki, kao i da se CaDV1 neretko izoluje iz
sekreta respiratornog trakta, traheje i plu¢a, neophodna je laboratorijska metoda
kojom se obezbeduje diferencijacija izmedu ova dva virusa. U navedenu svrhu
se u danasnje vreme naj¢esce upotrebljava PCR metoda koja uz upotrebu samo
jednog para prajmera obezbeduje detekciju i diferencijaciju CaDV1 i CaDV2.

U okviru radionice, vrSice se detekcija i diferencijacija CaDV1 i CaDV2 ispi-
tivanjem ekstrakata DNK pripremljenih iz uzoraka limfnih ¢vorova i slezine divljih
mesojeda (lisica i Sakala). UCesnici radionice ¢e pripremati PCR smeSe zapremi-
ne 25 pl sastavljene iz:

— 12,5 pyl PCR mastermiksa (Thermo Scientific, SAD)

— 1 yl F prajmera (Metabion International, Nemacka)

— 1 I R prajmera (Metabion International, Nemacka)

— 6,5 pl vode za PCR (Thermo Scientific, SAD)

— 4 pl ispitujuceg ekstrakta DNK

Navedeni prajmeri su specifi€ni za visokokonzervirane fragmente E3 regio-
na genoma adenovirusa i njihovom primenom obezbeduje se detekcija i diferenci-
jacija CaDV1 i CaDV2 u ispitivanim uzorcima. Prajmeri F (5 CGC GCT GAA CAT
TACTACCTTGTC3)iR (5 CCTAGAGCACTT CGT GTC CGC TT 3’) se speci-
fi€no vezuju izmedu nukleotida na pozicijama 770-1274 u genomu CaDV1, odno-
sno 1387-2413 kod CaDV2. Iz tog razloga su uzorci pozitivni na prisustvo CaDV1
veli¢ine 508 bp, a na CaDV2 1030 bp. Lan¢ana reakcija polimeraze za detekciju,
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odnsono diferencijaciju CaDV1 i CaDV2 ¢&e se vrsiti po protokolu uspostavljenom
na Katedri za mikrobiologiju: 94°C (3 min.), 35 ciklusa denaturacije na 94°C (30
sek.), hibridizacije prajmera na 61°C (1 min.) i elongacije na 72°C (1 min.) sa final-
nom elongacijom PCR produkata na 72°C tokom 5 minuta. Kao pozitivne kontrole
za izvodenje PCR ¢e biti kori§¢eni su DNK ekstrakti interne laboratorijske kontrole
CaDV1 Katedre za mikrobiologiju i vakcine Nobivac DHP (Intervet International
B.V., Holandija) koji sadrzi zivi atenuirani soj Manhattan LPV3 CaDV2.

Ucesnici radionice izvodi¢e horizontalnu gel elektroforezu radi vizualizacije i
analize dobijenih PCR produkata. Agarozni gel (1,5%) ¢e pripremati rastvaranjem
0,759 agaroze u prahu (EURYX, Poljska) u 50 ml 1x TAE pufera (Thermo Scientific,
SAD) uz zagrevanje u mikrotalasnoj pe¢nici do klju¢anja. U gel ¢e zatim dodati 1
Il etidijum bromida (SERVA, Nemacka), a zatim ¢e gel da izliju u kadicu za elek-
troforezu sa postavljenim grani¢nicima. Posle hladenja gela, u€esnici ¢e u ade-
kvatne bazencice u gelu dodavati DNK marker (Perfect 100-1000 bp DNA Ladder,
EURX, Poljska) i pripremljene PCR produkte za analizu prethodno pomeSane sa
bojom (DNA Gel Loading Dye, Thermo Scientific, SAD). Posle zavrSene elektro-
foreze, ucesnici ¢e analizirati gel i oCitavati rezultate reakcije.

Broj uéesnika radionice

Radionica je predvidena za maksimalno 40 u¢esnika.

ZAVRSNI TEST

Ucesnici radionice po zavrSenom prakticnom delu polazu test od ukupno 10
pitanja u vezi sa navedenom tematikom.
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THE APPLICATION OF MOLECULAR METHODS IN THE DIAGNOSTICS
OF INFECTIONS CAUSED BY CANINE ADENOVIRUSES

Andrea Radalj, Nenad Mili¢, Dejan Krnjai¢, Isidora Prosi¢,
Milica lli¢, Aleksandar Niksi¢, Jakov Nisavié¢

Nowadays, the polymerase chain reaction (PCR) is one of the most frequently used
methods in clinical microbiology since it greatly facilitates the diagnosis of viral infections.
Canine adenoviruses 1 and 2 (CaDV1 and 2) are non-enveloped double-stranded DNA
viruses and belong to the Adenoviridae family, which have a different tropism. CaDV1
replicates in vascular endothelial cells and the liver and kidney parenchyma, while CaDV2
binds to receptors of respiratory and intestinal epithelial cells. Canine infectious hepatitis
caused by CaDV1 is characterized by symptoms of acute hepatitis, while CaDV2 is one
of the most important pathogens of kennel cough. In addition to dogs, wild carnivores
are susceptible to infection with adenoviruses and are reservoirs for CaDV1 in the wild.
Due to widespread vaccination, infectious hepatitis is now uncommon in dog populations.
However, it can still occur in unvaccinated dogs, such as those who come into contact
with wildlife. PCR is routinely used to diagnose adenovirus infections in dogs and ensures
the timely obtaining of reliable results, which is often not achievable with conventional
techniques, particularly when analyzing autolyzed tissue samples from wild carnivores.
An analysis of DNA extracts from various fox and jackal tissues will be carried out by a
PCR approach specific for highly conserved segments of the E3 region of the adenovirus
genome. This procedure ensures the detection and discrimination of CaDV1 and CaDV2.
The PCR procedure will follow the established protocol, and the resulting PCR products will
be analyzed using horizontal gel electrophoresis.

Keywords: adenoviruses, dogs, foxes, jackals, PCR
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