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Kratak sadrzaj

Laboratorijska dijagnostika virusnih infekcija kod svinja se zasniva na primeni vise
klasi¢nih i molekularnih metoda virusoloske dijagnostike. Najznacajnije medu njima su
izolacija virusa u c¢elijskim linijjama i virus neutralizacija, odnosno molekularne metode
zasnovane na otkrivanju prisustva nukleinske kiseline virusa u ispitivanim uzorcima kao na
primer lancana reakcija polimeraze (PCR). U naSim ispitivanjima primenom nekih klasi¢nih i
molekularnih metoda vrSena je detekcija prisustva cirkovirusa 2 svinja, cirkovirusa 3 svinja,
odnosno nekoliko vrsta parvovirusa svinja u uzorcima unutrasnjih organa zivotinja divljih
svinja. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili opravdanost koris¢enja kako klasi¢nih, tako i
molekularnih metoda u otkrivanju prisustva virusa u ispitivanim uzorcima.

Kljucne reci: svinje, PCV2, parvovirusi svinja, PCR

Uvod

Intenzivna proizvodnja svinja kod nas i u svetu, pored neposredne finansijske dobiti,
nosi sa sobom i rizik od pojave razli¢itih vrsta oboljenja. Pored ovoga, bakterijske i virusne
infekcije svinja u proizvodnji prouzrokuju znacajne direktne i indirektne ekonomske Stete. One
se pre svega ispoljavaju u pojavi uginuca kod svinja u uzgoju, ali i u smanjenom prirastu
telesne tezine, smanjenoj konverziji hrane, odnosno pojavi pobacaja i pove¢anoj smrtnosti
novorodene prasadi (Nisavi¢ i sar., 2016). Imajuéi sve prethodno navedeno u vidu, stalno
unapredivanje i poboljSanje laboratorijske dijagnostike virusnih infekcija svinja kroz
usavrSavanje postoje¢ih laboratorijskih metoda ili uvodenjem novih i savremenih je od
izuzetnog znacaja (NiSavic i sar., 2013).

U cilju laboratorijske dijagnostike virusnih infekcija kod svinja, danas se koriste
klasi¢ne metode dijagnostike kao $to su izolacija virusa u kulturi ¢elija, test virus-neutralizacije
ili ELISA, odnosno molekularne metode zasnovane na lancanoj reakciji polimeraze (PCR).
Pravovremena laboratorijska dijagnostika virusnih infekcija omoguéava efikasno suzbijanje
zaraznih bolesti kod svinja kao $to su na primer, klasi¢na kuga svinja ili africka kuga svinja.
Pored ovoga, niSta manje nije znacajno pravovremeno otkrivanje virusnih uzroc¢nika kod
jedinki koje ne ispoljavaju klinicke simptome bolesti, a mogu da izlucuju virus u spoljasnju
sredinu i tako budu izvor infekcije za druge prijemcive zivotinje (Nisavic i sar., 2016).
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Rezultati laboratorijske dijagnostike virusnih infekcija su najpouzdaniji ukoliko
se izvr$i uzorkovanje suspektnog materijala neposredno po pojavi klini¢kih simptoma kod
obolelih Zivotinja. Ovde treba imati u vidu da se na primarnu virusnu infekciju koja rezultira
smanjenom odbrambenom sposobnosti organizma, nadovezuje sekundarna bakterijska
infekcija ¢ime je izolacija virusa koji je izazvao infekciju, odnosno njegova identifikacija,
znatno otezana (NiSavi¢ i sar., 2013). Posle utvrdivanja prisustva klinickih simptoma bolesti,
neophodno je izvrsiti prikupljanje uzoraka od obolelih Zivotinja, a zatim i njihovo adekvatno
pakovanje i slanje u laboratoriju na ispitivanja. Ovde treba napomenuti da se od zZivih Zivotinja
najcesce vrsi prikupljanje uzoraka nosnih briseva, ali takode sve vise i uzorci oralne tecnosti.
Pored toga, dijagnosticki znac¢aj imaju i uzorci pune krvi kao i uzorci fecesa kod odredenih
virusnih oboljenja. Ukoliko se zeli utvrditi prisustvo specifi¢nih antitela protiv pojedinih virusa
primenom metode ELISA vrsi se prikupljanje uzoraka krvnog seruma svinja (NiSavi¢ i sar.,
2016). Od uginulih ili zrtvovanih jedinki se najcesce uzorkuju parenhimatozni organi i
reginalni limfni ¢vorovi pri ¢emu se u sluajevima abortusa na ispitivanja Salju i mumificirani
fetusi (Lukac i sar., 2016, Mikovi¢ i sar., 2016; Nisavic i sar., 2021).

Molekularne metode kao S§to su PCR, lancana reakcija polimeraze sa reverznom
transkripcijom (RT-PCR), real time PCR i real time RT-PCR mogu se koristiti za direktnu
identifikaciju nukleinskih kiselina razli¢itih vrsta virusa u uzorcima pune krvi, nosnih briseva,
tkiva ili fecesa (Ogawa i sar., 2009; Csagola i sar., 2012; Jiang i sar., 2010; Nisavic¢ i sar., 2016;
Nisavi¢ i sar., 2021).

Pored prethodno navedenih klasi¢nih i molekularnih metoda virusoloske dijagnostike,
sekvenciranje genoma identifikovanih virusa je veoma vazno u odredivanju sli¢nosti i razlika
izmedu razli¢itih sojeva istog virusa ¢ije prisustvo je detektovano kod zivotinja poreklom sa
razlicitih teritorija (Lukac i sar., 2016, Mikovi¢ i sar., 2016; Nisavic i sar., 2021). Ovde treba
naglasiti da je analiza dobijenih sekvenci virusnog genoma posebno znacajna u slucajevima
izbijanja narocito opasnih zaraznih bolesti kada je neophodno utvrditi poreklo soja virusa koji
je izazvao infekciju kao 1 njegovu srodnost sa sojevima istog virusa identifikovanih u
okruzenju, a i Sire. Pored toga, kod odredenih vrsta virusa ¢esto dolazi do pojave mutacija ¢ije
se prisustvo moze identifikovati i pratiti analizom dobijenih nukleotidnih sekvenci (Nisavi¢ i
sar., 2013; Ramos i sar., 2013).

Laboratorija za virusologiju Katedre za mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine
Univerziteta u Beogradu se poslednjih nekoliko godina bavi laboratorijskom dijagnostikom
virusnih infekcija kod svinja. Ova ispitivanja se sprovode u okviru projekta koji je finansiran
od strane Ministarstva prosvete i tehnoloskog razvoja Republike Srbije (Ugovor broj 451-03-
9/2021-14/200143).

Materijal i metode rada

U laboratoriji za virusologiju Katedre za mikrobiologiju Fakulteta veterinarske
medicine Univerziteta u Beogradu primenom metode PCR vrSena je detekcija svinjskog
cirkovirusa 2 (PCV2), svinjskog cirkovirusa 3 (PCV3), parvovirusa svinja 1, 2, 3, 4, 6, 7
(PPV1, PPV2, PPV3, PPV4, PPV6 i PPV7) i svinjskog bokavirusa (PboV) u 47 pulovanih
uzoraka slezine, tonzila, i limfnih ¢vorova divljih svinja sa pojedinih podrucja Republike
Srbije. Isti uzorci su ispitani i primenom metode izolacije virusa u kulturi ¢elija. Odabrani
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pozitivni PCR produkti su sekvencirani metodom po Sangeru, a dobijene sekvence su dalje
analizirane i vrSena je njihova filogenetska analiza upotrebom bioinformati¢kog softvera
MEGA 7.0.

Rezultati

Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali prisustvo svih prethodno navedenih virusa u
ispitivanim uzorcima, izuzev PPV4 i PboV. U ukupno 47 pulovanih uzoraka slezina, limfnih
¢vorova 1 tonzila poreklom od divljih svinja sa podru¢ja R. Srbije utvrdeno je prisustvo virusa
PCV2 (25,5%), PCV3 (6,4%), PPV1 (44,7%), PPV2 (55,3%), PPV3 (19,1%), PPV6 (8,5%) 1
PPV7 (21,3%). Prisustvo meSovitih infekcija sa dva ili viSe virusa ustanovljeno je u 46,8%
ispitivanih uzoraka. Nijedan od navedenih virusa nije bio izolovan primenom metode izolacije
virusa u kulturi ¢elija.

Dalja ispitivanja su podrazumevala sekvenciranje delova genoma pojedinih
identifikovanih virusa i njihovu filogenetsku analizu. Dobijeni rezultati filogenetske analize su
pokazali da su virusi PCV2 identifikovani kod divljih svinja na teritoriji Republike Srbije
pripadali genotipovima PCV2a, PCV2b i PCV2d. Genotipovi virusa PCV2c¢ i PCV2e nisu bili
identifikovani u uzorcima divljih svinja tokom ovih ispitivanja.

Sekvenciranjem dela genoma nekoliko PPV1 virusa identifikovanih tokom ispitivanja,
utvrdene su sli¢nosti ovih virusa sa sojevima virusa otkrivenih kod divljih svinja na teritoriji
Evrope i SAD, ali i razlike u odnosu na sojeve virusa identifikovane na teritoriji Kine.

Pored toga, utvrdeno je da su sojevi PPV2 poreklom iz Srbije srodni sa sojevima ovog
virusa identifikovanih u zemljama u nasem regionu, dok su rezultati sekvenciranja genoma
identifikovanih virusa PPV3 kod divljih svinja u nasoj zemlji pokazali da se oni razlikuju od
vecine sojeva navedenog virusa identifikovanih kod divljih svinja.

Diskusija

Do danas je objavljen veliki broj radova u kojima su opisana ispitivanja koja su imala
za cilj laboratorijsku dijagnostiku razlicitih virusnih infekcija kod svinja. U njima je opisano
kori$¢enje kako klasi¢nih, tako i molekularnih metoda virusolodke dijagnostike. Sto se tice
primene molekularnih metoda u laboratorijskoj dijagnostici virusnih infekcija, pre svega
metode PCR, opisan je veéi broj ispitivanja (Soares i sar., 1999., Ogawa i sar., 2009, Jiang i
sar., 2010, Opriessnig i sar., 2014). U ovim istrazivanjima vrSena je identifikacija vise vrsta
virusa u uzorcima poreklom od svinja, medu kojima posebno virusa PCV2, PPV, PRRS i virusa
Aujeckijeve bolesti. Ispitivani su razliciti uzorci poreklom od svinja kao §to su unutrasnji
organi ili abortirani fetusi. Svi dobijeni rezultati ovih ispitivanja potvrdili su opravdanost
koris¢enja metode PCR u brzoj i preciznoj dijagnostici virusnih infekcija kod svinja. Pored
klasi¢ne metode PCR, u upotrebi je i njena modifikacija pod nazivom multiplex PCR (Huang
i sar., 2004). Primenom ove metode moguca je brza i istovremena identifikacija razli¢itih
virusa svinja u ispitivanim uzorcima.

Na osnovu dobijenih rezultata sekvenciranja delova virusnog genoma ili celog genoma
virusa, moze se izvrsiti filogenetska analiza identifikovanih sojeva virusa (Nisavi¢ i sar., 2021).
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Castro i sar. (2012) su ustanovili da sojevi virusa PCV2 identifikovani kod divljih svinja sa
teritorije Brazila pripadaju genotipu 2a virusa i da su srodni sa sojevima navedenog virusa
poreklom iz Slovenije, Brazila, Poljske i Grcke. Sli¢na ispitivanja koja su sproveli Ramos i
sar. (2013) potvrdila su da su sojevi PCV2 poreklom od svinja iz Urugvaja sli¢ni sa sojevima
navedenog virusa poreklom iz Francuske, Kube i Kanade. Detektovani sojevi PCV2 u nasim
ispitivanjima su pripadali genotipovima PCV2d, PCV2b i PCV2a, pri ¢emu su dobijene
sekvence pokazale najvecu slicnost sa sojevima ranije detektovanim kod domacih svinja u
Srbiji, Evropi i Kini. Csagola i sar. (2012) su metodom direktnog sekvenciranja ustanovili da
su sojevi PPV3 identifikovani kod svinja u Madarskoj sli¢ni sa sojevima virusa poreklom od
svinja iz Nemacke i Rumunije, dok su sojevi PPV2 bili sli¢ni sa sojevima istog virusa poreklom
od svinja iz Kine i Mjanmara. Nasi rezultati, medutim, ukazuju na geografsku distribuciju
sojeva navedenog virusa s obzirom na veliku sli¢nost sojeva PPV2 iz Srbije sa sojevima virusa
iz susednih zemalja. Takode, zanimljiv je i nalaz naSeg ispitivanja sekvenci PPV3 detektovanih
kod divljih svinja koji nakon analize dobijenog filogenetskog stabla ukazuje na njihovo
izdvajanje u odnosu na vecinu sekvenci navedenog virusa detektovanih kod divljih svinja
Sirom sveta. Sto se ti¢e sojeva svinjskog parvovirusa 1 identifikovanih kod domaéih svinja na
i Velike Britanije (Lukac i sar., 2016, Mikovi¢ i sar., 2016). Pored toga, analizom genetskih
sekvenci PPV1 detektovanih kod divljih svinja i nasim ispitivanjima nisu utvrdene znacajnije
razlike u odnosu na PPV1 poreklom od domacih svinja iz Evrope i SAD.

Ovde treba napomenuti da se dobijeni rezultati nasih ispitivanja nisu bitno razlikovali
od drugih sprovedenih od strane prethodno navedenih autora tj. da su i nasa istrazivanja
pokazala da se metoda PCR moze uspesno koristiti za brzu i pouzdanu identifikaciju prisustva
razli¢itih virusa izazivaca infekcija kod svinja u ispitivanim uzorcima. Pored toga, metoda
direktnog sekvenciranja po Sanger-u se u naSim ispitivanjima pokazala kao veoma korisno
sredstvo koje omogucava detekciju sli¢nosti ili razlika izmedu pojedinih sojeva istog virusa
kao 1 odredivanje geografske distribucije detektovanih sojeva $to moze imati znacaj i u smislu
sprovodenja adekvatnih strategija prevencije odredenih zaraznih bolesti svinja.
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