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Referat po pozivu

ISPITIVANJE PRISUSTVA PARVOVIRUSA I CIRKOVIRUSA
U POPULACIJAMA DIVLJIH SVINJA I SAKALA

Andrea Radalj’, Nenad Milié’, Isidora Prosié', Aleksandar Zivulj?,
Damir Benkovic, Jakov Nisavic?

Kratak sadrZaj

Divlje svinje i zlatni $akali su rasprostranjene vrste divljaci, a ujedno i rezervoa-
ri velikog broja virusa. Infekcija svinja izazvana svinjskim cirkovirusima 2 i 3 (PCV2 i
PCV3) je povezana sa multisistemskim sindromom krZljavosti prasadi, pneumonijom,
reproduktivnim problemima, sindromom dermatitisa i nefropatije svinja, a virus se mo-
Ze naci i kod asimptomatski inficiranih jedinki. Cirkovirus pasa (CCV) je identifikovan
i kao uzrocnik vaskulitisa, hemoragicne dijareje i granulomatoznog limfadenitisa pa-
sa, a tacna uloga navedenog virusa u infekcijama, kako pasa tako i divljih mesojeda,
jos uvek predstavlja predmet velikog broja ispitivanja i smatra se da se moZe prenosi-
ti izmedu ovih populacija Zivotinja. Poznato je da svinjski parvovirus 1 (PPV1) izaziva
infekciju kod domacih i divijih svinja koja se karakterise pobacajima, radanjem mumi-
ficirane prasadi i sterilitetom, a zahvaljujuc¢i molekularnim dijagnostickim metodama
otkriveni su i drugi parvovirusi svinja (PPV2-PPV7) sa jos uvek neutvrdenim patogenim
potencijalom. Parvovirus pasa (CPV) je uzrocnik jednog od najvaznijih virusnih obolje-
nja ove vrste Zivotinja i on, pored gastroenteritisa, dovodi do sistemske infekcije. Uzorci
organa, poreklom od odstreljenih divljih svinja i $akala, su ispitivani primenom PCR u
skladu sa protokolima uspostavljenim u Laboratoriji za virusologiju, Katedre za mikro-
biologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu. Ispitani su zbirni
uzorci slezine i limfnih ¢vorova poreklom od 102 divlje svinje pri cemu je detektovano
prisustvo PCV2, PCV3, PPV1, PPV2, PPV5iPPV7u 18,9, 13,2, 24,5, 73,6, 3,81 41,5 proce-
nata uzoraka, tim redom, a utvrden je i veliki broj mesovitih infekcija. U zbirnim uzor-
cima slezine i limfnih ¢vorova, poreklom od 42 Sakala, detektovano je prisustvo CCV u
38,11 CPVu 19 procenata uzoraka. Navedeni rezultati predstavljaju jedan od prvih na-
laza PCV3, PPV5, PPV7 i CCV u uzorcima poreklom od divljih Zivotinja u Srbiji i ovo is-
pitivanje se nadovezuje na nase ranije studije predstavljajuci osnovu za dalja planirana
istraZivanja koja se odnose na genetsku karakterizaciju detektovanih virusa.

Kljucne reci: cirkovirusi, divlje svinje, parvovirusi, PCR, sakali
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UuvoD

Divlja svinja (Sus scrofa) predstavlja jednu od najrasprostranjenijih vrsta
sisara Sirom sveta. BiolosSke osobenosti ove vrste Zivotinja pogoduju njihovoj
brojnosti, pri ¢emu klimatske promene i neki drugi humani faktori igraju vaznu
ulogu u ekspanziji divljih svinja u nova podrucja (Nisavi¢ i sar. 2021a). Navede-
ne zivotinje su rezervoari velikog broja virusa, a prelaze velike distance Sto je
znacajna komponenta dinamike infektivnih oboljenja u prirodi (Adlhoch i sar.
2010; Nisavi¢ i sar, 2021a,b; Park i sar. 2021). Domacinstva sa tradicionalnim
pristupom uzgoju svinja, uobicajena u Srbiji, predstavljaju idealan izvor hrane za
divlje svinje, a nizak nivo biosigurnosti omogucuje transmisiju patogena izmedu
ovih populacija Zivotinja (Milicevi¢ i sar. 2016; NisSavic¢ i sar. 2021a; NiSavi¢ i sar.
2022). U proteklih nekoliko decenija, brojnost populacije zlatnih Sakala (Canis
aureus) se znacajno uvecala tako da danas ove Zivotinje zauzimaju velika podruc-
ja Sirom jugoistocne Evrope, ali i delove centralne Evrope (Arnold i sar. 2012).
Zlatni Sakali su vazni rezervoari razli¢itih patogena znacajnih za veterinarsku
medicinu, medutim, njihov znacaj i rasprostranjenost kod ovih Zivotinja na no-
vim teritorijama, su slabo opisani (Gowtage-Sequeira, 2004).

Parvovirusi su najmanji animalni DNK virusi koji izazivaju infekcije razli-
Citih vrsta domacih i divljih Zivotinja i svrstani su u familiju Parvoviridae. Oni
imaju linearni jednolanc¢ani molekul DNK unutar kapsida ikosaedri¢ne simetrije
bez spoljasnjeg omotaca. Parvovirusi su veoma otporni u spoljasnjoj sredini Sto
olaksava njihovo indirektno prenoSenje na osetljive Zivotinje, a izlucuju se putem
fecesa i drugih sekreta (NiSavi¢ i sar. 2021a). Neka od najvaznijih parvovirusnih
oboljenja su izazvana psec¢im parvovirusom (CPV), virusom panleukopenije ma-
¢aka (FPV) kao i parvovirusima svinja (PPV), gde se narocito istice svinjski par-
vovirus 1 (PPV1) (Buonavogliaisar. 2001; NiSavi¢ i sar. 2021a; Radalj i sar. 2022).
Navedeni virus izaziva infekciju kod domacih i divljih svinja koja se karakterise
pobacajima, radanjem mumificirane prasadi i posledicnom pojavom steriliteta
(Csagola i sar. 2012). Poslednjih godina su, zahvaljujué¢i primeni molekularnih
metoda, otkriveni i drugi parvovirusi svinja (PPV2-PPV7) sa joS uvek neutvrde-
nim patogenim potencijalom (Kim i sar. 2021; NiSavi¢ i sar. 2021a). U cilju detek-
cije parvovirusa u populacijama divljih svinja, adekvatne uzorke predstavljaju
uzorci limfati¢nog tkiva ili parenhimatozni organi odstreljenih Zivotinja (Nisavi¢
isar. 2021a,b). Parvovirus pasa izaziva jedno od najznacajnijih virusnih oboljenja
ove vrste Zivotinja pri ¢emu je bolest narocito izrazena kod Stenadi i mladih pasa
dovodeci do pojave gastroenteritisa i teSke sistemske infekcije (Buonavoglia i sar.
2001). Transmisija CPV je dokazana i medu razli¢itim vrstama Zivotinja u divljini,
kao i izmedu domacih i divljih Zivotinja (Van Arkel i sar. 2019; Urbani i sar. 2020).
Pogodne uzorke za analizu prisustva CPV u populacijama Sakala predstavljaju:
feces, slezina, jetra kao i deo tankog creva (Radalj i sar. 2022).

Cirkovirusi svinja 1, 2, 31 4 (PCV1-PCV4) i cirkovirus pasa (CCV) su svrsta-
ni u familiju Circoviridae za Cije predstavnike je karakteristican genom sacinjen
od molekula cirkularne, jednolancane i pozitivno orijentisane DNK. Cirkovirus
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svinja 2 je veoma rasprostranjen patogen divljih i domacih svinja, odgovoran za
razlic¢ite sindrome, jednim imenom nazvane cirkovirusno oboljenje svinja (engl.
Porcine Circovirus Associated Disease, PCVAD) (Weissenbacher-Lang i sar. 2020;
NiSavi¢ i sar. 2021a). Navedeno oboljenje uklju¢uje multisistemski sidrom kr-
Zljavosti prasadi, pneumoniju, reproduktivne probleme i sindrom dermatitisa i
nefropatije. Virus se lako Siri u populaciji svinja i to uglavnom direktnim kontak-
tom, a dugotrajno se izlu¢uje putem respiratornih sekreta, fecesa i urina (Nisa-
vi¢ i sar. 2021a; Radalj i sar. 2022). Cirkovirus 3 je nedavno otkriven i povezan
sa slicnim oboljenjima kao PCV2, ali se mozZe naci i kod klinicki zdravih jedinki,
Sto ukazuje na njegovu ubikvitarnu prirodu (Franzo i sar. 2018; Klaumann i sar.
2019; NiSavi¢ i sar. 2021a). Najpodesniji uzorci za analizu prisustva cirkovirusa
u tkivima divljih svinja su: slezina, jetra, tonzile ili limfni ¢vorovi (NiSavi¢ i sar.
2022; Radalj i sar. 2022). Cirkovirus pasa (CCV) je prvi put otkriven 2012. godine
u uzorcima krvnog seruma pasa bez klinickih simptoma oboljenja, a od tada je
identifikovan i kao uzro¢nik vaskulitisa, hemoragi¢ne dijareje i granulomatoznog
limfadenitisa pasa, dok kod lisica pokazuje neurovirulentna svojstva (Ljoki¢ i sar.
2016; Piewbang i sar. 2018; Urbani i sar. 2020; Franzo i sar. 2021). Uprkos tome,
tac¢na uloga navedenog virusa u infekcijama, kako pasa tako i divljih mesojeda,
jo$ uvek predstavlja predmet velikog broja ispitivanja i smatra se da se moze
prenositi izmedu ovih populacija Zivotinja (Ljoki¢ i sar. 2016; Franzo i sar. 2021).
Uzorci poreklom od Sakala za ispitivanje prisustva CCV ukljucuju feces, limfne
¢vorove, parenhimatozne organe ili deo tankog creva (Radalj i sar. 2022). U ru-
tinskoj dijagnostici parvovirusnih i cirkovirusnih oboljenja Zivotinja se koristi
lanc¢ana reakcija polimeraze (PCR) i ova metoda obezbeduje pravovremeno do-
bijanje pouzdanih rezultata ispitivanja, ¢ak i u slucajevima analize autoliziranih
uzoraka tkiva Sto se ¢esto dogada kada se ispituje materijal poreklom od divljaci
(Piewbang i sar. 2018; NiSavi¢ i sar. 2021a; Radalj i sar. 2022).

Cilj nasih ispitivanja je bilo utvrdivanje prisustva i diverziteta razlicitih par-
vovirusa i cirkovirusa kod divljih svinja i zlatnih Sakala. S obzirom na brojnost
ovih vrsta Zivotinja na teritoriji naSe zemlje, kao i na ¢injenicu da se ovakvi uzorci
retko sistematski ispituju na prisustvo navedenih virusa, dobijeni podaci imaju
znacaj, narocito kao osnova za detaljnija istraZivanja u ovoj oblasti.

MATERIJAL I METODE
Prikupljanje i obrada uzoraka

Ispitani su zbirni uzorci slezine i limfnih ¢vorova poreklom od 102 divlje
svinje, odnosno 42 zlatna Sakala prikupljeni na lovisStima u JuZnom Banatu i Za-
padnoj Backoj u periodu od 2021. do 2022. godine. Prilikom uzorkovanja, ispi-
tivani materijal je uranjan u minimalni esencijalni medijum (MEM, Capricorn
Scientific, Nemacka) sa 2% fetalnog teleceg seruma (FBS-12A, Capricorn Scien-
tific, Nemacka) sa dodatkom rastvora antibiotika i antimikotika, a zatim tran-
sportovan uz posStovanje principa hladnog lanca. Uzorci su u laboratoriji homo-
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genizovani u fosfatnom slanom puferu (PBS), centrifugirani tokom 10 minuta na
1 677 g, a dobijeni talog je koriS¢en u postupku ekstrakcije DNK primenom Ge-
neJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, SAD) prema protokolu
proizvodaca. Ekstrahovana DNK je zatim ¢uvana na -20 °C do sprovodenja daljih
ispitivanja.

Lancana reakcija polimeraze (PCR)

Prethodno pripremljeni uzorci, poreklom od divljih svinja i Sakala, su ispi-
tivani na prisustvo parvovirusa i cirkovirusa karakteristi¢nih za navedene Zivo-
tinjske vrste. Uzorci poreklom od divljih svinja su ispitivani na prisustvo PCV2,
PCV3 i PPV1-7 primenom prethodno navedenih parova prajmera (Soares i sar.
1999; Csagola i sar. 2012; Ni i sar. 2014; Franzo i sar. 2018; Wang i sar. 2019;
Weissenbacher-Lang i sar. 2020, Kim i sar. 2021). Detekcija CCV i CPV u uzor-
cima poreklom od $akala je vr$ena specificnim prajmerima dizajniranim u ve¢
objavljenim studijama (Buonavoglia i sar. 2001, Piewbang i sar. 2018). Termalni
protokoli za izvodenje PCR su adaptirani u skladu sa uslovima, odnosno reagen-
sima koji su u upotrebi na Katedri za mikrobiologiju i prikazani su u tabeli 1.
Kao pozitivne kontrole, za izvodenje PCR su koris¢eni ekstrakti DNK u kojima
je prethodno potvrdeno prisustvo PCV2, PCV3, PPV2, PPV3, PPV4, PPV5, PPV,
PPV7 i CCV primenom PCR i sekvenciranja po Sangeru (interne konrole), dok su
kao pozitivne kontrole za PPV1 i CPV koris¢eni DNK ekstrakti Teen soja PPV1,
odnosno vakcine Nobivac DHP (Intervet International B.V,, Holandija). Dobijeni
PCR produkti su analizirani primenom elektroforeze u 1,5% agaroznom gelu, a
prisustvo odredenog broja baznih parova (bp) u zavisnosti od koris¢enog PCR
protokola, a u skladu sa koriséenom pozitivnom kontrolom, smatrano je pozitiv-
nim rezultatom (tabela 1).

Tabela 1. Modifikovani protokoli za detekciju PPV1-7, PCV2, PCV3, CPV i CCV

Broj bp PCR
produkta

330 bp (PPV1);
279 bp (PPV2);
392 bp (PPV3);
284 bp (PPV4).

Termalni protokol

94°C (4 min.)
PPV1-4 | 35 ciklusa [94°C (1 min.), 55°C (1 min.), 72°C (1 min.)]
72°C (7 min.)

94°C (3 min.)
PPV5 35 ciklusa [94°C (30 sek.), 60°C (30 sek), 72°C (1 min.)] 945 bp
72°C (7 min.)

94°C (3 min.)
PPV6 35 ciklusa [94°C (30 sek.), 52°C (30 sek), 72°C (1 min.)] 371 bp
72°C (7 min.)
94°C (4 min.)
PPV7 40 ciklusa [94°C (30 sek.), 60°C (30 sek), 72°C (1 min.)] 384 bp
72°C (5 min.)
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nastavak Tabele 1.

PCV2 40 ciklusa [94°C (30 sek.), 55°C (30 sek.), 72°C (1 min.)]

94°C (4 min.)
353 bp
72°C (5 min.)

PCV3 | 45 ciklusa [94°C (30 sek.), 68°C (30 sek), 72°C (1 min.)]

94°C (4 min.)
500 bp
72°C (7 min.)

CPV 40 ciklusa [94°C (1 min.), 55°C (1 min.), 72°C (1 min)]

94°C (3 min.)
555 bp
72°C (7 min.)

CCv 40 ciklusa [94°C (1 min.), 50°C (1 min.), 72°C (1 min)]

94°C (4 min.)
517 bp
72°C (7 min.)

REZULTATI

Primenom opisanih PCR protokola, u uzorcima poreklom od divljih svinja,
je dokazano prisustvo PCV2, PCV3, PPV1, PPV2, PPV5 i PPV7 (tabela 2) kao i ve-
liki broj mesovitih infekcija (slika 1).

Tabela 2. Zastupljenost detektovanih parvovirusa i
cirkovirusa svinja u odnosu na ukupan broj uzoraka

Ukupan broj
detektovanih virusa
(%)

PPV1 24,5
PPV2 73,6

PPV3 0
PPV4 0
PPV5 3,8
PPV6 0
PPV7 41,5
PCV2 18,9
PCV3 13,2

PR

OPPV2+PPV7

Pojedinacne
infekcije
W PPV1+PPV2 37%
u PPV2+PPV7+PCV3 Mesovite
infekcije
63%

PPV1+PPV2+PPV7

\
P =PPV2+PCV2
12%

OPPV2+PCV3
OPPV2+PPV7+PCV2

B PPVI1+PPV2+PPV7+PCV2
B PPV2+PPV5+PPV7

Slika 1. Graficki prikaz zastupljenosti pojedinacnih i
mesovitih infekcija razlicitim parvovirusima i cirkovirusi-
ma svinja u odnosu na broj pozitivnih uzoraka

U zbirnim uzorcima slezine i limfnih ¢vorova, poreklom od 42 zlatna Sakala,
detektovano je prisustvo CCV u 38,1 procenata i CPV u 19 procenata od ¢ega su
2,4 procenta bile mesSovite infekcije. Na Slici 2. je prikazan odnos pojedinacnih i
mesovitih infekcija navedenim virusima u odnosu na broj pozitivnih nalaza.
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MeSovita
infekcija

CCV+CPV
8%

/N O CCV mCPV

Slika 2. Graficki prikaz zastupljenosti pojedinacnih i meSovitih infekcija parvovirusom
i cirkovirusom pasa u u odnosu na broj pozitivnih uzoraka

DISKUSIJA I ZAKLJUCAK

Prikazani rezultati ispitivanja ukazuju na veliku zastupljenost razlicitih par-
vovirusa i cirkovirusa u populacijama divljih svinja i Sakala u Srbiji. Razliciti par-
vovirusi svinja su detektovani i u do 73,6 procenata ispitivanih uzoraka, a medu
pozitivnim uzorcima je zabeleZeno viSe mesovitih (63 procenta) nego pojedinac-
nih infekcija (37 procenata). Navedeni nalaz ukazuje na nesto viSe vrednosti u
odnosu na rezultate ispitivanje NiSavica i sar. (2021b) sprovedeno na uzorcima
poreklom od divljih svinja iz JuZnog Banata. Medutim, u nasu studiju je bio uklju-
Cen veci broj razlicitih parvovirusa sSto je moglo da ima uticaja na pomenutu ra-
zliku. Za razliku od nasih rezultata, Opriessnig i sar. (2014) ukazuju na znacajno
vecu zastupljenost pojedinacnih infekcija u odnosu na meSovite infekcije svinj-
skim parvovirusima i cirkovirusima u populacijama domacih svinja (od 4 do 19
procenata). Sli¢no tome, ispitivanja uzoraka poreklom od divljih svinja u Rumu-
niji, ukazuju na ve¢i broj pojedinacnih infekcija svinjskim parvovirusima (Cadar i
sar. 2013). Kada su u pitanju pojedinacni virusi, u ovoj studiji je PPV1 zabeleZen
u 24,5 procenata uzoraka, Sto je znacajno manje u odnosu na rezultate NiSavic¢a i
sar. (2021b), ali je u korelaciji sa rezultatima ispitivanja sprovedenim na velikom
broju uzoraka poreklom od divljih svinja u Rumuniji i ranijoj studiji sprovedenoj
u Srbiji (Cadar i sar. 2012a; Milicevi¢ i sar. 2016). Najzastupljeniji parvovirus u
ovom ispitivanju je bio PPV2 (73,6 procenata uzoraka) sto je daleko vise od re-
zultata NiSavica i sar. (2021b) (21.7%). Medutim, podaci Milié¢evi¢a i sar. (2016),
ukazuju na visoku seroprevalencu anti-PPV2 antitela u krvnim serumima divljih
svinja u Srbiji. Zanimljivo je da PPV3 nije detektovan u ovom istrazivanju, a bio je
najcesce detektovan parvovirus u studiji NiSavi¢a i sar. (2021b) u ¢ak 69,6 proce-
nata uzoraka. On je i sve ¢eS¢i nalaz i u drugim studijama Sirom Evrope (Adlhoch
i sar. 2010; Palinski i sar. 2016). Slicno drugim ispitivanjima, nasi rezultati ne
ukazuju na prisustvo PPV4 u ispitivanim populacijama divljih svinja (Cadar i sar.
2013; Opriessnig i sar. 2014; NisSavi¢ i sar. 2021b). Ispitivanja prisustva razlicitih
parvovirusa u populacijama divljih svinja su rede dostupna u odnosu na rezul-
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tate studija koje se odnose na domace svinje. Medutim, jedno ispitivanje, slicno
nasSem, sporovedeno sa ciljem utvrdivanja prisustva svinjskih parvovirusa kod
divljih svinja u Juznoj Koreji, ukazuje na nalaz PPV1, PPV5 i PPV7 kod navedenih
Zivotinja. Za razliku od nasih rezultata autori isti¢u visoku prevalenciju PPV3 i
PPV4, dok PPV2 nije detektovan (Park i sar,, 2021). Takode, bez obzira na znaca-
jan broj ispitanih uzoraka, pomenuti autori su retko belezili prisustvo mesovitih
infekcija. Nasi rezultati dokazuju realtivno visoku zastupljenost uzoraka divljih
svinja pozitivnih na prisustvo PCV2. Medutim, literaturni podaci ukazuju da ove
vrednosti variraju ne samo medu razli¢itim zemljama, nego i u okviru jedne teri-
torije iste drzave (Cadar i sar,, 2012b). Navedene razlike se uglavnom zasnivaju
na razlicitim nac¢inima uzgoja svinja u odredenim regionima pri ¢emu se zapaZza
veca prevalencija PCV2 u populacijama divljih svinja sa teritorija gde je karakte-
ristican ekstenzivan uzgoj domacih svinja. Nasi rezultati su u skladu sa navede-
nom tvrdnjom s obzirom da je veéi broj manjih domacinstava sa tradicionalnim
pristupom drZanju domacih svinja zastupljen na teritoriji gde smo sproveli uzor-
kovanje materijala. Prisustvo pomenutog virusa je i ranije zabelezeno u Srbiji,
medutim u rezultatima NiSavica i sar. (2022) iz sezone 2018/2019 dokazan je
veci broj PCV2 pozitivnih uzoraka poreklom od divljih svinja iz JuZnog Banata
(40,32 procenta) naspram naseg nalaza (18,9 procenata). Divlje svinje su prijem-
Cive na infekciju PCV3 i rezultati drugih autora ukazuju na visoku prevalenciju
ovog virusa kod njih (Klaumann i sar, 2019). Uprkos tome, interesantno je da
NiSavic¢ i sar. (2022) nisu zabeleZili prisustvo ovog virusa kod divljih svinja sa
iste teritorije u ispitivanju sprovedenom na uzorcima iz sezone 2018/2019, tako
da nasi rezultati predstavljaju prvi nalaz ovog virusa u populaciji divljih svinja u
Srbiji.

Cirkovirus pasa je predmet sve veceg broja ispitivanja zbog svog potencijal-
nog klini¢ckog znacaja za domace pse. Iz navedenog razloga, sve su brojnije stu-
dije koje ukazuju na prisustvo CCV i u populacijama razlic¢itih vrsta divljac¢i kao
Sto su vukovi (Canis lupus) i lisice (Vulpes vulpes) (Franzo i sar., 2021). O ulozi
Sakala kao rezervoara ovog virusa u prirodi ima malo dostupnih podataka, a na-
$i rezultati predstavljaju prvi nalaz navedenog virusa kod ove vrste Zivotinja u
Srbiji. Prisustvo CCV u populacijama lisica je dokazano u jednoj retrospektivnoj
studiji (Urbani i sar., 2020) sprovedenoj na uzorcima prikupljenim izmedu 1996.
i2001. godine, Sto predstavlja period pre zvani¢nog otkri¢a ovog virusa 2012. go-
dine. Nasi rezultati ukazuju na nesto visu zastupljenost CCV u populaciji zlatnih
Sakala u poredenju sa dostupnim podacima iz literature koji se odnose na lisice i
vukove (Urbani i sar. 2020; Franzo i sar. 2021). Sli¢no tome, ispitivanje Ljokic¢a i
sar. (2016) sprovedeno na uzorcima fecesa lisica iz prigradskih podrucja u Hrvat-
skoj dokazuje prisustvo CCV i CPV relativno malom broju uzoraka. Parvovirusi
su veoma otporni u spoljasnjoj sredini, pri ¢emu CPV opstaje i cirkuliSe u po-
pulacijama pasa zahvaljuju¢i njegovoj indirektnoj fekalno-oralnoj transmisiji. Na
slican nacin se najverovatnije odigrava i prenoSenje ovog virusa izmedu domacih
pasaidivljih mesojeda (Gowtage-Sequeira, 2004). Pored toga, smatra se da lisice
predstavljaju rezervoar CPV u prirodi, pri ¢emu ovaj virus vodi poreklo od muti-
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ranog virusa panleukopenije macaka (FPV) koji se iz populacije lisica prilagodio
psima (Van Arkel i sar. 2019; Urbani i sar. 2020). U naSem ispitivanju je utvrdeno
prisustvo CPV u manjem broju uzoraka (19 procenata) u poredenju sa CCV pri
¢emu je zabeleZen i mali broj meSovitih infekcija. Ogranic¢en broj studija se bavio
prisustvom CPV u populacijama $akala, a neki rezultati pojedinih ispitivanja uka-
zuju da je prevalencija ovog virusa u populaciji $akala zanemarljiva u odnosu na
domace pse (Gowtage-Sequeira, 2004).

Divlje svinje predstavljaju rezervoare mnogobrojnih virusa od kojih neki
imaju veliki znacaj u veterinarskoj medicini, a takode mogu posluziti i kao model
za pracenje cirkulacije razlicitih virusa u prirodi. Navedene Zivotinje nisu podjed-
nako sklone razvoju klini¢ki manifestnog oboljenja kao domace svinje, narocito
kada se radi o infekcijama ubikvitarnim virusima kao $to su parvovirusi i cirkovi-
rusi kod kojih veliki znacaj imaju i nepovoljni faktori sredine. Postavlja se pitanje,
da li domacinstva sa ekstenzivnim tipom uzgajanja svinja koje karakteriSe nizak
nivo biosigurnosti predstavljaju potencijalni izvor virusa za divlje svinje i koji su
putevi transmisije ispitivanih virusa izmedu populacija domacih i divljih svinja.
Verovatnoca transmisije razli¢itih PPV izmedu divljih i domacih svinja je visoka s
obzirom na stabilnost ovih virusa u spoljasnjoj sredini pri cemu nase ispitivanje
predstavlja prvi nalaz PPV5 i PPV7 kod divljih svinja u Srbiji. Detektovali smo
veliku zastupljenost mesovitih infekcija koje u slucaju parvovirusa mogu pred-
stavljati osnovu za pojavu rekombinacija medu ovim virusima Sto ¢e biti predmet
nasih buducih istrazivanja. Pse¢i cirkovirus predstavlja novootkriveni patogen
pasa koji sve viSe dobija na znacaju u patologiji razlicitih oboljenja ovih Zivotinja.
U Srbiji ne postoje dostupne studije o ovom virusu, ni kod divljih ni kod domacih
Zivotinja, pri ¢emu nasi rezultati dokazuju cirkulaciju ovog virusa u populacija-
ma zlatnih Sakala kao potencijalnog rezervoara CCV u prirodi. Dobijeni rezultati
predstavljaju osnovu za dalja ispitivanja koja bi mogla da ukazu na znacaj ova-
kvih nalaza u populacijama divljih mesojeda, ali i osnovu za karakterizaciju CCV
kako kod divljih tako i kod domacih pasa u nasoj zemlji. Pored toga, neophodno
je skrenuti paznju kolegama koji se bave klinickom praksom, na postojanje i po-
tencijalni klinicki znac¢aj ovog virusa kao i na moguénost vrsenja laboratorijskog
ispitivanja suspektnih uzoraka. Takode je potrebno rasvetliti potencijalne puteve
transmisije CCV i CPV izmedu pasa i Sakala, narocito u okolini naseljenih mesta
gde je povecana verovatnoca kontakata ove dve vrste Zivotinja. Nalaz CPV u uzor-
cima poreklom od $akala, ukazuje na znacaj doslednog sprovodenja imunopro-
filakse pasa, narocito u predelima gde postoji mogucnost njihovog direktnog ili
indirektnog kontakta sa divljim Zivotinjama. Prikazani rezultati predstavljaju je-
dan segment nasih ispitivanja koja dalje imaju za cilj genetsku karakterizaciju
svih navedenih virusa divljih Zivotinja i ispitivanje njihovih sli¢nosti i razlika sa
virusima detektovanim kako kod divljih, tako i kod domacih Zivotinja u nasoj ze-
mlji i Sirom sveta.

Zahvalnica:

Rad je podrzan sredstvima Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja
Republike Srbije (Ugovor broj 451-03-68/2022-14/200143).

159



33. savetovanje veterinara Srbije

LITERATURA

1. Adlhoch C., Kaiser M., Ellerbrok H., Pauli G. 2010. High prevalence of porci-
ne Hokovirus in German wild boar populations. Virology Journal, 7:171. https://doi.
org/10.1186/1743-422X-7-171. 2. Arnold ]., Humer A., Heltai M., Murariu D., Spassov
N., Hackldnder K. 2012. Current status and distribution of golden jackals (Canis aure-
us L., 1758) in Europe. Mammal Review, 42:1-11. http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-
2907.2011.00185.x. 3. Buonavoglia C., Martella V., Pratelli A., Tempesta M., Cavalli A.,
Buonavoglia D., Bozzo G., Elia G., Decaro N., Carmichael L. 2001. Evidence for evolution
of canine parvovirus type 2 in Italy. Journal of General Virology, 82:3021-3025. https://
doi.org/10.1099/0022-1317-82-12-3021. 4. Cadar D., Csagola A. Kiss T, Tuboly T.
2013. Capsid protein evolution and comparative phylogeny of novel porcine parvovi-
ruses. Molecular Phylogenetics and Evolution, 66:243-253. https://doi.org/10.1016/j.
ympev.2012.09.030. 5. Cadar D., Csagola A., Lorincz M., Tombacz K., Spinu M., Tuboly T.
2012b. Detection of natural inter- and intra-genotype recombination events revealed by
cap gene analysis and decreasing prevalence of PCV2 in wild boars. Infection, Genetics
and Evolution, 2:420-427. https://doi.org/10.1016/j.meegid.2012.01.014. 6. Cadar D.,
Dan A., Tombacz K., Lorincz M., Kiss T, Becskei Z., Spinu M., Tuboly T,, Csagola A. 2012a.
Phylogeny and evolutionary genetics of porcine parvovirus in wild boars. Infection, Ge-
netics and Evolution, 12:1163-1171. https://doi.org/10.1016/j.meegid.2012.04.020.
7. Csagola A., Lorincz M., Cadar D., Tombacz K., Biksi I., Tuboly T. 2012. Detection, pre-
valence and analysis of emerging porcine parvovirus infections. Archives of Virology,
157:1003-1010. https://doi.org/10.1007/s00705-012-1257-3. 8. Franzo G., Legnardi
M., Centelleghe C., Tucciarone C. M., Cecchinato M., Cortey M., Segalés ]., Drigo M. 2018.
Development and validation of direct PCR and quantitative PCR assays for the rapid, sen-
sitive, and economical detection of porcine circovirus 3. Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation, 30:538-544. https://doi.org/10.1177/1040638718770495. 9. Franzo G.,
Menandro M. L., Tucciarone C. M., Barbierato G., Crovato L., Mondin A., Libanora M., Ob-
ber F, Orusa R, Robetto S., Citterio C., Grassi L. 2021. Canine Circovirus in Foxes from
Northern Italy: Where Did It All Begin? Pathogens, 10:1002. https://doi.org/10.3390/
pathogens10081002. 10. Gowtage-Sequeira S. 2004. The importance of jackals and do-
mestic dogs for the transmission of generalist canid pathogens to sympatric carnivores
in Namibia. PhD Thesis, University of Edinburgh. https://ethos.bl.uk/OrderDetails.do?u-
in=uk.bl.ethos.651678. 11. Kim S. C,, Jeong C. G., Nazki S., Lee S. I, Baek Y. C,, Jung Y. |,
Kim W. I. 2021. Evaluation of a multiplex PCR method for the detection of porcine par-
vovirus types 1 through 7 using various field samples. PLoS ONE, 16:e0245699 https://
doi.org/10.1371/journal.pone.0245699. 12. Klaumann F, Correa-Fiz F, Franzo G., Sibi-
la M., Nunez J. I, Segales J. 2018. Current knowledge on porcine circovirus 3 (PCV-3): A
novel virus with a yet unknown impact on the swine industry. Frontiers in Veterinary
Science, 5:315. https://doi.org/10.3389/fvets.2018.00315. 13. Lojkic¢ I, Bidin M., Prpic,
J., Simié I, Kre$i¢ N., Bedekovi¢ T. 2016. Faecal virome of red foxes from peri-urban areas.
Comparative Immunology, Microbiology and Infectious Diseases, 45:10-15. https://doi.
org/10.1016/j.cimid.2016.01.005. 14. Milicevic V., Radojicic S., Valcic M., Ivovic V, Ra-
dosavljevic V. 2016. Evidence of Aujeszky’s disease in wild boar in Serbia. BMC Veteri-
nary Research, 12:134. https://doi.org/10.1186%2Fs12917-016-0758-9. 15. Ni ],, Qiao
C., Han X, Han T,, Kang W, Zi Z., Cao Z., Zhai X., Cai X. 2014. Identification and genomic
characterization of a novel porcine parvovirus (PPV6) in China. Virology Journal, 11:203.
https://doi.org/10.1186%2Fs12985-014-0203-2. 16. Nigavi¢ ], Mili¢ N., Radalj A., Mi-
rilovi¢ M., Vejnovié B., Cosic M., KneZevi¢ A., Veljovi¢ Lj., Zivulj A. 2022. Detection and

160



Andrea Radalj i sar.:
Ispitivanje prisustva parvovirusa i cirkovirusa u populacijama divljih svinja i Sakala

characterisation of porcine circoviruses in wild boars in northeastern Serbia. Veterinarni
Medicina, 67:131-137. https://doi.org/10.17221/32/2021-VETMED. 17. NiZavi¢ J., Mili¢
N., Radalj A, Krnjai¢ D., Mili¢evi¢ D., KnezZevi¢ A., Radoji¢i¢ M., Obrenovi¢ S., Cosi¢ M., Te-
Sovi¢ B., Benkovi¢ D., Zivulj A.2021b. Genetic Analysis and Distribution of Porcine Parvo-
viruses Detected in the Organs of Wild Boars in Serbia. Acta Veterinaria-Beograd, 71:32-
46. https://doi.org/10.2478/acve-2021-0003. 18. Nigavi¢ J., Radalj A., Mili¢ N., Zivulj A,
Benkovi¢ D., Stanojkovic¢ A., Prosi¢ I. 2021a, A Review of Some Important Viral Diseases of
Wild Boars. Biotechnology in Animal Husbandry 37:235-254. https://doi.org/10.2298/
BAH2104235N. 19. Opriessnig T, Xiao C. T, Gerber P. E, Halbur P.G. 2014. Identificati-
on of recently described porcine parvoviruses in archived North American samples from
1996 and association with porcine circovirus associated disease. Veterinary Microbio-
logy, 173:9-16. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2014.06.024. 20. Palinski R. M., Mitra
N., Hause B. M. 2016. Discovery of a novel Parvovirinae virus, porcine parvovirus 7, by
metagenomic sequencing of porcine rectal swabs. Virus Genes, 52:564-567. https://
doi.org/10.1007/s11262-016-1322-1. 21. Park G. N,, Song S., Cha R. M,, Choe S., Shin ],
Kim S. Y, Hyun B. H., Park B. K,, An D. ]. 2021. Genetic analysis of porcine parvoviruses
detected in South Korean wild boars. Archives of Virology, 166:2249-2254. https://doi.
org/10.1007/s00705-021-05106-x. 22. Piewbang C., Jo W. K., Puff C., van der Vries E., Ke-
sdangsakonwut S., Rungsipipat A., Kruppa J., Jung K., Baumgartner W., Techangamsuwan
S., Ludlow M., Osterhaus A. D. M. E. 2018. Novel canine circovirus strains from Thailand:
Evidence for genetic Recombination. Nature-Scientific Reports, 8:7524. https://doi.
org/10.1038/s41598-018-25936-1. 23. Radalj A., Nisavi¢ ]., Krnjai¢ D., Mili¢ N., Prosi¢ .
2022. PCR dijagnostika nekih vrsta virusa kod divljih Zivotinja. Primena PCR u otkrivanju
gena rezistencije bakterija na fluorohinolone. In Zbornik predavanja XLIII Seminara za
inovacije znanja veterinara, Fakultet veterinarske medicine Univerzitet u Beogradu, 169-
180. 24. Soares R. M., Durigon E. L., Bersano J. G., Richtzenhain L. ]. 1999. Detection of por-
cine parvovirus DNA by the polymerase chain reaction assay using primers to the highly
conserved nonstructural protein gene, NS-1. Journal of Virological Methods, 78:191-198.
https://doi.org/10.1016/s0166-0934(98)00177-3. 25. Urbani L., Tryland M., Ehrich D.,
Fuglei E., Battilani M., Balboni A. 2020. Ancient origin and genetic segregation of cani-
ne circovirus infecting arctic foxes (Vulpes lagopus) in Svalbard and red foxes (Vulpes
vulpes) in Northern Norway. Transboundary and Emerging Diseases, 68:1283-1293.
https://doi.org/10.1111/tbed.13783. 26. Wang Y., Yanga K., Wang J., Wanga X., Zhao L.,
Suna P, Lib Y. 2019. Detection and molecular characterization of novel porcine parvovirus
7 in Anhui province from Central-Eastern China. Infection, Genetics and Evolution, 71:31-
35. https://doi.org/10.1016/j.meegid.2019.03.004. 27. Weissenbacher-Lang C., Kristen
T, Mendel V., Brunthaler R., Schwarz L., Weissenbdck H. 2020. Porcine circovirus type 2
(PCV2) genotyping in Austrian pigs in the years 2002 to 2017. BMC Veterinary Research,
16:198. https://doi.org/10.1186/s12917-020-02413-4.

161



33. savetovanje veterinara Srbije

THE DETECTION OF PARVOVIRUSES AND CIRCOVIRUSES IN
WILD BOAR AND JACKAL POPULATIONS

Andrea Radalj, Nenad Mili¢, Isidora Prosié, Aleksandar Zivulj,
Damir Benkovié, Jakov Nisavié¢

Summary

Wild boars and golden jackals are widespread species and also represent reser-
voirs of many viruses. Infections of pigs and wild boar caused by porcine circoviruses
2 and 3 (PCV2 and PCV3) are associated with multisystemic wasting syndrome, pne-
umonia, reproductive problems, dermatitis and nephropathy syndrome, and can also
be found in asymptomatic animals. Canine circovirus (CCV) causes vasculitis, hemorr-
hagic diarrhea, and granulomatous lymphadenitis, however, its exact role in domestic
and wild canid infections is still subject to investigation, and it is possibly transmitted
between these animal populations. Porcine parvovirus 1 (PPV1) causes infection in do-
mestic and wild pigs, characterized by abortions, stillbirth, and sterility, while other
porcine parvoviruses (PPV2-PPV7) are still of unclear pathogenicity. Furthermore, ca-
nine parvovirus (CPV) is one of the most important viral pathogens, causing gastroen-
teritis and systemic infection in canids. Organ samples from wild boars and jackals we-
re examined by PCR using protocols established in the Laboratory of Virology of the De-
partment of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Belgrade. Poo-
led samples of spleen and lymph nodes from 102 wild boars were examined, and PCV2,
PCV3, PPV1, PPV2, PPV5, and PPV7 were detected in 18.9%, 13.2%, 24.5%, 73.6%, 3.8%
and 41.5% of the samples, respectively, with a notable number of mixed infections. The
presence of CCV in 38.1% and CPV in 19% of samples were detected in pooled samples
of spleen and lymph nodes originating from 42 jackals. These results represent one of
the first findings of PCV3, PPV5, PPV7, and CCV in samples from wildlife in Serbia, and
this study is sequel of our previous examinations serving as a basis for further research
related to the genetic characterization of detected viruses.

Key words: circoviruses, jackals, parvoviruses, PCR, wild boar
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