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Ipitivanje rasirenosti virusnih bolesti enzootskog potencijala kod divljih svinja

(Sus Scrofa) i analiza rizika u regionu centralne Srbije
Rezime

U ovoj disertaciji ispitano je prisustvo i raSirenost virusnih bolesti enzootskog
potencijala kod divljih svinja kao i analiza rizika od Sirenja bolesti sa divljih na domace
svinje. IstraZivanjem su obuhvacene divlje svinje iz 10 okruga centralne Srbije:
beogradskog, borskog, branicevskog, moravickog, pomoravskog, rasinskog, raskog,
Sumadijskog, zajeCarskog i zlatiborskog.

Za utvrdivanje prisustva virusnih bolesti kod divljih svinja ispitano je po 200 uzoraka
krvnih seruma za svaku godinu u periodu od 2012. do 2014. na prisustvo specifi¢nih
antitela protiv virusa reproduktivnog i respiratornog sindroma svinja (Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus - PRRSV), Aujeckijeve bolesti
(Pseudorabies virus - PRV), parvovirusa svinja (Porcine Parvovirus - PPV), cirkovirusa
2 svinja (Porcine Circovirus 2 - PCV2), virusa influence svinja (Swine Influenca Virus) i
virusa  transmisivnog  gastroenteritisa/respiratornog  Coronavirusa svinja
(TGEV/PRCV). Ustanovljeno je da su Aujeckijeva bolest, parvoviroza i cirkoviroza tip 2
enzootske bolesti kod divljih svinja: prosecna seroprevalencija za tri godine je najvisa
za Aujeckijevu bolest (66%), zatim za PPV (47%) i PCV2 infekciju (16%). Ispitivanjem
nivoa i odnosa IgG i IgM antitela, utvrdena je aktivna PCV2 infekcija u rasinskom i
zlatiborskom okrugu. Buduci da je serokonverzija kod mladih divljih svinja otkrivena
tek u 2014. godini, pretpostavlja se da je u zlatiborski okrug PCV2 unet tek 2014.
godine. Ispitivanjem krvnih seruma, ustanovljeno je da je populacija divljih svinja sa
podrucja 10 ispitanih okruga slobodna od PRRS-a, influence svinje i TGE/PRCV
infekcije.

Za dokazivanje uzroc¢nika navedenih bolesti, ispitano je 50 uzoraka organa divljih
svinja koje su pokazivale znakove bolesti. PCR metodom dokazano je prisustvo
genoma virusa Aujeckijeve bolesti kod 13 divljih svinja. Na ¢elijskoj liniji PK15, virus

je izolovan iz 4 uzorka. Filogenetskom analizom nukleotidnih sekvenci za tri gena, us4,



us9 i ul49,5, utvrdena je srodnost virusa Aujeckijeve bolesti izolovanih iz domacih
Zivotinja i divljih svinja, ali i razli¢ito poreklo ovih virusa. Uz to, ustanovljeno je da je
soju i da ne potiCe od vakcinalnog Bartha soja. Na osnovu seroloskih i virusoloskih
ispitivanja i podataka o starosti divljih svinja, pretpostavlja se da je infekcija virusom
Aujeckijeve bolesti u branicevskom i zajecarskom okrugu u periodu uzorkovanja bila
aktivna i uzrok ispoljenih znakova bolesti (depresija, oteZano disanje, gubitak straha
od ljudi). IstraZivanjem odnosa pojave bolesti i gustine populacija divljih i domacih
svinja, utvrdena je pozitivna korelacija izmedu seroprevalencije Aujeckijeve bolesti i
gustine populacije divljih svinja. Pokazano je da, pored gustine populacije, pol i starost
zZivotinja uticu na pojavu Aujeckijeve bolesti Sto je u skladu sa razli¢itim nacinom
Zivota solitarnih muZzjaka i Zenki koje Zive u grupama.

Budu¢i da su Aujeckijeva bolest, PPV i PCV2 infekcije dokazane kod divljih svinja,
izvrSena je analiza rizika od prenosSenja uzrocnika ovih bolesti sa divljih na domace
svinje. Visok rizik za Sirenje Aujeckijeve bolesti je utvrden u borskom, raskom i
zlatiborskom okrugu dok je rizik u ostalim okruzima srednji. Rizik od prenoSenja PPV
infekcije je visok za zajecarski okrug i srednji za ostala podrucja, dok je rizik od Sirenja
PCV2 infekcije sa divljih na domace svinje za sve okruge umeren.

Rezultati ovog istrazivanja predstavljaju doprinos poznavanju epizootioloSke situacije
kod divljih svinja, koja se, s obzirom na odsustvo influence svinja, TGE/PRCV infekcije
i PRRS-a, i stabilno stanje Aujeckijeve bolesti, parvoviroze i cirkoviroze tip 2, u
ispitivanom periodu moZe smatrati povoljnom.
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Prevalence of Enzootic Viral Disaeses in Wild Boar (Sus Scrofa) and risk analysis

for Central Serbia Region

Abstract

In this doctoral thesis, we investigated prevalence of Enzootic Viral Diseases in Wild
Boar. For established diseses, risk analysis was further performed. This investigation
included 10 regions from central Serbia: Beogradski, Borski, Branicevski, Moravicki,
Pomoravski, Rasinski, Raski, Sumadijski, Zajecarski and Zlatiborski.

For each of three years in the period 2012-2014, 200 serum samples were selected for
testing on Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV),
Pseudorabies virus (PRV), Porcine Parvovirus (PPV), Porcine Circovirus 2 (PCV2),
Swine Influenca Virus (SIV), and Transmissible Gastroenteritis/Porcine Respiratory
Coronavirus (TGEV/PRCV) specific antibody. It was shown that PRV, PCV2 and PPV
infections are enzootic diseases in wild boar: average seroprevalence for three years
was highest for PRV infection (66%), then for PPV (47%) and PCV2 infection (16%).
Evaluating level and relation between IgG and IgM antibodies, active PCV2 infection
was discovered in Zlatiborski and Rasinski region. Since seroconversion in young
animals occurred in 2014, we presume that PCV2 entered zlatiborski region in this
year. Serology results showed that in this period and regions, wild boar were free
from SIV, PRRS and TGE/PRC infections.

In order to detect causal agents, 50 tissue samples originated from wild boars
showing signs of illness were tested. Genome of PRV was detected in 13 samples. PRV
was isolated on PK15 cell line from 4 samples. Phylogenetic analysis based on three
partial sequences for us4, us9 and ul49,5 showed close relationships between PRV
isolates from domestic animals and wild boars, but different origin of these viruses.
Isolates from wild boar showed the highest similarity to high pathogenic Kaplan
strain, and excluded possible origin from vaccinal Bartha strain. Combining laboratory
results and age of positive wild boars, it was presumed that Aujeszky's disease virus

infection was active in branicevski and zajecarski region and the cause of illness of



wild boars which had manifested depression, dyspnea, no fear from humans. Positive
correlation between prevalence and population density was determined for
Aujeszky's disease. Also, Aujeszky's desease was dependent on sex and age of wild
boars, what was related to different lifestyles of males and females.

Since PRV, PCV2 and PPV were present in wild boar, risk analysis for these three
diseases was performed. High risk of spreading Aujeszky's disease from wild to
domestic pigs was estimated for raski, zlatiborski and borski region, but medium for
the rest of regions. Risk of PPV spreading was estimated as highest for zajecarski and
medium for 9 other regions. PCV2 risk for all regions was medium.

This work is a contribution to knowledge of epizootic situation in wild boar, which is,

based on our results, favourable.
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1.UVOD

Bolesti koje se danas smatraju novim i prete¢im proisticu iz sloZzenog odnosa izmedu
ljudi, domacih i divljih Zivotinja. Za proucavanje njihovog nastanka, prenoSenja i
Sirenja potrebno je utvrditi vezu ova tri ucesnika.

Infektivne bolesti mogu uticati na divlje Zivotinje tako $to smanjuju njihovu brojnost
do nivoa da, udruzene sa drugim faktorima, postaju ugrozene. Ukoliko se infektivne
bolesti posmatraju kao pretnja ocuvanju vrsta, onda biodiverzitet moZe biti sacuvan
sprecavanjem njihovih pojava.

Tri Cetvrtine svih pretecih infektivnih bolesti ljudi su zoonoze. Ve¢ina njih potice od

divljih Zivotinja.




Divlje Zivotinje su rezervoari i nezoonoznih bolesti koje mogu uticati na stocarsku
proizvodnju i ekonomiju zemalja.

Porast ucestalosti pojavljivanja pretec¢ih bolesti kod divljih Zivotinja otvara nova
pitanja o njihovoj patogenezi i epizootiologiji i predstavlja prioritet za iznalaZenje
efikasnih mera kontrole i suzbijanja. Ovo podrazumeva potrebu za nadzorom
infektivnih bolesti kod divljih Zivotinja novim i efikasnijim metodama kojima se
omogucava analiziranje i mapiranje rizika od prenoSenja bolesti izmedu divljih i
domacih zivotinja i ljudi.

Mere koje preduzimaju ljudi u cilju nadzora i upravljanja infektivnim bolestima divljih
Zivotinja ne smeju da se negativno odrazavaju na biodiverzitet i zdravlje Zivotinja, ve¢
suprotno, treba da deluju sinergistic¢ki na njihovo oc¢uvanje.

U prirodi, lokalizacija i pojava bolesti je odredena faktorima:

1. povezanim sa domacinom,
2. povezanim sa uzroc¢nikom i
3. sredine (klima, topografija, zemljiSte, voda, bioticki faktori-flora i fauna).

Karakterizacija uslova sredine skopcanih sa pojavom i Sirenjem bolesti je vazan
elemenat epizootiologije zaraznih bolesti divljih Zivotinja. Pracenje infektivnih bolesti

kod divljih Zivotinja se sprovodi u cilju:

1. utvrdivanja rizika od prenosenja bolesti na domace Zivotinje,
2. potvrde odsustva bolesti i
3. otkrivanja zoonoza.

Posedovanjem informacija o prisustvu, raSirenosti i trendu pojavljivanja zaraznih
bolesti kod divljih Zivotinja omogucava se upravljanje rizikom od njihovog prenoSenja,
predvidanje prostornog i vremenskog Sirenja, kao i otkrivanje nacina na koji se one
Sire. Upoznavanje epizootioloske situacije treba da prethodi i bude osnova za
donoSenje odluka o znacaju i potrebi uvodenja programa prismotre ili eradikacije

zaraznih bolesti.



Divlje svinje su prijemcive za Sirok spektar infektivnih i parazitskih bolesti. Neke od
njih su ograni¢ene samo na vrstu Sus Scrofa, ali ve¢ina ih je zajednicka za druge
Zivotinjske vrste i ljude.

Bolesti prisutne kod divljih svinja predstavljaju poseban problem u zemljama koje
pokuSavaju da iste iskorene kod domacih svinja. Za pojedine infektivne bolesti
prisutne kod divjih svinja, domace svinje i ljudi pokazuju izuzetnu prijemcivost usled
nedostatka prethodno ste¢enog imuniteta.

Posle klasi¢ne kuge svinja koja je iskorenjena kod domacih svinja u Evropskoj uniji i
africke kuge koja predstavlja ozbiljnu pretnju, a posebno posle prvog slucaja kod
domacih svinja u zemljama Baltika i Poljskoj u 2014. godini, reproduktivni i
respiratorni sindrom svinja (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome -
PRRS), Aujeckijeva bolest (Morbus Aujeszky - MA, Pseudorabies - PRV), parvovirusna
(PPV) infekcija, cirkovirusna infekcija (PCV2), influenca svinja i transmisivni
gastroenteritis/respiratorna Coronavirusna (TGE/PRCV) infekcija, najvaznije su
virusne bolesti domacih svinja koje pogadaju savremenu proizvodnju. Ove bolesti
pored toga Sto dovode do velikih direktnih i indirektnih Steta, znacajno uti¢u na
dobrobit i zdravlje svinja.

PRRS i PPV infekcija su uzrocnici reproduktivnih poremecaja. NajceS¢e manifestacije
ovih infekcija su abortusi, neplodnost krmaca, mumifikacija fetusa, radanje slabo
vitalne prasadi itd.

PCV2 infekcija, PRRS i influenca su najvazZniji uzrocCnici respiratornih bolesti kod
prasadi i svinja u tovu. Transmisivni gastroenteritis uzrokuje visok morbiditet i
mortalitet prasadi joS od prvog dana rodenja.

Precizni i sistematizovani podaci o stopi infekcije ovim virusima domacih svinja u
Srbiji, izvorima infekcije, prenoSenju sa divljih na domace i u obrnutom smeru,
prostorna i vremenska distribucija nisu dostupni. Takode, epizootioloska situacija kod
divljih svinja, osim klasi¢ne i africke kuge svinja i delimi¢no Aujeckijeve bolesti, nije

istrazena.



Domace Zivotinje, koje se i dalje u najvecoj meri drZze ekstenzivno i na otvorenom, u
direktnoj su vezi sa divljim Zivotinjama. Iako se ne zna dovoljno, postoji nekoliko
primera o direktnom prenoSenju bolesti sa divljih na domace svinje: klasicna kuga
svinja u Nemackoj, africka kuga svinja na Sardiniji, Aujeckijeva bolest u Francuskoj.
Opisani su slucajevi prenoSenja virusa Aujeckijeve bolesti sa divljih svinja na goveda
gde se pretpostavlja da su hrana i kontaminirani pasnjaci bili izvor infekcije.

Za spreCavanje kontakata izmedu divljih i domadih Zivotinja primenjuju se
biosigurnosne mere, kao Sto su funkcionalno i teritorijalno razdvajanje, ali je njihova
efikasnost u praksi Cesto nedovoljna, uglavnom zbog specifi¢nosti naina prenoSenja
bolesti. Ove mere su najdelotvornije za bolesti koje se prenose polnim putem, a
najmanje za aerogene infekcije.

Populacija divljih svinja u Evropi je u stalnom porastu. Smatra se da su blage zime i
dobar rod zZira poslednjih godina, veoma intenzivna poljoprivredna proizvodnja i
prihranjivanje razlozi porasta broja divljih svinja. Dostizanje rizicne gustine
populacije u pojedinim podrucjima, moglo bi omoguciti nekim bolestima kao Sto je
klasi¢na kuga svinja da opstanu kod divljih svinja u duZzem vremenskom periodu Sto bi
predstavljalo posebnu pretnju domacoj proizvodnji.

Sa povecanjem broja Zivotinja, povecava se i broj efikasnih kontakata izmedu divljih i
domacih svinja koji na indirektan nacin uticu na izloZenost ljudi patogenima iz divljih
Zivotinja.

Divlje svinje su sedentarne Zivotinje. Medutim, u ekstremnim uslovima i pod lovnim
pritiskom, one mogu prelaziti razdaljine od 250 km. Ipak, ovakvi slucajevi su
pojedinacni i retki.

Disperzija divljih svinja je u negativnoj korelaciji sa gustinom, ali je prevelika gustina
upravo razlog napustanja jednog i osvajanja novog stanista.

Vecina gazdinstava u Srbiji gaji svinje na tradicionalan nacin gde je biosigurnost na
veoma niskom nivou. Svinje se ¢esto drze na otvorenom, u loSe ogradenim prostorima

koji omogucavaju lak kontakt sa divljim svinjama. Za divlje svinje, ovakva gazdinstva



su izvor hrane, a Cesti su slucajevi legala iz direktnog ukrStanja divljih i domacih
svinja.

Razmenjivanje zaraznih bolesti zasigurno se deSava izmedu domacih i divljih
Zivotinja, ali se jo$ uvek ne znaju svi mehanizmi i nacini prenoSenja.

Zbog navedenog, odlucili smo da izvrSimo ispitivanja prisustva virusnih bolesti kod
divljih svinja u Srbiji kojima bismo dobili osnovne informacije o epizootiolo$koj
situaciji, njihovoj rasSirenosti i trendu pojavljivanja u trogodiSnjem periodu od 2012.
do 2014. godine. Dobijeni rezultati su iskoriS¢eni za procenu rizika koji divlje svinje
predstavljaju za domace i doprineli razumevanju pojave i odrzavanja virsnih bolesti

kod domacih svinja.



2. PREGLED LITERATURE

2.1.0 DIVLJIM SVINJAMA

Divlja svinja je sisar is roda Sus i familije Suidae, jedna od najrasprostranjenih vrsta
sisara na svetu. One su krupne Zivotinje, preci danasnjih domacih svinja.
Duga i izraZena glava, kratka njuska, zaobljena leda, duge noge, braon do crna boja

krzna su osnovne karakteristike ove vrste, slika 1 [1].
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Slika 1: Divlja svinja (Sus Scrofa)
(fotograf: Lewis Thompson http://www.ltimages.co.uk/ Lokacija: Forest of Dean,
Engleska)
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Opisane su 23 podvrste divljih svinja koje se medusobno mogu ukrstati i davati
potomstvo. U Evropi, zapadnoevropske divlje svinje su manje od isto¢noevropskih kao
$to su i severnoevropske vece od juZnoevropskih. Uobicajeno se zapadnoevropske
divlje svinje opisuju kao male, svetlog krzna i sa tamnim ¢ekinjama na uSima, nogama,
njusci i repu. Istocnoevropske divlje svinje su vece i uglavnom crnog krzna. Muzjaci i
zenke su sli¢nog izgleda s tim da su muzjaci stariji od 2 godine znacajno krupniji od

zenki i dobijaju kljove [2].


http://www.ltimages.co.uk/

Pored fenotipskih razlika, zapadno i istocnoevropske divlje svinje se razlikuju i po
broju hromozoma. Ve¢ina divljih svinja koje Zive u Spaniji i Francuskoj poseduju 36
hromozoma, a u ostatku Evrope 38, bas kao i domace svinje [3]. UkrStanjem Zivotinja
sa 36 i 38 hromozoma dobija se plodno potomstvo sa 37 hromozoma [4].

Divlje svinje imaju izuzetno razvijeno culo sluha i culo mirisa, dok je culo vida slabije
razvijeno. Veoma su glasne Zivotinje koje groktanjem i rikom medusobno
komuniciraju. Kada su uplaSene ili uznemirene glasno duvaju kroz nos frkéu¢i, kada su

povredene cvile, a kada su zadovoljne tiho grok¢u.

2.1.1. GEOGRAFSKA RASPROSTRANJENOST DIVLJIH SVINJA
Divlje svinje su domorodacke vrste Evrope i severne Afrike, slika 2.

i Teritorija koju naseljavaju divlje svinje

B Podrugja sa kojih su divlje svinje izumrle

M Podrugja koja su vestackim putem naseljena nakon izumiranja divljih svinja
M Podrudja vestacki naseljena divljim svinjama

Slika 2: Geografska rasprostranjenost divljih svinja [1]

Naseljavaju teritoriju od mediteranskog basena preko Indije i jugoistocne Azije do
Japana, Sri Lanke, Jave, Tajvana, Koreje i Malezije [2]. Ranije su divlje svinje Zivele u

Egiptu, Libanu, na britanskim ostrvima i Skandinaviji, ali su izumrle. Ipak, britanska



ostrva i Skandinavija su svoje teritorije vestackim putem ponovo naselile divljim
svinjama [1]. Pored toga, divlje svinje su vestacki naseljene i u druge delove sveta kao
Sto su Amerika, Karibi, subsaharsko podrucje, Australija, Novi Zeland i Indonezija [1].
Siroka rasprostranjenost divljih svinja je rezultat njihove nespecifi¢ne ishrane i
relativno visoke plodnosti i brojnog potomstva [5].

Broj divljih svinja se konstantno povecava poslednjih decenija pretezno u
kontinentalnoj Evropi i Rusiji [6] delom zbog odsustva predatora kao Sto su mrki
medved i vuk, a delom zbog veStackog prihranjivanja, razvijene poljoprivrede i gajenja
kultura koje divlje svinje rado koriste u svojoj ishrani, visoke plodnosti itd. [7].
Gustina populacije divljih svinja u Evropi se procenjuje na ispod 5 Zivotinja na km? [8].
Kao vrsta sa najviSom stopom reprodukcije, populacija divljih svinja moZe da se

poveca za 150% tokom samo jedne godine.

2.1.2. ISHRANA DIVLJIH SVINJA
Divlje svije su oportunisticki svastojedi. Postoji sezonska i regionalna raznolikost u

ishrani, zavisno od dostupnih hraniva [9].

Grada digestivnog sistema im omogucava da maksimalno koriste hranjive materije iz
hrane. Uz to, poseduju i ogromnu sposobnost Cuvanja energije u obliku masnih
naslaga Sto im omogucava da preZive sezone kada nema dovoljno dostupne hrane.
Divlje svinje konzumiraju najvise biljke - do 90%, dok Zivotinjska hrana zauzima 10%
u njihovoj ishrani.

Genov [10] je pokazao da u ishrani divljih svinja u Poljskoj biljna hraniva zauzimaju
91%, a animalna 9%. Od biljaka, divlje svinje najviSe konzumiraju kultivisane vrste
kao $to su krompir i kukuruz, a od Zivotinja najviSe jedu Zabe, miSeve i mladunce
ptica. Ishrana divljih svinja zavisi i od godisnjeg doba. U juZnoj Francuskoj, u ranu
jesen najvise jedu sveZe voce, semenje i Zitarice, a kasnije tokom jeseni i zime korenje i

bobicavo voce [11].



Ipak, energetski bogata hrana kao $to su Zir hrasta ili bukve je omiljena hrana divljih
svinja zbog ¢ega su spremne da predu 100-150 km da bi je pronasle i zadovoljile svoje

potrebe za energijom.

2.1.3. STANISTE I PONASANJE DIVLJIH SVINJA
Zbog izrazene prilagodljivosti, divlje svinje nastanjuju razlicite terene, od polupustinja

do tropskih Suma i nadmorskih visina ¢ak do 2400 m. Izbegavaju otvorene prostore i
uvek biraju mesta sa dostupnom vodom i zastitom pod kroSnjama drveca [1].
Divlje svinje Zive u manjim grupama okupljenim oko dve ili tri reproduktivno
sposobne Zenke i njihovih mladunaca koji ¢ine centar grupe. Na rubu grupe se nalaze
mlade i jedinke iz proSlogodisnjih legala. Veli¢ina grupa je uobicajeno izmedu 6 i 30
divljih svinja.

Zreli muZjaci su u blizini grupe samo tokom sezone parenja. Van sezone parenja oni
Zive usamljenickim Zivotom toleriSuci druge muZjake, Sto nije slucaj u sezoni kada se
bore za Zenke. RazliCite grupe Zenki koegzistiraju na istoj teritoriji, ali cuvaju svoju
socijalnu pripadnost.

Struktura grupe se menja sa dolaskom i odlaskom plodnih Zenki, migracijom svinja
pred polnom zrelo$¢u i dolaskom seksualno aktivnih muzjaka i zrelih Zenki koje jos
nisu imale leglo.

Divlje svinje su no¢ne Zivotinje. U Nacionalnom parku Marema u Italiji primeceno je
da divlje svinje postaju aktivne pre zalaska sunca pa neposredno do islaska sunca, ali
aktivnost ne izostaje ni tokom dana [12].

Vecinu vremena divlje svinje provode u potrazi za hranom. Pored toga, kaljuzanje je
radnja koju redovno koriste za rashladivanje i uklanjanje parazita. Svoju teritoriju
obeleZavaju ostavljajuc¢i miris na stablima drveca trljajuci se o njih kao i u barama za
kaljuZanje [1].

Divlje svinje ispoljavaju agresivno, antipredatorsko ponasanje. Sposobne su da ubiju
svoje predatore kljovama, a takode napadaju i u grupama. Agresivnost je izraZenija

kada divlje svinje Stite mladunce [1].



2.1.4. RAZMNOZAVANJE DIVLJIH SVINJA
Divlje svinje su sezonski poliestricne Zivotinje. Kod evropskih divljih svinja okidac¢ za

pocetak sezone parenja i proizvodnju testosterona je kratka obdanica. Tokom trajanja
sezone parenja i najvece produkcije testosterona, jedan divlji nerast je odbijao da jede
6 sedmica i izgubio 25% teZine [13]. Dominantan muzjak je otac najveem broju
mladunaca. MuzZjaci mogu da se pare sa Zenkama preko cele godine, ali im je aktivnost
ipak najniza kada su obdanice najduze. Tokom sezone parenja, muzjaci se prikljucuju
grupi Zenki, medusobno se tuku za dominaciju, a mladi muZjaci iz poslednjeg legla
bivaju oterani iz grupe.

Divlje krmace imaju ciklus koji traje 21 dan, od jeseni do juna/jula kada postaju
anestricne sve do naredne jeseni. Anestrija nastaje kao posledica laktacije ili, rede,
zbog novog graviditeta. Pocetak jesenjeg estrusa uslovljen je lako dostupnom hranom,
kratkom obdanicom i endokrinim mehanizmima [3].

Graviditet krmace traje 115-120 dana, a u Evropi se prasad radaju najc¢es¢e izmedu
februara i maja. Dok drugi papkari radaju mladunce u relativno kratkom vremenskom

razdoblju, divlje krmace se prase u periodu od 6 meseci (slike 3 i 4).

JANUAR | FEBRUAR | MART | APRIL | maj | jun | juL | AvGusT | SEPTEMBAR | OKTOBAR | NOVEMBAR | DECEMBAR
GRAVIDITET GRAVIDITET
PRASENJE
LAKTACIJA
ODBIJANJE
PRASADI
| LETNJA ANESTRIJA

Slika 3: Zivotni ciklus odrasle krmade

JANUAR | FEBRUAR | MART APRIL MA] JUN JUL AVGUST | SEPTEMBAR OKTOBAR NOVEMBAR DECEMBAR

GRAVIDITET

PRASENJE

LAKTACIJA

ODBIJANJE PRASADI

Slika 4: Zivotni ciklus nazimice
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Krmace se prase u brlozima sa pogledom na otvoreni prostor. Legla su obicno veli¢ine
4-6 prasadi. Broj prasadi u leglu je u direktnoj vezi sa geografskom Sirinom [14].
Uocen je porast broja prasadi za 0,15 prasadi po stepenu geografske Sirine odnosno
jedno prase na 6,6 stepeni geografske Sirine. Jedno od obrazloZenja za ovakvu pojavu
je ishrana divljih svinja koja je zimi na ve¢im geografskim Sirinama siromasna S$to
nepovoljno uti¢e na reprodukciju [14].

Boitani i sar. [6] su uoCili da velicina legla zavisi od teZine krmace, ali ne i od starosti.
Ishrana krmace je od presudnog znacaja za plodnost. U odsustvu hrastovog i bukvinog
Zira nisu retki reproduktivni poremecaj koji traju sve dok ne stigne Sirokolisna trava.
Mladunci se radaju sa prugastim krznom koje postaje homogene boje sa 5 meseci
starosti. Rijanje je radnja koju vrlo brzo savladaju dok se termoregulacija uspostavlja
tek sa 1 mesecom starosti. Prasad napustaju brlog i prate majku od 2. sedmice
starosti. U 4. i 5. sedmici ¢erka krmaca iz prethodnog legla dovodi svoje mladunce i od
tada deli brlog sa majkom i njenim novim leglom.

Krmace u potpunosti odbijaju prasad sa 3-4 meseca starosti.

U pubertet ulaze sa 8-24 meseca, u zavisnosti od spoljasnjih faktora. Razlika u tezini
izmedu muzjaka i Zenki postaje uocljiva sa 18 meseci kada Zenke prestaju da dobijaju
na teZini i zadrzavaju se na 50 kg, a muZjaci nastavljaju da se goje, sve do 90 kg u
kasnijim godinama. Divlje svinje mogu Ziveti do 12 godina [15], a gde se love prosecan
zivotni vek je 23 meseca. Najveéi mortalitet kod divljih svinja je u toku prve dve
godine Zivota, a najkriti¢niji period za preZzivljavanje su prva 3 meseca Zivota i jesenji

period.

2.1.5. TERITORIJALNOST I RASELJAVANJE DIVLJIH SVINJA
Velic¢ina teritorije divljih svinja zavisi od dostupnosti hrane, vode i skrovitih mesta.

Boitani i sar. [12] su utvrdili da se povrSina teritorije divljih svinja u Italiji kre¢e od 1,1
do 3,9 km?2 u Sumovitim krajevima. Divlje svinje imaju mala skrovita mesta u koja se
uvek vracaju nakon obroka ili nakon noénog traZenja hrane. Teritorije razliCitih grupa
se preklapaju, narocito zimi, ali skrovita mesta za odmor nikada. Teritorija muzjaka se

moze preklapati sa teritorijom za odmor Zenki ukazuju¢i da su muZjaci
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najzainteresovaniji za teritoriju na kojoj borave Zenke [12]. Teritorija Zenki je
skrovitija od teritorije muZzjaka.

Spitz i Janeau [16] su, posmatrajuci divlje svinje u juznoj Francuskoj, opisali dve vrste
njihovog kretanja. Kretanje sporije od 1 km/h koje odgovara hranjenju, kaljuZanju,
istraZivanju, obeleZavanju teritorije i kretanje brze od 2 km/h pri beZanju, ili kada
nerast ili krmaca sa prasadima napusta teritoriju na kojoj se hrane i idu ka teritoriji za
odmor. Brzina kretanja divljih svinja se povecava sa porastom spoljasSnje temperature.
Takode, padavine uti¢u na kretanje, ubrzavajuci ga tokom toplih meseci i usporavajuci
preko zime.

Divlje svinje primenjuju strategiju raseljavanja ¢ak i pre nestanka hrane sa jednog
lokaliteta. Interesantno je da ovu strategiju uobic¢ajeno primenjuju mali sisari, a ne
divlji papkari [17].

Divlje svinje se raseljavaju kada su u fizicki dobroj kondiciji i kada je mortalitet
posledi¢no nizak [17]. Raseljavaju se individualno ili u grupi, a najcesc¢e se sele odrasli
muZjaci ili muZjaci i Zenke dvogodisnjaci.

Preseljavanja se najceSce vrse koris¢enjem prirodnih puteva.

Divlje svinje su dobri plivaci; zabeleZeno je da je jedna svinja preplivala reku Siroku
700 m [18]. Isti autori su zabelezili da je jedna divlja svinja u Poljskoj presla ¢ak 250

km u potrazi za novim, odgovaraju¢im stanistem.
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2.2.VIRUSNE BOLESTI DIVLJIH SVINJA ENZOOTSKOG POTENCIJALA

Divlje svinje obolevaju od istih zaraznih bolesti kao i domace svinje: mnoge virusne
bolesti domacih prisutne su i kod divljih svinja koje su ujedno i rezervoari infekcije.

NajvaZnije medu njima su klasi¢na i africka kuga svinja.

Klasi¢na kuga svinja je virusna bolest koja se veoma dugo, u malim ZariStima, moZe

odrZavati u divljim svinjama preteci da se prenese na domace svinje [19].

Africka kuga svinja je relativno nova bolest na evroazijskom kontinentu jer je
poslednji put iz Afrike preneta u Gruziju 2007. godine odakle se veoma brzo raSirila u
zemljama Kavkaza, Rusije, Belorusije i Ukrajine. U 2014. godini otkriveni su i prvi
slucajevi africke kuge u Evropskoj uniji kod divljih svinja, prvo u Litvaniji, a zatim u
Poljskoj, Letoniji i Estoniji. Utvrdeno je da se africka kuga svinja kod divljih svinja Siri
lokalno i nezavisno od izbijanja kod domacih svinja. Takode, nije utvrdena ni
zavisnost izmedu gustine populacije divljih svinja i izbijanja bolesti. Ipak, svi slucajevi

kod domacih svinja su zabeleZeni u krajevima pogodnim za Zivot divljih svinja [20].

Poznato je da bolesti uti¢u na populacionu dinamiku divljih Zivotinja, ali efekti vecine

------

Aujeckijeva bolest, PPV i PCV2 infekcija, influenca svinja i TGE/PRCV infekcija, na

evropsku divlju svinju nisu poznati.
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2.2.1. REPRODUKTIVNI I RESPIRATORNI SINDROM SVINJA (PRRS)

Reproduktivni i respiratorni sindrom svinja je veoma zarazno virusno oboljenje svinja
koje se manifestuje reproduktivnim poremecajima kod krmaca i respiratornim

poremecajima kod prasadi.

2.2.1.1 GEOGRAFSKA RASPROSTRANJENOST
PRRS je prvi put otkriven u Severnoj Americi 1987. godine, a zatim 1989. u Japanu i

1990. u Nemackoj, da bi danas jedino Australija, Novi Zeland, Finska, Norveska,
Svedska, Svajcarska i neke juZznoameri¢ke zemlje ostale zemlje slobodne od ove
bolesti, slika 5 [21]. Otkada je otkrivena, bolest je postala enzootska na globalnom
nivou sa sporadi¢nim pojavljivanjem u formi teSke klinicke slike sa visokim
morbiditetom i mortalitetom. Postoje dokazi da se PRRS pojavljivao i pre 1987. u
Severnoj Americi i pre 1990. u Evropi. U arhivskim uzorcima krvnih seruma iz isto¢ne

Nemacke iz 1988. godine dokazana su antitela protiv virusa PRRS-a [22].

Tip 2
2222 | Tip 1

Slobodni od PRRS

Tip 2
Tip 1
L.
é:
rh
[ stobodni od PRRS | o o |

’ Slobodni od PRRS

Tip 1 = evropski
Subtip I: zapadna Evropa
Subtipovi II-IV: isto¢na Evropa
Tip 2 = severnoamericki

Slika 5: Rasprostranjenost PRRS-a u svetul

1 Preuzeto sa http://www.prrscontrol.com
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2.2.1.2 ETIOLOGIJA
Virus reproduktivnog i respiratornog sindroma svinja (PRRSV) je uzro¢nik istoimenog

oboljenja svinja. Ovaj virus je prvi put izolovan u Evropi 1991. godine, u Holandiji,
kada je nazvan ,Lelistad virus“, a zatim 1992. u SAD-u [21]. Virus PRRS-a je
klasifikovan u red Nidovirales i familiju Arteriviridae, zajedno sa virusom virusnog
arteritisa konja (EVA), laktat dehodrogenaza virusom misSeva (LDV) i virusom
hemoragi¢ne groznice majmuna (SHFV) [23]. Smatra se da je virus PRRS-a upravo
nastao u centralnoj Evropi, u divljim svinjama koje su se hranile miSevima obolelim od
LDV [24]. Kao i ostali clanovi ove familije, virus poseduje jednolancanu RNK
pozitivnog polariteta, veli¢ine oko 15 kb koja sadrZi najmanje 10 otvorenih okvira
Citanja (ORF) [23].

ORFla i ORFlb se nalaze na 5 kraju RNK i kodiraju replikazu koja se
autoproteolitickim putem cepa u 13 manjih nestrukturnih proteina ukljucuju¢i i RNK
polimerazu. ORF2a, ORF2b i ORF3-7 kodiraju strukturne proteine GP2a, 2b, GP3, GP4,
M i N protein. GP5 protein koji kodira ORF5 je osnovni protein omotaca, odgovoran za
ulazak virusa u celije.

Zbog izrazitih genetskih razlika (60% homologije), virusi PRRS-a su podeljeni u dva
tipa - tip 1 u koji su smeSteni virusi izolovani u Evropi i tip 2 gde se nalaze
severnoamericki virusi PRRS-a [25]. Ovakvu podelu donedavno je pratila i geografska
distribucija, medutim, poslednjih godina u Evropi, pored tipa 1, u Poljskoj, Danskoj,

Nemackoj i Madarskoj otkriveni su i virusi izolovani u Severnoj Americi.

2.2.1.3 EPIZOOTIJSKI PROCES
Virus PRRS-a je ekskluzivan virus domacih i divljih svinja i nije dokazan kod drugih

vrsta. Kod domacih svinja se Siri veoma brzo tako da Citava farma bude zaraZena u
roku od 2 do 3 meseca tokom kojih 85-90% Zivotinja postane seropozitivno. Gustina
populacije na farmi i samih farmi medusobno uti¢e na brzinu Sirenja virusa [26].

Vecina zapata domacih svinja je enzootski zarazena. Samo mali broj zapata se nalazi u
prolaznoj, akutnoj fazi infekcije koje se ponavljaju svakih 2-4 meseca nakon Cega sledi

povratak na redovno stanje (enzootska faza).
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Seroprevalencija na nivou zapata varira i zavisi od brojnih faktora kao Sto su tip
farme, gustina svinja na farmi, veli¢ina zapata itd. Neki autori su pokazali da se
serokonverzija najceS¢e deSava kod prasadi stare 8-14 nedelja, da bi do kraja tova 80-
100% svinja bilo seroloski pozitivno, ali uz razli¢it procenat viremicnh Zivotinja.
Smatra se da je u podrué¢jima koja su gusto naseljena svinjama u SAD-u, 60-80%
zapata zaraZeno virusom PRRS-a [27].

Svinje se mogu zaraziti ovim virusom na viSe nacina - oralnim, intranazalnim,
intramuskularnim, intraperitonealnim i vaginalnim putem. Virus se primarno
replikuje u makrofagima posle ¢ega sledi perzistentna viremija. Uprkos intenzivnoj
replikaciji u respiratornom traktu, prenoSenje aerosolom se ne smatra primarnim, ve¢
se u vecini slucajeva virus prenosi u direktnom kontaktu medu svinjama [26]. Kako se
virus moZe izluCivati spermom bez viremije, a uz prisutna neutralizaciona antitela,
evidentno je da se replikacija odigrava i u drugim tkivima osim tkiva respiratornog
trakta. Trajanje viremije je identi¢no kod nerastova i krmaca, ali svakako krace nego
kod mladih Zivotinja. Razlog ove pojave je zreo imuni sistem odraslih Zivotinja koji
omogucava uklanjanje virusa iz organizma za kra¢e vreme. Humoralni imunoloski
odgovor nastaje nedelju dana od infekcije sa maksimalnim titrom antitela oko 30.
dana od inficiranja [28].

Virus se izlucuje pljuvackom, nosnim iscetkom, urinom, fecesom, mlekom i spermom.
Danas se zna da je primaran problem za kontrolu PRRS-a veoma lako prenoSenje
virusa Cak i na globalnom nivou. Period izlu¢ivanja moZe biti veoma dug [29].

Pokazano je da se virus moZe izlucivati ¢ak 157 dana nakon infekcije [30].

2.2.1.4 KLINICKA SLIKA I PATOMORFOLOSKE PROMENE
Kod gravidnih krmaca, period gestacije u kojem je infekcija nastala ima presudan

uticaj na sam ishod infekcije. S obzirom na to da virus do 72. dana gestacije ne prolazi
transplacentarnu barijeru, infekcije koje nastaju kasnije dovode do intrauterine
infekcije fetusa i do abortusa. Mumificirani plodovi, prevremeno ili zakasnelo
praSenje, istovremeno praSenje mrtve i Zive, najCeSCe slabo vitalne prasadi i

mrtvorodenja se pripisuju infekciji virusom PRRS-a [31].
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Kod nerastova su naj¢e$¢i simptomi anoreksija, letargija i smanjen libido, mada su
zabeleZeni i slucajevi poremecaja kvaliteta sperme, pokretljivosti spermatozoida i
smanjen broj spermatozoida sa normanim akrozomom [32].

Kod prasadi, klju¢ne manifestacije infekcije virusom PRRS-a su respiratorni
poremecaji u kojima dominira intersticijalna pneumonija. Krajnji ishod zavisi
uglavnom od komplikovanja sekundarnim infekcijama i virulencije samog virusa koju
pojacava dejstvo stresa. Infekcija prasadi se najCeSce dogada kada iz cirkulacije
nestanu zastitna maternalna antitela. Pneumonija nastaje za 3 do 28 dana od infekcije,
a najteza klinicka slika se vida oko 10. dana. Zapaljenje moZe zahvatiti cela pluca, ali su
lezije CeSc¢e lokalizovane u donjim partijama. Vecéina limfnih ¢vorova je 2-10 puta
povecana.

Makroskopske lezije variraju u zavisnosti od starosti i drugih oboljenja, ali dominira
limfadenopatija. Histoloski, karakteristican nalaz je slaba do teSka intersticijalna
pneumonija i hiperplazija limfati¢nih folikula sa ¢elijskom nekrozom. Ostale lezije koje

mogu biti uocene su rinitis, encefalitis i miokarditis [26].

2.2.1.5 DIJAGNOZA
Dijagnoza PRRS-a se postavlja na osnovu Kklinickih simptoma i rezultata

laboratorijskih analiza.
Laboratorijska dijagnostika se zasniva na dokazivanju virusa izolacijom na kulturi
tkiva, dokazivanjem virusnih antigena imunofluorescencijom ili imunohistohemijski,

dokazivanjem genoma ili specifi¢nih antitela [31].

2.2.1.6 TERAPIJA1 KONTROLA
Prevencija PRRS-a na farmama domacih svinja podrazumeva striktnu primenu

biosigurnosnih mera. Ukoliko se PRRS pojavi na farmi, moZe se kontrolisati metodom

ytestiraj i ukloni, uniStavanjem citavog zapata ili vakcinacijom [26].
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2.2.1.7 PRRS KOD DIVL]JIH SVINJA
Virus PRRS-a je dokazan kod divljih svinja u Nemackoj, Italiji i Francuskoj dok

ispitivanja u Hrvatskoj, Rusiji, Sloveniji, Svedskoj i isto¢noevropskim zemljama nisu
potvrdila njegovo prisustvo [33]. Iako je PRRS veoma prisutan kod domacih svinja,
¢ak i nalaz specifi¢nih antitela kod divljih je sporadi¢an: u Spaniji je dokazana niska
seroprevalencija kod divljih svinja [26] kao i u Francuskoj (1,3%) [34] dok je u
Hrvatskoj i Italiji utvrdena u viSem procentu, 8,9% i 37,8% [35, 36].

Kod divljih svinja, seroprelavencija je nesto visa kod mladih (6,4%) nego kod odraslih
(4%) Zivotinja, ali je znacajna razlika u seroprevalenciji utvrdena kod razli¢itih
metapopulacija sugeriSuci da su lokalni uslovi sredine klju¢ni u Sirenju PRRS-a kod
divljih svinja [26].

Vreme prezivljavanja virusa PRRS-a u aerosolu zavisi od temperature i relativne
vlazZnosti vazduha: za duZe prezZivljavanje potrebne su niske temperature i niska
vlaznost vazduha Sto takode objasnjava uticaj spoljasnjih faktora na brzinu Sirenja
infekcije u prirodnim uslovima [26].

Trenutno se smatra da je divlja svinja pravi domacin na koga se virus prenosi sa
domacih svinja u kojima se virus odrzava. Ipak, virus PRRS-a se moZe odrzavati i u
gustim populacijama divljih svinja koje imaju visoku stopu infekcije [26]. Malo se zna
o putevima Sirenja medu divljim svinjama, grupama i populacijama divljih svinja kao i
izmedu domacih i divljih svinja [26].

RazliCite studije su pokazale da je Sirenje virusa PRRS-a sa domacih svinja na divlje
verovatnije nego u obrnutom smeru i da se ovaj proces uglavhom deSava u
podrucjima sa gustom populacijom domacih svinja [37].

Divlje svinje se smatraju rezervoarima mnogih bolesti koje se mogu preneti na
domace svinje, ali ne i virusa PRRS-a [38].

Putevi izluc¢ivanja virusa kod divljih svinja nisu u potpunosti poznati, ali zbog visokog
titra virusa u plu¢ima, smatra se da Sirenje aerosolom ili aerogeno Sirenje ima najveci
znacaj [26]. Takode, klinicki sluc¢ajevi PRRS-a kod divljih svinja nisu opisani.
Perzistentne infekcije koje su kod domacih svinja karakteristika ovog oboljenja, nisu

dokazane i kod divljih svinja.
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PRRS je uzrok povadanja, kasnih abortusa, mrtvorodenja, radanja slabovitalne
prasadi. TesSki respiratorni poremecaji kod prasadi na sisi i odlucene prasadi su
karakteristika PRRS-a kod ovih kategorija svinja. Ni jedan od ovih simptoma nije
opisan kod divljih svinja.

Lezije kod divljih svinja koje se mogu povezati sa PRRS-om nisu opisane.

Kontrola ove bolesti se kod divljih svinja ne sprovodi, iako ima dokaza da je kod njih

prisutna [26].

2.2.2. AUJECKIJEVA BOLEST - MORBUS AUJESZKY

Aujeckijeva bolest (Morbus Aujeszky - MA) ili lazno besnilo (Pseudorabies - PRV) je
veoma zarazna i ekonomski veoma znacajna bolest svinja koja pogada centralni
nervni sistem mladih Zivotinja, uzrokujuéi visok mortalitet, i respiratorni sistem
starijih svinja. Bolest je fatalna za mnoge druge vrste koje dodu u kontakt sa

zarazZenim svinjama.

2.2.2.1 GEOGRAFSKA RASPROSTRANJENOST
Aujeckijeva bolest je veoma raSirena, slika 6 [39]. Dokazana je u Evropi, jugoisto¢noj

Aziji, Centralnoj i JuZnoj Americi ukljucuju¢i Meksiko, na Kubi, u Samoi, Ruandi. Ipak,
zbog izuzetnog ekonomskog znacaja, u mnogim razvijenim zemljama je iskorenjena
(Belgija, Cegka, Danska, Nemacka, Irska, Kipar, Luksemburg, Holandija, Austrija,
Slovenija, Slovacka, Finska, Svedska, Velika Britanija, Kanada, Novi Zeland) ili je u

procesu iskorenjivanjaZ.

2 Official Journal of the European Union: http://eur-lex.europa.eu/legal
content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:32008D0185&from=EN (accessed March 2015)
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B Bolestogranicena na jednu ili viSe zona @ Bolest odsutna

B Infekcija ogranitenana jednuiliviSezona B Infekcija

B Bolestnikada ranije prijavljena I Bolestprisutna
Nema podataka

Slika 6: Geografska rasprostranjenost Aujeckijeve bolesti [40]

2.2.2.2 ETIOLOGIJA
UzrocCnik Aujeckijeve bolesti je Suid Herpesvirus 1 (SHV1), takode poznat i kao

Pseudorabies virus (PRV) [40]. Pripada rodu Varicellovirus, podfamiliji
Alphaherpesvirinae i familiji Herpesviridae. Karakteristike ove familije su Sirok spektar
domacina, uspostavljanje latentnog stanja u senzornim neuronima i relativno kratko
vreme replikacije. Virus poseduje dvolanc¢anu DNK veli¢ine 143461 nukleotida sa visSe
od 70 otvorenih okvira ¢itanja. Sferi¢cnog je oblika, veli¢ine 120-200 nm u precniku
[41].

Postoji samo jedan serotip PRV-a, dok se restrikcionom analizom sa BamHI enzimom
mogu utvrditi 4 genotipa. Za genotipizaciju se danas koristi i parcijalna sekvenca ul44
gena. Ul44 gen kodira glikoprotein C koji je potentan stimulator imunoloskog sistema
i preko kojeg se vrsi adhezija virusa na Celijsku membranu. Filogenetskom analizom
ul44 gena razlikuje se 5 genotipova PRV-a [42]. Us8 gen se takode moZe koristiti za

filogenetsku analizu ovog virusa. Ovaj gen kodira gE koji nije klju¢an za proces
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replikacije, ali se njegovom delecijom virus slabi i kao takav koristi u proizvodnji
atenuiranih vakcina [43].

Na osnovu nukleotidne sekvence gena za glikoprotein C, PRV izolovani iz divljih svinja
iz nekoliko evropskih zemalja grupisu se u genotip I u kojem se nadalje diferenciraju u

grupe AiB [42].

2.2.2.3 EPIZOOTIJSKI PROCES
Divlje svinje su prirodni domacini, ali mnoge druge vrste, kao Sto su mesojedi, glodari

i papkari su prijemciive za ovaj virus i imaju ulogu sekundarnog domacina. U njima se
PRV infekcija razvija u smrtonosno oboljenje koje se manifestuje neuroloskim
disfunkcijama zbog Cega se Aujeckijeva bolest Cesto naziva i laZno besnilo - simptomi
podsecaju na besnilo. Evropska divlja svinja smatra se rezervoarom virusa Aujeckijeve
bolesti [44].

Za Sirenje Aujeckijeve bolesti u prirodnim uslovima je neophodan blizak kontakt
medu svinjama kao Sto su koitus, lizanje, njuskanje. Aujeckijeva bolest se smatra
visoko kontagioznom i po praviliu se $iri respiratornim putem. Sirenje u jednom
zapatu se deSava veoma brzo, ali je vreme Sirenja izmedu zapata znacajno duze. Oralni
i nosni sekreti su najvazniji izvor infekcije. Virus se u zapat unosi najces¢e uvodenjem
zarazZene zivotinje, pri ¢emu poseban znacaj imaju svinje koje ne pokazuju klinicke
simptome vec se nalaze u latentnom stadijumu bolesti. Ostali putevi Sirenja su preko
semena, kolostruma, mleka, kontaminirane opreme. PoSto virus preZivljava do 5
sedmica u mesu, ishrana pomijama ima odredenu ulogu u Sirenju infekcije. Ipak, za
nastanak infekcije preko digestivnog trakta, potrebna je ve¢a doza virusa [31].

Virus moze ostati infektivan nedeljama u anaerobnim uslovima, na travi, u fecesu,
slami Sto je od epizootioloSkog znacaja za odrZavanje virusa medu divljim svinjama.
Infekcija PRV-om nastaje preko cCelija sluzokoZe orofarinksa, digestivnog,
respiratornog ili genitalnog trakta odakle aksonskim transportom perifernih neurona
odlazi do centralnog nervnog sistema. Ukoliko svinje preZive akutni tok bolesti,
infekcija prelazi u latentnu, a virus se povlaci u neurone [45]. Mesto gde se virus nalazi

tokom trajanja latentne faze se razlikuje kod domacih i divljih svinja: trigeminalne
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ganglije kod domacdih, a sakralne kod divljih svinja. Tokom trajanja latentnog stanja,
odigrava se transkripcija koja je ogranicena na samo nekoliko gena, Sto je
najverovatnije primarno za efikasnu reaktivaciju virusa. Ovi transkripti nose gene za
sintezu proteina koji omogucavaju opstanak zaraZzenog neurona i ravnotezu izmedu
latentnog stanja i reaktivacije. Detekcija DNK virusa u tonzilama moguca je veoma
dugo nakon nastanka infekcije i ukazuje na potencijalno latentno stanje koje se
odrzava i u drugim tkivima, osim u nervima [45].

Smatra se da je stres okidaC za reaktivaciju virusa. Vreme od dejstva stresogenog
faktora (u veStackim uslovima davanje kortikosteroida) do izolacije virusa iz nosnog
sekreta moZe biti od 1 do 11 dana, a moguce i duZe. Pretpostavlja se da su faktori koji
uticu na vreme do reaktivacije virusa starost, rasa i zdravstveno stanje Zivotinja, ali i
virulentnost virusa, inicijalna doza koja je dovela do latentnog stanja, intenzitet stresa

i vreme koje protekne od akutne infekcije do moguce reaktivacije [31].

2.2.2.4 KLINICKA SLIKA I PATOMORFOLOSKE PROMENE
Klini¢ki simptomi zavise od virulencije i doze unetog virusa, starosti Zivotinje i njenog

imunoloskog i reproduktivnog statusa [46]. NajceS¢e se manifestuju kod prasadi i
krmaca.

Prasad mlada od 2 sedmice uginu za nekoliko sati od nastanka infekcije. Kod starijih
od 2 sedmice se razvija groznica, gubitak apetita, depresija, povracanje, respiratorni
simptomi, nervni simptomi-nekoordinisano kretanje, podrhtavanje misi¢a, konvulzije,
nevoljno pomeranje o¢nih jabucica, paraliza. Mortalitet kod ove kategorije prasadi
iznosi 20-100%. Kod odbijene prasadi dominiraju respiratorni simptomi (kasalj,
oteZano disanje, konjunktivitis), a mortalitet iznosi 5-10% [46].

Odrasle svinje obolevaju od blage respiratorne forme koja se moZe Siriti veoma brzo,
ali uz mortalitet 1-2%. Gravidne krmace, zbog posledica infekcije, najces¢e pobace ili
rode mrtvu prasad, mumificirane plodove ili Zivu prasad koja uginu u roku od 1 do 2
dana [46].

Patomorfoloske promene su Cesto minimalne ili potpuno odsutne. Mogu se uociti

purulentna inflamacija nosa, Zdrela i tonzila, kongestija i konsolidacija pluca,
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kongestija moZdanih ovojnica, limfnih ¢vorova, mala bela do Zuta nekroti¢na polja u

slezini i jetri pobacenih plodova, kao i nekroti¢ni placentitis [31].

2.2.2.5 DIJAGNOZA
Dijagnoza Aujeckijeve bolesti se postavlja primenom izolacije virusa, molekularnih i

seroloskih testova. Virus se moZe izolovati na Ccelijskoj kulturi gde stvara
karakteristican citopatogeni efekat (CPE) [31]. Za dokazivanje genoma, geni koji
kodiraju gB i gD se najceSce koriste zbog konzerviranosti.

Antitela protiv virusa se mogu dokazati virus neutralizacionim testom (VNT) ili ELISA

[31].

2.2.2.6 TERAPIJA1 KONTROLA
Bolest se moZe kontrolisati vakcinacijom. Danas postoje marker vakcine kojima se

mozZe razlikovati vakcinalni od infektivnog imuniteta [47].

Vakcinisane svinje su otpornije na vece doze virusa od nevakcinisanih ¢ime se
sprecava klinicki oblik bolesti. Ukoliko se zaraze, kod vakcinisanih svinja virus ne
prolazi transplacentarnu barijeru i izluCuje se u manjoj meri tokom kraceg
vremenskog perioda. Ipak, virus i kod vakcinisanih svinja prelazi u latentno stanje iz
kojeg se moZe reaktivirati, a zatim i izluc¢ivati [47].

Vakcinacijom se utiCe na epizootioloski proces tako Sto se smanjuje koli¢ina virusa u
vazduhu i na predmetima i time usporava Sirenje bolesti u i medu zapatima [47].
Upotrebom vakcinacije otkrivanje zarazenih zapata je otezano, a seroloski testovi
gube znacaj. Vakcinacijom svinja marker vakcinom i upotrebom pratecih

dijagnostickih testova, ova organi¢enja se mogu prevazici.

2.2.2.7 AUJECKIJEVA BOLEST KOD DIVLJIH SVINJA
lako je klinicka forma Aujeckijeve bolesti retko videna kod divljih svinja,

seroprevalencija u Evropi se kreée od 0 do vise od 50%: u Spaniji 0,8-44% [48, 49],
Francuskoj 3,5% [34], Italiji 30-51% [35, 50], Svajcarskoj 2,8% [51], Hrvatskoj 55%
[52], Sloveniji 31% [53], Poljskoj 11% [54] i Rusiji 32% [55]. Suprotno njima, u
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zemljama sa malim brojem divljih svinja kao $to su Holandija i Svedska u kojima broj
divljih svinja odnedavno raste, serokonverzija nije dokazana [56, 57].

Generalno se smatra da se sa staroS¢u povecava Sansa divljih svinja da dodu u kontakt
sa virusom, kao i da su Zenke zbog veceg broja ostvarenih kontakata pod veéim
rizikom od obolevanja. Glavni putevi prenoSenja kod divljih svinja u Evropi nisu
poznati; pretpostavlja se da je oronazani put uobiCajen nalin nastanka infekcije.
Americki istrazivaci su dokazali da se bolest naces¢e prenosi koitusom. Smatra se da
je oronazalni put dominantniji kod Zenki koje Zive u grupama, a kod muzjaka polni.
Mlade divlje svinje starosti 4-8 meseci su kategorija divljih svinja koja najceSce
oboleva od Aujeckijeve bolesti, uz mortalitet od 14% [58]. Povecani limfni ¢vorovi,
kongestija tonzila, petehijalna krvarenja u crevima, injicirani krvni sudovi u mozgu i
moZdanim ovojnicama su najprisutnije patomorfoloske promene kod divljih svinja
[58].

Iako nema dokaza da su divlje i domace svinje razlicite prijemcivosti, pokazano je da
se izolovani virusi od divljih svinja razlikuju od virusa izolovanih iz domacih, ali da

imaju isto poreklo [39, 59].

2.2.3. PARVOVIRUSNA (PPV) INFEKCIJA SVINJA

Parvovirusna infekcija svinja se smatra naj¢eS¢im uzrokom reproduktivnih
poremecaja kod svinja koji se manifestuju povadanjem, abortusima, mumifikacijom
plodova, radanjem krZljave prasadi. Ovi simptomi se nazivaju jednim imenom SMEDI
(stillbirth, mummification, embryonic death and infertility) [60]. Karakteristicno za
parvovirozu je da se infekcija seronegativnih, gravidnih krmaca zavrSava
transplacentarnom infekcijom fetusa. Ukoliko se infekcija fetusa dogodi pre dostizanja
imunoloSke kompetencije, dolazi do uginuca fetusa, mumifikacije, radanja mrtve
prasadi. Infekcija kod negravidnih krmaca prolazi bez klinickih simptoma, uz brzo

stvaranje doZivotnog imuniteta [61].
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2.2.3.1 GEOGRAFSKA RASPROSTRANJENOST
PPV infekcija je enzootska bolest u vecini zemalja u kojima se gaje svinje. Od ove

bolesti obolevaju sve kategorije svinja, ukljuCujuci nerastove i tovljenike [62].

2.2.3.2 ETIOLOGIJA
Svi parvovirusi pripadaju familiji Parvoviridae u kojoj se razlikuju dve podfamilije:

Densovirinae - virusi insekata i Parvovirinae - virusi kicmenjaka [63].

U podfamiliji Parvovirinae se nalazi 5 rodova: Dependovirus, Erythrovirus, Amdovirus,
Bocavirus i Parvovirus. Rodu Prvovirus pripada i parvovirus svinja [63]. Parvovirusi su
jednolancani DNK virusi bez omotaca, veli¢ine 5-6 kb. Na genomu se razlikuju dva
ORF-a, jedan za kodiranje nestrukturnih i drugi za kodiranje strukturnih proteina
[63].

ORF1 se nalazi na 5" kraju genoma i kodira nestrukturni protein 1 (NS1) od kojeg
cepanjem nastaju NS2 i NS3 nestrukturni proteini. NS1 ima funkciju helikaze i nikaze
koje ucetvuju u procesu replikacije i formiranja zrele virusne partikule. Funkcije NS2 i
NS3 nisu u potpunosti poznate. Na 3° kraju nalaze se geni koji kodiraju strukturne
proteine VP1i VP2 [64].

Poredenjem sekvenci avirulentnog NADL2 soja i virulentnog Kresse soja nisu uocene
razlike u genima za nestrukturne proteine, ve¢ samo za strukturne i to na 8 mesta, od
kojih 6 dovode do zamene aminokiselina. Uprkos uocenim zamenama aminokiselina,
smatra se da PPV ima nisku stopu mutacija [65].

Uporedivanjem virusnih antigena, utvrdena je izrazita slicnost izolovanih sojeva
virusa, odnosno samo jedan serotip [61].

Poslednjih godina, upotrebom savremene molekularne metodologije, otkriven je veliki
broj novih parvovirusa koji uglavnom pripadaju podfamiliji Parvovirinae: PARV4 -
humani Parvovirus, PPV3 - Porcine Hokovirus, Ovine Partetravirus, PPV4 i PPV5. PPV3
i Ovine partetravirus su veoma bliski humanom PARV4 te se odvajaju kao poseban
Tetraparvovirus rod. PPV4 i PPV5 su izolovani iz klinickih uzoraka poreklom od svinja,
ali formiraju odvojenu granu sa bovinim parvovirusom 2 (BPV2) i predstavljaju

zaseban Copiparvocirus rod. Parvovirusi koji su izolovani kod svinja dele se u 6
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filogenetskih grupa PPV1, PPV2, PPV3, PPV4, PPV5 i Bocavirus svinja (PBoV).
Parvovirus 1 (PPV1) je najraSireniji kod svinja. PPV2 je otkriven slucajno tokom
istraZivanja hepatitisa E, a PPV4 je opisan u Severnoj Karolini u arhivskim uzorcima iz

2005. godine [66].

2.2.3.3 EPIZOOTIJSKI PROCES
PPV je ubikvitaran virus koji se u spoljasnju sredinu izlucuje preko pljuvacke i

fecesom. Kao i drugi parvovirusi, PPV je veoma stabilan u spoljaSnjoj sredini jer su
infektivnost virusa, hemaglutinaciona sposobnost i antigenost veoma otporni na
dejstvo temperature, promenu pH i dejstvo enzima [61].

Virus moze ostati infektivan mesecima, a kontaminirana oprema i Stale tako postaju
izvor infekcije. Mehanicki se moZe prenositi na odedi i glodarima [62].

Na farmama se uglavnom Siri preko fecesa i drugih sekreta poreklom od akutno
inficiranih svinja. ZaraZeni nerastovi, takode, mogu biti izvor infekcije [67]. Prilikom
intrauterinih infekcija moZe se razviti imunotolerantnost fetusa na PPV koja se
zavrSava radanjem perzistentno inficirane prasadi. Eksperimentalno je dokazano da
intrauterine infekcije krmaca pre 55. dana gestacije, dovode do radanja seronegativne
prasadi koja izlucuju virus do najmanje 8 meseci starosti. PPV se prenosi i polnim
putem, preko sperme nerastova. Imunotolerantni nerastovi izlucuju virus najmanje 8
meseci, dok akutno inficirani najmanje 35 dana [61].

Prasad od seropozitivnih krmaca su, zbog visokog titra maternalnih antitela, zasSticena
3-6 meseci. Nazimice koje se zaraze pre prvog graviditeta su, takode, otporne na
infekciju koja bi nastala u graviditetu [61].

Infekcija nastaje unoSenjem virusa oronazalnim, transplacentarnim ili polnim putem
[68]. PPV se za celijsku membranu vezuje preko glikoproteina, glikana i glikolipida
odakle preko klatrinskih vezikula ili makropinoicitozom biva unet u citoplazmu. Kada
virus ude u jedro, nastaje replikacija koriS¢enjem celijskih mehanizama.

Primarno mesto replikacije je limfno tkivo odakle virus ulazi u krvotok pri ¢emu
nastaje viremija kojom se virus prenosi do tropnog tkiva, a to su reproduktivni organi

[69]. Replikacija se odigrava i u plu¢ima, pljuva¢nim zlezdama i drugim organima.
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Replikacijom u perifernim limfocitima stimuliSe se njihova proliferacija ¢ime viSe
virusa biva ,odneto“ do tropnih tkiva [31].

Svinje imaju epiteliohorionski tip placente cijih 6 slojeva u potpunosti razdvaja
krvotok majke i plodova i ne dozvoljava prolaz ¢ak ni antitela, te mehanizam nastanka
infekcije fetusa nije razjas$njen. Pretpostavlja se da virus zadrzava virulentnost i nakon
fagocitoze makrofagima, te da oni sluZe za transport virusa do fetusa [31].

Subklinicka limfopenija nastaje za 5 do 10 dana od pocetka infekcije kao posledica

stalne destrukcije monocita i makrofaga koji fagocituju virus [70].

2.2.3.4 KLINICKA SLIKA I PATOMORFOLOSKE PROMENE
Osnovni simptomi PPV infekcije su reproduktivni poremecaji kod krmaca: ¢ak i posle

vesStacke infekcije drugi simptomi nisu uoceni [71].

PPV infekcija se kod negravidnih, seronegativnih krmca klinicki ne manifestuje, ali je
pracena burnim imunolo$kim odgovorom uz stvaranje visokog titra zasStitnih antitela.
Mlada prasad su zaSti¢ena 3-6 meseci, u zavisnosti od kvaliteta i koli¢ine unetog
kolostruma. Bolest je pracena Klinickim simptomima samo Kkod infekcija
seronegativnih, gravidnih krmaca (slika 7). Cak i tada moZe proéi neopaZeno ako se
infekcija dogodi pre 35. dana gestacije kada se zbog embrionalne smrti i resorpcije
ploda registruje samo povadanje krmaca. Graviditet krmaca kod kojih je infekcija
nastala izmedu 1. i 35. dana gestacije se moZe normalno nastaviti ako je preZzivelo vise
od 4 fetusa.

Infekcija koja nastaje izmedu 35. i 55. dana gestacije rezultira infekcijom ploda, a
promene na plodovima nastaju od 7 do 30 dana kasnije [65] i srazmerna su vremenu
nastanka infekcije-ranija infekcija podrazumeva i ve¢a ostec¢enja fetusa.

Posto svaki fetus ima svoju posteljicu, infekcija nije istovremena i svaki fetus odgovara
na infekciju individualno. Rezultat su razli¢ite kombinacije mumifikacije (uginuce oko
50-65. dana gestacije), delimicne mumifikacije (uginuce 65-100. dana), zakrzljalosti,
rane neonatalne smrti i radanja zdrave prasadi [65].

Kada se krmaca zarazi izmedu 55. i 80. dana gestacije, fetusi su vec relativno

imunokompetentni i vidljive promene su retko prisutne. Ve¢ina prasadi se rodi sa
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aktivnim imunitetom i rezidualnim virusom u tkivima. Infekcije posle 80. dana
gestacije se retko deSavaju zato S$to u tom periodu virus retko prolazi

transplacentarnu barijeru [65]. Ipak, ova prasad usporeno napreduju [61].

DANI GRADVIDITETA
0 6 12 35 70 114
EMBRION FETUS

T 1 0 0 1 T

Zatete  Blastula Formiranje Poketak osifikacije Imunokompetentnost Pragenje
placente
\ J\ J\ J\ J
| | | |

ZastiCeno zaCece Uginuce i resorpcija Uginuce i mumifikacija Imuni odgovor i

radanje Zive prasadi
Slika 7: Periodi gestacije koji uticu na ishod transplacentarnih infekcija [60]

Kada se svinje drze u grupama, reproduktivni poremecaji postaju uocljivi posle 2
meseca od unosa virusa, pri ¢emu u naredna 2-3 meseca sve svinje dodu u kontakt sa
virusom. Zivotinje starije od 1 godine sti¢u imunitet, a prijeméive Zivotinje postaju
nazimice koje su izgubile pasivno steCeni imunitet [72].
Kada se svinje drZe pojedinacno, Sirenje bolesti je nepravilno. Prijemcivih Zivotinja
ima u svim kategorijama, a reproduktivni poremecaji su sporadicni [72].
Smatra se da PPV pojacava efekte PCV2 infekcije kod klinickog toka multisistemskog
oboljenja [73].
Makroskopske lezije kao posledica PPV infekcije kod krmaca se ne uocavaju.
Mikroskopske promene posle eksperimentalnih infekcija su infiltracija miometrijuma
i endometrijalnih krvnih sudova mononuklearnim celijama i fokalno nakupljanje
limfocita u materici. Mikroskopske promene kod fetusa su nespecificne i obuhvataju

fokalnu nekrozu i mononuklearnu infiltraciju jetre, srca, mozga i bubrega [61].

2.2.3.5 DIJAGNOZA
Dijagnostika PPV infekcije je obavezna kada se na farmi pojave reproduktivni

poremecaji, narocito embrionalna ili fetalna smrt kod nazimica, ali ne i kod krmaca.
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Dijagnoza se najpouzdanije postavlja laboratorijskim dokazivanjem virusa u fetusima.
Za dokazivanje virusa mogu se Kkoristiti testovi kojima se otkriva virusni antigen,
genom ili izolacijom virusa. SeroloSka dijagnostika nije validna zbog visoke

prokuZenosti [61].

2.2.3.6 TERAPIJA1 KONTROLA
Ranim istrazivanjima PPV infekcije kod svinja, otkrivena je visoka seroprevalencija od

30% do 90% Sto je dovelo do razvoja inaktivisanih vakcina 1980. tih godina koje se i

danas koriste za kontrolu ove bolesti [31].

2.2.3.7 PPV INFEKCIJA KOD DIVLJIH SVINJA
PPV infekcija je i kod divljih svinja veoma raSirena bolest na Sta ukazuje i

seroprevalencija u Evropi: u Nemackoj 77% [74], Italiji 56,7% - 99% [75], Spaniji
56,6% [76], Sloveniji 49% [53] i Hrvatskoj 41,6% [77].

Kod imunih divljih svinja (maternalna antitela Stite prasad do 3 meseca starosti)
klinicki simptomi se ne mogu uociti, osim niZe stope ovulacije kod nazimica. Ipak,
zbog tropizma ka reproduktivnim organima kod mladih Zenki prvi graviditet se
obi¢no zavrsi radanjem mumificiranih plodova, resorpcijom plodova ili abortusom.
Akutne infekcije ostalih kategorija su uglavnom subklinicke. Kod zarazenih odraslih
svinja patomorfoloSke promene se ne uocavaju. Medutim, fetusi su edematozni i
razlicite velicine.

S obzirom na to da je seroprevalencija kod domacih svinja znacajno viSa nego kod
divljih, smatra se da divlje svinje ne mogu biti rezervoar PPV-a za domace. Ipak,
prenoSenje je moguce u oba smera. Rizic¢ni faktori za Sirenje PPV infekcije kod divljih
svinja su posledica ljudskog delovanja, ogradivanja i hranjenja divljih svinja koje nije u
skladu sa prirodnim regulatornim mehaniznima i uslovljava agregaciju divljih svinja

na malom prostoru kakva se u prirodnim uslovima nikada ne dogada [68].
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2.2.4. INFEKCIJA SVINJSKIM CIRKOVIRUSOM 2 (PCV2)

Cirkovirus 2 svinja je primarni, etioloSki uzro¢nik multisistemskog sindroma krZzljanja
prasadi (PMWS), jedne od ekonomski najvaznijih bolesti svinja Sirom sveta, i PCV2
pridruZenih bolesti: PCV2 pneumonija kao deo kompleksa respiratornih bolesti svinja
(PRDC), PCV2 enteritis, PCV2 reproduktivni poremecaji i PCV2 sindrom dermatitisa i
nefropatije svinja (PDNS) [78].

Multisistemski sindrom krZljanja prasadi je prvi put opisan u Kanadi 1991. godine kao
veoma teSka manifestacija PCV2 infekcije koja se karakteriSe gubitkom teZine,

krzljanjem i generalizovanim uvecanjem limfnih ¢vorova [78].

2.2.4.1 GEOGRAFSKA RASPROSTRANJENOST
Cirkoviroza svinja tip 2 je veoma rasirena i gotovo da nema zapata koji nije zaraZen,

ali su manifestacije bolesti koje su pridruzene ovoj infekciji relativno retke (slika 8).
Najvece enzootije su se dogodile u Evropi i Aziji izmedu 1998. i 2004. godine, a u
Americi izmedu 2004. i 2007. godine. Retrospektivnim studijama utvrdeno je da su
svinje bile zaraZene cirkovirusom tip 2 i pre 1962, tj. obolevale od sistemske bolesti
pre 1985. godine [79].

Specifi¢na antitela protiv PCV2 su dokazana kod domacih svinja u ve¢ini zemalja na

svim kontinentima, osim Okeanije [80].

Slika 8: Zemlje u kojima je dokazana sistemska PCV2 bolest [79]
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2.2.4.2 ETIOLOGIJA
Cirkovirus svinja tip 2 je veoma mali, jednolancani DNK virus koji pripada familiji

Circoviridae. Familija Circoviridae obuhvata dva roda, Circovirus i Gyrovirus. U rodu
Circovirus nalaze se virusi kanarinaca, gusaka, golubova, cirkovirus svinja tip 1 i 2. Rod
Gyrovirus ima samo jednog €lana, virus anemije Zivine [81]. Cirkovirusi su specifi¢ni za
svog domacina ili imaju veoma suZen broj potencijalnih domacina. Za viruse iz ovog
roda, karakteristicne su subklinicke infekcije pracene padom broja leukocita [81].
PCV1 je apatogeni virus, kontaminent PK15 ¢elijske linije poreklom od svinja.

PCV2 je mali virus, ikosaedarnog oblika i bez omotaca. Genom mu je organizovan u
kruznu, jednolan¢anu DNK veli¢ine 1,8 do 2,3 kb koju ¢ini 11 otvorenih okvira ¢itanja,
ali funkciju gena obavljaju samo ORF1 (kodira nestrukturne proteine, replikaza Rep i
Rep’), ORF2 (kodira protein kapsida) i ORF3 (kodira nestrukturni protein odgovoran
za apoptozu Celija). Protein kapsida ima imunogene karakteristike vaZne za
stimulaciju humoralnog i ¢elijskog imunoloSkog odgovora [81].

Filogenetskim analizama utvrden je visok stepen nukleotidnog poklapanja izmedu
PCV2. Ipak, PCV2 je podeljen prvobitno u dva genotipa - PCV2a i PCV2b. Nakon
ispitivanja arhivskih uzoraka u Danskoj, formiran je genotip PCV2c. PCV2d genotip je
zastupljen u Kini, mada se danas srece i u drugim krajevima. Koinfekcije sa viSe
genotipova su takode moguce [81].

Analizom aminokiselinske sekvence koju kodira ORF1 Porcine Circovirusa 1, utvrden
je znacCajan stepen homologije sa nanovirusom biljaka. Pretpostavlja se da su PCV
infekcije svinja nastale unoSenjem biljnih virusa koji su se rekombinovali sa virusima
svinja [81].

Analizom genoma PCV2 iz Severne Amerike i Evrope utvrdeno je da virusi pripadaju
istoj grupi sa grupnim nukleotidnim poklapanjem od 96%; nukleotidno poklapanje
izmedu PCV1 i PCV2 iznosi 80% [82].

Analizom ORF1 i ORF2 utvrdeno je 83% nukleotidnog i 86% aminokiselinskog
poklapanja za ORF1 Porcine Circovirusa 1 i Porcine Circovirusa 2 virusa i 67%

odnosno 65% poklapanja za ORF2 [83].
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2.2.4.3 EPIZOOTIJSKI PROCES
PCV2 je veoma otporan u spoljasnjoj sredini kao i na hemijske i termicke tretmane

[84].

PCV2 je specifican za svinje dok ostale vrste kao Sto su goveda, ovce, koze, konji, psi,
macke, zeCevi, Zivina i ljudi nisu prijemcivi. Neke studije su pokazale da se u miSevima
i pacovima moZe replikovati i odrzavati zbog c¢ega se oni smatraju alternativnim
domacinom ili mehanic¢kim vektorom [85].

Virus se u organizam unosi oronazalnim putem, u ¢emu ucestvuje kontaminirana
sredina, pod, hranilice, pojilice, ograde. Bolest se prenosi i vazduhom, a posebno preko
ventilacionih sistema na farmama. Obolele Zivotinje izlu¢uju virus u oronazalnim
sekretima i fecesom. Seropozitivni nerastovi mogu perzistentno izluc¢ivati PCV2 -
spermom, pri ¢emu virus ne utiCe na njen kvalitet [86]. Takode, moguce je i vertikalno
prenosSenje koje rezultira radanjem perzistentno inficirane prasadi [86].

Posle ulaska virusa u organizam nastaje infekcija limfocita u tonzilama i Pajerovim
plocama ( slika 9). Uslov za nastavak infekcije je da se limfociti nalaze u fazi deobe
kako bi bila omogucena replikacija virusa. Replikacija moZe biti stimulisana i drugim
patogenima. Virusi koji se replikuju u makrofagima i monocitima kao $to su PPV i
virus PRRS-a uti¢u pozitivno na intenzitet replikacije PCV2 kod svinja koje su
koinficirane sa viSe virusa. Kao posledica intenzivne replikacije, limfociti se raspadaju
i oslobadaju nove virusne Cestice u okolno tkivo odakle ulaze u krvotok. Nastaje
primarna viremija niskog ili gotovo nedetektabilnog nivoa. Krvotokom virus dospeva
do svih organa dovodec¢i do infekcije limfocita i u drugim limfati¢nim organima kao Sto
su limfni ¢vorovi, slezina, jetra, koStana srz [87].

Replikacija virusa u ovim organima uslovljava sekundarnu viremiju, pad broja
limfocita i pocetak izlu¢ivanja virusa fecesom i oronazalnim sekretima. Infekcija
prelazi u hroni¢no zapaljenje koje ima za cilj da ukloni mrtve limfocite i infiltrira tkivo
histiocitima koji imaju ulogu tkivnih makrofaga. Kod PCV2 infekcije, akutno zapaljenje
je izrazito slabo, te izostaje infiltracija tkiva neutrofilima i edem [87].

Pad broja leukocita i limfopenija u perifernoj krvi je konstantno prisutan simptom kod

PCV2 infekcije koja se razvija u PMWS. Razlog limfopenije je smanjena proizvodnja
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limfocita u koStanoj srzi i sekundarnim limfati¢nim organima i njihovo ubrzano

propadanje [88].

VIRULENTNOST | | KOINFEKCIJE || NESP. STIMULACIJA PRIJEMCIVOST
IMUN.SISTEMA

| mmxaa ||  PADBROJALEUKOCITAI
LIMFATIZNOG TKIVA NJIHOVA ZAMENA HISTIOCITIMA

L L

NISKA VIREMIJA VISOKA VIREMIJA+LIMFOPENIJA
L Ve
SEROKONVERZIJA +/- SEROKONVERZIJA
L e
ZAUSTAVLJANJE INFEKCIJE SISTEMATSKO SIRENJE
L L
SUBKLINICKI TOK KLINICKI TOK

79-80% MORTALITET

Slika 9: Patogeneza PCV2 infekcije [89]

Posto je PCV2 infekcija hroni¢na, sekundarna viremija, izlu¢ivanje virusa, pad broja
limfocita mogu trajati mesecima [89].

PCV2 se izluCuje u gotovo svim sekretima i ekskretima. Prisutan je u nosnoj Supljini,
bronhijama, pljuvacci, konjunktivama, fecesu, urinu, mleku, spermi.

Krmace predstavjaju izvor infekcije za prasad kod kojih viremija traje ¢ak do 28.
nedelje [89].

Seroloskim ispitivanjima je utvrdeno da titar pasivno prenetih antitela kod prasadi
postepeno opada da bi po odlucivanju dostigao negativan nivo ¢ime su ispunjeni
uslovi za nastanak infekcije i stvaranje aktivnog imuniteta, oko 12. sedmice starosti

[90].
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2.2.4.4 KLINICKA SLIKA I PATOMORFOLOSKE PROMENE
PCV2 infekcija ima nekoliko manifestacija [89]:

1.

TeSka sistemska infekcija poznata kao multisistemski sindrom KkrZljanja
prasadi je najces¢i oblik PCV2 infekcije. Primarni klini¢ki simptomi obuhvataju
gubitak teZine, usporen rast i bledu ili iktericnu koZu, uz smanjen broj
leukocita i/ili granulomatozno zapaljenje limfaticnog tkiva. Srednje do teSka
limfohistiocitna inflamacija u jednom ili viSe drugih organa je, takode, prisutna
kod svinja odolelih od teSkog oblika PMWS.

PCV2 pneumonije se karakteriSu kaSljem i oteZanim disanjem i cesto su
posledica koinfekcije virusom PRRS-a, virusom influence svinja, Mycoplasma
hyopneumonie i/ili razli¢itim oportunistickim bakterijama. U plu¢ima se
uocavaju mikroskopske lezije koje podrazumevaju nekrotizujudi ili ulcerativni
bronhiolitis, bronchiolitis obliterans fibrosa, fibroplaziju u lamina propria i
peribronhijalno i granulomatozno zapaljenje u alveolarnim pregradama.

PCV2 enteritisi su relativno retka manifestacija, uglavnom kod tovljenika, i
podrazumevaju subakutni ili hronic¢ni ileitis. Svinje gube na teZini i imaju
dijareju tamne boje. SluzokoZa creva je veoma istanjena, a mezenterijalni limfni
¢vorovi povecani. Mikroskopski se uocava granulomatozno zapaljenje.

PCV2 reproduktivni poremecaji su sporadicni, javljaju se u vidu abortusa i
mumificiranih fetusa kod nazimica. Ukoliko je abortus izazvan sa PCV2,
limfohistiocitni miokarditis fetusa i/ili miokardijalna fibroza je tipican nalaz
kod fetusa.

PCV2 dermatitis i nefropatija sindrom (PDNS) je sporadi¢an nalaz kod manje

od 0,5% svinja. MoZe prethoditi ili nastati tokom PMWS.

2.2.4.5 DIJAGNOZA
Respiratorna forma PRRS-a i sve druge bolesti koje dovode do krZljanja prasadi

moraju biti diferencirane od PMWS. Za PDNS, diferencijalna dijagnoza podrazumeva

sve bolesti kod kojih se javlja prebojenost koZe i krvavljenja u bubrezima [31].

Za postavljanje dijagnoze PMWS, moraju biti ispunjena tri uslova [89]:
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1. Retardacija i krzljavost prasadi, praceni oteZanim disanjem i uvecanjem
ingvinalnih limfnih ¢vorova,

2. Lezije na sr€anom miSi¢u koje se karakteriSu fibroznim i/ili nekrotizuju¢im
miokarditisom i

3. Prisustvo PCV2 u visokom titru u srcu i drugim fetalnim tkivima.

PosSto postoji jaka veza izmedu visine titra PCV2 u tkivu i teZine oboljenja, testovi
kojima se kvantifikuje PCV2 imaju veoma vaZnu ulogu jer diferenciraju subklinicki

obolele svinje od svinja obolelih od PMWS.

2.2.4.6 TERAPIJAI KONTROLA
PCV2 infekcija je multifaktorijalna bolest. KontroliSe se indirektno, smanjenjem ili

uklanjanjem faktora koji dovode do njenog ispoljavanja: upotreba antibiotika,
unapredenje biosigurnosti, primena osnovnih higijenskih principa, izolacija bolesnih
Zivotinja, dezinfekcija, uklanjanje stresnih faktora (prenaseljenost, losi ambijentalni
uslovi), aplikacija vitamina prasadima, intraperitonealno davanje krvnih seruma od

tovljenika i vakcinacija protiv drugih bolesti [91].

2.2.4.7 PCV2 INFEKCIJA KOD DIVL]JIH SVINJA
PMWS je kod divljih svinja opisan u nekoliko evropskih zemalja. Seroprevalencija u

Madarskoj iznosi 20,5% [92], Sloveniji 25% [93], Spaniji 29,7-40% [76], Ceskoj 42,5%
[94], Belgiji 35,6% [95] i Nemackoj 63,1% [96].

PCV2 se medu divljim svinjama primarno prenosi kontaktom nos - na nos [97].

PMWS kod divljih svinja je opisan u starijoj dobi, 6-10 meseci, nego kod domacih
svinja, 2-4 meseca starosti i veoma retko u dobu za klanje. Histopatoloske lezije kod
divljih i domacih svinja su identicne, ali se ne zna razlog zasto se simptomi kod divljih
svinja pojavljuju kasnije. Utvrdeno je da pol divljih svinja nema uticaja na prijemcivost
i ishod infekcije [97].

Nacin uzgajanja divljih svinja, kondicija, starost, genotip i koliina unetog virusa uticu

na nastanak PMWS. Takode, nespecificne aktivacije imunog sistema i druge virusne ili
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bakterijske infekcije mogu biti okidac ili pojacati simptome PMWS. Poznato je da je
PCV2 okidac za nastanak tuberkuloze kod divljih svinja [98].

Visoka seroprevalencija sa globalnom distribucijom ukazuje da je PCV2 infekcija
enzootska kod evroazijske divlje svinje. Kako je bolest veoma raSirena i kod domacih
svinja, uloga divljih svinja kao rezervoara je irelevantna [97].

Ogradivanje i hranjenje divljih svinja na vestacki nacin povecava gustinu populacije i
prostornu agregaciju ¢ime se olakSava i ubrzava prenoSenje bolesti. U prirodnim
uslovima, ovaj proces se deSava znatno rede i sporije [97].

PMWS ima vaZnu ulogu u populacionoj dinamici intenzivno gajenih divljih svinja -
uzrok je manjeg broja prasadi, ekstremno visoke seroprevalencije kod mladih divljih

svinja i pove¢anog mortaliteta prasadi [97].

2.2.5. INFLUENCA A SVINJA

Influenca svinja je virusno oboljenje Kkoje se karakteriSe iznenadnom pojavom
groznice, okulonazalnim iscetkom, slabos¢u i kasljem. Pored znacaja za zdravlje svinja,
ima vaznu ulogu u javnom zdravstvu. Utvrdeno je da su epidemija i epizootija
influence kod ljudi i svinja 1918. godine bile uzrokovane veoma slicnim virusima,
mada trenutak prelaska virusa sa svinje na ¢oveka ili sa oveka na svinju i zajednicki
predak virusa nisu ustanovljeni [99]. Posle jednog veka od pojavljivanja, influenca

svinja je i dalje vazna ekonomska bolest i pretnja javnom zdravlju.

2.2.5.1 GEOGRAFSKA RASPROSTRANJENOST
Influenca svinja je veoma raSirena bolest od koje obolevaju sve starosne kategorije

svinja (slika 10). Nekada se pojavljivala u jesen i zimu, ali se sada zbog intenzivne

proizvodnje svinja pojavljuje preko cele godine [100].
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B H1N1Klasi¢an virus svinja ® Hi1N1reasortmentdva humana virusa

H3N2 virus slican humanom B H3N2virus slian pticijem
@ H1N1 virus slican ptic¢ijem B H3N2reasortmentklasicnogi humanogvirusa

Slika 10: Geofraska distribucija influence svinja [100]

2.2.5.2 ETIOLOGIJA
Uzrocnik influence svinja je virus influence tipa A, pripadnik familije Orthomyxoviridae

u kojoj se pored roda Influenca A nalaze i rodovi Influenca B, Influenca C, Thogotovirus
i Isavirus. Virus Influence A je pleomorfan RNK virus koji poseduje omotac, a genetski
materijal je podeljen u 8 segmenata razlicitih veli¢ina i kodira 11 proteina. Na povrsini
virusa se nalaze produZeci koji nose virusne antigene, hemaglutinin i neuraminidazu.
Postoji 16 razlicitih hemaglutinina i 9 neuraminidaza koji se mogu menjati zbog
visoke stope mutacija koje karakteriSu ovu celu familiju, reorganizacije genoma ili
kada virus sa jedne vrste prelazi na drugu. Treéi povrSinski protein je M2 protein koji
ima funkciju protonskog kanala. Unutrasnjost omotaca gradi protein matriksa, M1
[100].

Kombinovanjem 16 hemaglutinina i 9 neuraminidaza, dobijaju se 144 kombinacije od
kojih je 110 ve¢ izolovano kod ptica [31].

U Evropi su kod svinja najzastupljeniji podtipivi HIN1, H3N2 humanog porekla, HIN1

.....
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H3N2 i HIN1 virusa svinja [101]. Evropski HIN2 sojevi pokazuju izrazitu raznolikost
u pogledu virulencije, pa su tako nemacki sojevi virusa iz 2000. tih godina virulentniji
Humani HIN1 virus ima veoma mali infektivni potencijal za svinje. Ipak, postoji
nekoliko virusa izolovanih iz svinja humanog porekla. Sezonski grip ljudi, H3NZ2, je
¢esto otkrivan kod svinja, u Nemackoj, Rumuniji, Velikoj Britaniji, Ce$koj. Pandemijski
H1N1 virus koji se pojavio 2009. godine, u viSe navrata se sa ljudi prenosio na svinje, u
Kanadi, Norveskoj, Severnoj Irskoj, Italiji i drugim evropskim zemljama [100].

lako je inicijalno prenoSenje virusa sa ptice na svinju rezultiralo stvaranjem svinjskog
Sa druge strane, kasnih 80. tih i ranih 90. tih godina, najmanje tri virusa svinjskog

porekla izolovana su kod ptica [100].

Tabela 1: Najcesc¢i podtipovi virusa influence kod Zivotinja i ljudi [100]

. INCIDENTNA
DOMACIN STABILAN VIRUS POJAVA VIRUSA IZUMRLI VIRUS
H1N2, H5N1, H7N1,
Covek arll_ldlel\rlr?i,'?k?l;l{zl’Nl H7N2,H7N3,H7N7, H2N2
p J HON2
H1N7,H2N3, H3N1,
.. H3N3, H4N6, H5N1,
Svinja H1N1, H3N2, HIN2 H5N2, HON2.
pandemijski HIN1
Konj H3N8 H1INS8, H3N3 H7N7
Pas H3N8, H5N1
Rakun H5N1
Kanadska kuna H3N2, H10N4
Kuna belica H5N1
Lasica H1IN1
Foka H3N3, H4N5, H7N7
. HIN3, H13N2,
Kit H13N9
Kamila HIN1
Dzinovski
Mravojed HINT
Tigar/leopard H5N1
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. y H5N1, pandemijski
Domaca macka HIN1
Civet H5N1
Pika H5N1
BizamskKi pacov H4N6

2.2.5.3 EPIZOOTIJSKI PROCES
Virus influence ima Sirok spektar domacina od kojih su najvaZnije vodene ptice iz

rodova Anseriformes (patke i guske) i Charadriiformes (galebovi i barske ptice) jer
sluze kao rezervoari virusa. Divlje Zivotinje, osim divljih ptica su slucajni domacini
virusa influence. Pojava visokopatogene avijarne influence kod divljih ptica retko prati
i pojava influence kod drugih vrsta. Opisani su slu¢ajevi influence kod kuna u Svedskoj
i Nemackoj 2006. godine najverovatnije jer su se hranile uginulim pticama [102]. Od
sisara, najvazniji domacini su ¢ovek, svinja i konj.

Danas se zna da se virus influence moZe prenositi izmedu svinja, kokoSaka, pataka,
¢uraka, mnogih divljih ptica i ljudi. Ukoliko se svinja ili ptica zarazi istovremeno sa dva
ili viSe sojeva virusa, postoji opasnost od reorganizacije segmenata genoma i nastanka
novog soja.

Virus influence je relativno neotporan, uniStava se mnogim dezinficijensima, a van
domacina ne moze preZiveti duZe od dve nedelje [103].

Postoji nekoliko nacina na koje virus influence sa novim antigenim karakteristikama
ulazi na farmu svinja [104]:

1. Virus koji je prethodno bio prilagoden drugoj vrsti moZe se prilagoditi
svinjama i uspesno cirkulisati u novom domacinu.

2. Virus koji je prethodno bio prilagoden drugoj vrsti i virus prilagoden svinjama
mogu istovremeno zaraziti svinju Sto moZe dovesti do reasortiranja gena i
nastanka novog virusa koji sadrZi hemaglutinin i/ili neuraminidazu antigeno
razli¢ite od originalnog virusa svinja. U oba sluaja svinje nemaju antitela

protiv novog virusa.
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3. Tokom vremena, na genima za hemaglutinin i neuraminidazu deSavaju se
mutacije koje dovode do znacajnih antigenih promena virusa. Ukoliko se
ovakve promene dese, prethodno steCeni imunitet nije dovoljan da neutraliSe

novu varijantu virusa i dolazi do reinfekcije i razvoja klinickih simptoma.

Infekcija virusom influence nastaje nazofaringealnim putem. Virus ulazi u epitelne
Celije respiratornih puteva gde izaziva zapaljenje koje se Siri na bronhije i bronhiole.
Virus moze biti prisutan i u alveolarnim pregradama, epitelu turbinata i
medijastinalnim limfnim ¢vorovima.

U plu¢ima, virus napada alveolarne pneumocite tipa 2 koji poc¢inju da proizvode manje
surfaktanta. Ovo naruSava i fagocitozu sekundarnih mikroorganizama Kkoju
pneumociti 2 obavljaju. Inflamatorni eksudat zapusava male vazdusSne puteve Sto
dovodi do atelektaze, emfizema i bronhointersticijalne pneumonije. U vecini slucajeva,
oStecenja epitela budu zaceljena za 5 do 7 dana.

Viremija kod influence je veoma slaba, traje kratko i retko se moZe detektovati.
Eksperimentalno je utvrdeno da izlucivanje virusa pocinje posle jednog dana od
veStacke infekcije i traje najdalje do 7 dana. Takode, virus ne moZe biti dokazan ni u
plu¢ima ve¢ posle 7. dana od nastanka infekcije iako titar virusa u prvim danima
dostiZze >108 EID [100].

TeZina Kklinicke slike moZe biti ublaZena aktivno ili pasivno stecenim homolognim
antitelima. Uginuca su posledica sekundarnih bakterijskih ili drugih konkurentnih

primarnih uzro¢nika pneumonije [100].

2.2.5.4 KLINICKA SLIKA I PATOMORFOLOSKE PROMENE
Akutna influenca svinja se pojavljuje kao rezultat veoma brzog Sirenja virusa kroz

prijemc¢ivu populaciju. Infekcije sa HIN1, HIN2 i H3N2 su klinicki sli¢ne, a bolest
pocinje iznenadno, posle inkubacje od 1 do 3 dana. Virus se Siri preko nosnog iscetka i
aerosola koji je efikasan u prenoSenju virusa samo na kratkim razdaljinama.

Perzistentne infekcije ili kliconostvo kod influence nisu opisani [31].
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Prisustvo aktivno ili pasivno stecenih antitela ublazava simptome, ali ne usporava
Sirenje zaraze. Influenca je redovno enzootska na farmama koje imaju kontinuiranu
proizvodnju Sto podrazumeva stalni priliv novih, prijemcivih Zivotinja [31].

Bolest pocinje iznenadno sa izraZenim respiratornim simptomima kod vecine svinja u
zapatu. Obolele Zivotinje su slabe, leZe, imaju visoku telesnu temperaturu,
konjunktivitis, kaslju, gube apetit. Bolest se moZe pogorsati do stadijuma kada svinje
diSu otvorenih usta, narocito u kretanju. Oporavak pocinje oko 6. dana, tako da ceo
zapat preboli infekciju za oko 1 do 2 sedmice [100]. Morbiditet je 100%, a mortalitet
manje od 1%. Gubici su znacajni i izraZavaju se kroz gubitak teZine svinja i troSkove
le¢enja. Konkurentne infekcije respiratornog trakta mogu uticati na povecanje
mortaliteta.

Influenca na nivou zapata moze biti produZenog ili intermitentnog toka posebno kada
postoje velike individualne razlike u nivou imuniteta u zapatu [100].

Reproduktivni poremecaji koji nastaju kao posledica influence su abortusi tokom
akutnog toka bolesti kod krmaca ili radanje male, slabovitalne prasadi.

Patomorfoloske promene su uglavnom locirane u apikalnim i kardijacnim lobusima pluéa i
podrazumevaju kongestiju, atelektazu, emfizem i pneumoniju. Vazdusni putevi mogu
sadrzati krvavo obojeni eksudat. Regionalni limfni ¢vorovi mogu biti umereno povecani.
Mikroskopske lezije obuhvataju degeneraciju i nekrozu epitela vazdusSnih puteva i njihovu
opstrukciju eksudatom, uz sporadi¢no prisutan bronbhitis i intersticijalnu pneumoniju.

U teSkim slucajevima, prisutan je ograniten edem i kongestija celih plu¢a. Nalaz

nekroti¢nog bronhiolitisa pouzdan je znak influence svinja [100].

2.2.5.5 DIJAGNOZA
Za postavljanje sumnje na influencu dovoljan je iznenadan pocetak respiratornih

simptoma istovremeno kod vecine Zivotinja, sa prisutnim tipi¢nim lezijama. Sumnju je
vazno potvrditi jer se influenca moZe pojaviti i u atipicnom, subakutnom obliku.

Za postavljanje dijagnoze potrebno je dokazati sam virus, antigene ili genom virusa u
sveZem iscedku iz nosa ili tkivu plu¢a kod uginulih ili eutanaziranih Zivotinja.

Uz to, moZe se pratiti porast titra specificnih antitela ispitivanjem parnih seruma.
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Sama potvrda influence nije dovoljna za preduzimanje mera kontrole ukoliko nije

izvrSena i tipizacija virusa [31].

2.2.5.6 TERAPIJAI KONTROLA
Za sprecavanje pojavljivanja influence, moraju se postovati striktne biosigurnosne

mere. Kada virus influence ude na farmu, veoma ga je teSko iskoreniti bez komplentne
depopulacije farme.

Za kontrolu se moZe koristiti vakcinacija. Imunizacijom vakcinom koja sadrzi antigeno
razli¢it soj virusa, ali slitcnog podtipa moZe se obezbediti delimi¢na zaStita
ublaZavajuci klinicke simptome, ali se ne sprecava izlucivanje virusa.

Influenca svinja je primarni patogen respiratornog sistema, ali klinicka slika moze
drasti¢no biti pogorSana sekundarnim bakterijskim infekcijama. Zbog toga je vazno
spreciti sinergistiCke infekcije virusom PRRS-a i u terapiji koristiti odgovarajuce

antibiotike [103].

2.2.5.7 INFLUENCA A KOD DIVLJIH SVINJA
Divlje svinje su prijemcive za viruse influence ptica i domacih svinja i, smatra se, da

sluZze kao rezervoari. SeroloSki odgovor divljih svinja na podtipove HIN1, H3N2 i
H1N2, naj¢eSce uzrocnike influence domacih svinja je dokazan u Nemackoj, Poljskoj i
Spaniji, a prevalencija se kre¢e od manje od 1% do 8% [102]. Prevalencija u Rumuniji
Spaniji, Poljskoj i Hrvatskoj, ali ne i u Sloveniji, Rusiji i Ukrajini [102].

U Italiji je potvrdena aktivna cikulacija virusa influence kod divljih svinja. Izolovani

.....

.....

[102]. Medutim, utvrdeno je da, iako je influenca prisutna kod divljih svinja, ne
predstavlja pretnju domacim svinjama: prevalencija virusa iznosi 0,8% [107].
Analizom nekoliko gena H3N2 virusa poreklom od divljih svinja iz Nemacke iz 2006.

godine sa sojevima H3N2 poreklom od domacih svinja iz 1993. utvrdeno je da su, iako
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vremenski veoma udaljeni, ovi virusi skoro identi¢ni. Kako virusi influence pokazuju
sposobnost genetickog drifta zbog akumuliranja mutacija tokom vremena, oc¢ekivano
je da se u periodu 1993-2006. pojavilo stotine varijanti virusa. Medutim, to se nije
dogodilo Sto ukazuje da se kod divljih svinja antigeni driftovi ne deSavaju [108].

Klinicki slucajevi kod divljih svinja nisu opisani.

2.2.6. TRANSMISIVNI GASTROENTERITIS/INFEKCIJA RESPIRATORNIM
CORONAVIRUSOM SVINJA (TGE/PRCV INFEKCIJA)

Transmisivni gastroenteritis svinja je akutna virusna bolest svinja od koje obolevaju
sve kategorije i koju karakteriSu dijareja i povracanje. Mortalitet je izuzetno visok kod
prasadi mlade od dve nedelje i opada sa staros¢u svinja. Postoji i enzootska forma
bolesti u zapatima sa odredenim stepenom imuniteta ili konkurentnom infekcijom
respiratornim Coronavirusom (PRCV) svinja sa manje teskim simptomima i znacajno
nizim mortalitetom [109].

PRCV uzrokuje blage respiratorne simptome koji esto prolaze subklinicki.

Od ove bolesti obolevaju jedino svinje, mada postoji veliki broj patogenih
Coronavirusa koji su uzrocnici bolesti ptica i sisara [110]. Pojavljuje se preko cele
godine, ali ceS¢e zimi, u gotovo svim zemljama koje imaju razvijenu proizvodnju

svinja.

2.2.6.1 GEOGRAFSKA RASPROSTRANJENOST
Otkada je otkriven, virus transmisivnog gastroenteritisa je dokazan Sirom sveta [111].

U Evropi, prevalencija pozitivnih zapata je skoro 100%, narocito nakon pojave PRCV.
TGE je veoma raSiren u Severnoj Americi, a PRCV se enzootski javlja u mnogim
zemljama Evrope [112] i u Severnoj Americi [113], Japanu [114], Velikoj Britaniji
[115], Koreji [116] i Italiji [117]. Bolest nije prijavljena u Australiji, Novom Zelandu,

Argentini, Cileu, Peruu, Urugvaju, Paragvaju, Danskoj, Svedskoj i Norveskoj.
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2.2.6.2 ETIOLOGIJA
Transmisivni gastroenteritis izaziva Coronavirus (TGEV). Ve¢ina izolovanih virusa je

enterotropna, a srodni su mu respiratorni Coronavirus svinja, Coronavirus pasa i virus
infektivnog peritonitisa macaka [31].

Virus transmisivnog gastroenteritisa i PRCV pripadaju rodu Coronavirus i familiji
Coronaviridae [118]. Coronavirusi su podeljeni u tri razli¢ite grupe i nadalje u
podgrupe na osnovu njihovih genetskih karakteristika. Virus transmisivnog
gastroenteritisa i PRCV pripadaju grupi 7 i podgrupi 1a [118].

PRCV je stabilni mutant virusa transmisivnog gastroenteritisa virusa. Nastao je
delecijom S gena Cime je izgubio tropizam ka enterocitima. Antitela protiv TGEV
unakrsno reaguju sa PRCV. Zbog toga su svinje obolele od PRCV otporne na TGE u
odredenoj meri. U zemljama u kojima se PRCV javlja enzootski, znacaj TGE je sve
manji [112].

Virusi su sferi¢nog oblika, poseduju omotac i ikosaedarni nukleokapsid [109]. Na
njihovoj povrsini se nalaze strukturni proteini od kojih je najvaZzniji S protein kao
stimulator humoralnog i C¢elijskog imunoloskog odgovora. S protein poseduje
hipervarijabilne domene koji omogucavaju stvaranje mutanata koji lako izbegavaju

imunoloski odgovor [119]. Postoji samo jedan serotip TGEV.

2.2.6.3 EPIZOOTIJSKI PROCES
TGE je bolest opisana samo kod svinja, ali je serokonverzija dokazana nakon

eksperimentalne infekcije kod pasa i macaka [120]. Ptice imaju ulogu mehanickog
vektora [121].

Osnovni izvor infekcije je feces, a inkubacija traje 12-72 sata. Virus je osetljiv na
promene temperature i direktno suncevo svetlo Sto objasSnjava pojavu bolesti
uglavnom preko zime [121].

TGEV se u organizam Zivotinje unosi oronazalnim putem. Dospevsi u tanko crevo ulazi
u epitelne cCelije. Kod novorodencadi i mlade prasadi infekcija dovodi do destrukcije
enterocita i gubitka njihove funkcije, atrofije crevnih resica u jejunumu i ileumu. Zbog
ovakvih oStec¢enja potpuno je poremeceno varenje hrane, prestaje varenje laktoze kod
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prasadi na sisi i dolazi do nakupljanja tec¢nosti u crevima, odnosno dijareje i
dehidratacije. Uginu¢a su posledica gubitka tecnosti, metabolicke acidoze i
poremecenog rada srca zbog povecanja nivoa kalijuma u krvi. Kod mlade prasadi
visok mortalitet je posledica velikih oStecenja enterocita koji se veoma sporo
regeneriSu, uz ogranicenu sposobnost odrzavanja homeostaze [112].

Otpornost svinja na TGE zavisi od starosti. Infektivna doza za svinju staru 6 meseci je
104 puta veca nego doza za prase staro 2 dana. Sporo obnavljanje Celija, nezreli
enterociti, odsustvo imunoglobulina na rodenju, usporen Celijski imunoloski odgovor
olakSavaju infekciju prasadi [112].

Krmace koje su bile u kontaktu sa virusom u kasnom graviditetu (viSe od 3 sedmice
pre prasenja) imaju minimalne gubitke u svom leglu zbog kontinuiranog izlucivanja
IgA u mleku, a ne zahvaljujuéi IgG u kolostrumu kako se ranije smatralo [122].

Svinja koja prezivi TGE svara antitela, ali kontinuirano izlucuje virus u fecesu i
nosnom iscetku najmanje 2 do 8 nedelja, ili povremeno cak 18 meseci. TGEV je
moguce izolovati iz creva ili plu¢a ¢ak 104 dana od nastanka infekcije [112]. ZaraZene
krmace prenose virus na prasad preko mleka ili fecesom. Virus se moZe preneti i
aerogeno, ali na kratke razdaljine [121].

Kada se virus unese u prijemcivu populaciju, sve kategorije obole i zaraza poprima
karakteristike epizootije. Kada na farmi postoji stalni izvor neimunih Zivotinja, TGE

moZe preci u hronican oblik.

2.2.6.4 KLINICKA SLIKA I PATOMORFOLOSKE PROMENE
TGE se na farmama svinja pojavljuje u dve forme: epizootskoj i enzootskoj.

Epizootska forma transmisivnog gastroenteritisa se pojavljuje na seronegativnim
farmama tako Sto virus biva unet preko mehanickih vektora, kliconosa ili
kontaminiranom opremom.

Klinicki simptomi, najtezi kod prasadi stare 2-3 sedmice, podrazumevaju profuznu
dijareju, Cesto povracanje, brzu dehidrataciju, drhtavicu i izrazitu Zed. Prasad slabe i

veoma brzo uginu u roku od 1 do 2 dana. Prasad od imunih majki su zaSti¢ena pasivno
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prenetim antitelima. Prasad starija od 4 sedmice najceSce preZive infekciju [112].
Morbiditet je veoma visok, a mortalitet 10-20%.

Hronicna ili enzootska forma se Cesto vida u zapatima gde krmace imaju odredeni
stepen imuniteta. Pocetak klinickih simptoma zavisi od nivoa antitela u mleku
odnosno trenutka kada prasad postaju prijemciva, zbog opadanja titra maternalnih
antitela. To je najceS¢e u periodu kasne laktacije ili neposredno po odbijanju (2-5
nedelja starosti). Simptomi su uglavnom blagi, posebno kod prasadi u dobroj kondiciji
i ukljucuju dijareju, dehidrataciju i gubitak telesne teZine [112].

Kod tovljenika, simptomi su blagi, osim profuzne dijareje koja moZe trajati nekoliko
dana. Povracanje se javlja rede. Morbiditet je visok, ali mortalitet je na niskom nivou.
Srednje teSka forma se vida kod neimunih krmaca i nazimica koje su se nedavno
oprasile i bile u kontaktu sa prasadima obolelim od TGE-a. One gube apetit, povracaju,
imaju dijareju, depresiju, mogu prestati sa lu¢enjem mleka. Potpuno se oporave za 5
do 10 dana [112].

Patomorfoloske promene koje karakteriSu TGE su izrazita dehidriranost organizma,
istegnuta creva ispunjena penastim, zitkim, smrdljivim sadrZajem i zgruSanim
mlekom. Zid creva je veoma tanak, skoro providan. Zeludac moZe biti prazan zbog
povracanja ili pak ispunjen zgrusanim mlekom. U bubrezima se nalaze Zuti ili sivi
urati, a u debelom crevu kiseo, vodenast sadrzaj. Mikroskopskim pregledom uocava se
atrofija crevnih resica, sa metaplazijom epitela i izduZenim kriptama u jejunumu i
ileumu [123].

Respiratorni Coronavirus svinja je prvi put opisan u Belgiji 1984. godine tokom
uobicajenih seroloskih analiza. Razli¢iti PRCV su razlicite patogenosti za svinje i imaju
razlic¢it afinitet za tkivo respiratornog trakta. U vecini slucajeva, oSteCenja nisu
dovoljna da bi doSlo do ispoljavanja klinickih simptoma; Cak i kod infekcije sa
najvirulentnijim sojevima, simptomi su veoma blagi. Pneumonije koje se ponekad

srecu su uglavnom posledica koinfekcije sa drugim patogenima [112].
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Mikroskopski, akutne infekcije se karakteriSu nekrozom bronhijalnih epitelnih celija, a
u procesu oporavka, metaplazijom epitela. PRCV napada i epitel nosne Supljine,
traheje, bronhija i bronhiola [112].

Prasad odmah po odbijanju su najosetljivija kategorija. Zaraza se Siri aerosolom ili u
direktnom kontaktu sa nosnim sekretom obolele svinje u kojem se virus izlucuje do 2

nedelje od infekcije [112].

2.2.6.5 DIJAGNOZA
Postavljanje dijagnoze nije uvek lako. Pozitivni seroloski testovi u odsustvu

digestivnih poremecaja, eksplozivna priroda bolesti sa dijarejom prisutnom kod svih
kategorija svinja i visokim mortalitetom kod prasadi mogu biti osnova za postavljanje
sumnje.

U laboratoriji, testom fluorescentnih antitela virus se moze dokazati u iseCcima creva

ili PCR testom u fecesu. Osetljivost PCR je dragocena kod starije prasadi kada se virus

2.2.6.6 TERAPIJATI KONTROLA
Ne postoji specificna terapija za leCenje transmisivnog gastroenteritisa. Podizanje

ambijentalne temperature, rehidracija i aplikacija imunoglobulina moZe smanjiti
gubitke. Aktivni prirodni imunitet ima zaStitnu ulogu koja traje 6-18 meseci.
Vakcinacijom prirodno imunizovanih krmaca, obezbeduje se jos visSi nivo antitela i
prirodna zastita prasadi Sto je vazno na farmama sa enzootkom pojavom TGE.
Efikasnim se pokazala i planska infekcija krmaca 2-4 nedelje pre prasenja jer se tako
obezbeduje dobar imunitet za prasad. TGE se moZe iskoreniti bez kompletne
depopulacije planskim infekcijama krmaca, primenom “sve u, sve van” principa i

dobrim higijenskim merama [31].
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2.2.6.7 TRANSMISIVNI GASTROENTERITIS/INFEKCIJA RESPIRATORNIM
CORONAVIRUSOM KOD DIVL]JIH SVINJA (TGE/PRCV)
Veoma malo se zna o Coronavirusnim infekcijama divljih svinja. U Evropi,

seroprevalencija kod divljih svinja ili nije dokazana ili je na veoma niskom nivou
[125]. U Nemackoj, PRCV serorevalencija iznosi 7,78%, a TGE 1,59% [126], PRCV
seroprevalencija u Sloveniji je 3% [53], a u Ce$koj seroprevalencija TGE 1% [94].

U Finskoj je radeno ispitivanje seroprevalencije kod divljih svinja koje se drZe farmski,

ali TGE nije utvrden [127].
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2.3.ULOGA 1 UTICA] DIVLJIH SVINJA NA KONTROLU ZARAZNIH
BOLESTI KOD DOMACIH SVINJA I ANALIZA RIZIKA OD NJIHOVOG
PRENOSENJA SA DIVL]IH NA DOMACE SVINJE

Divlje svinje su prijemcive za veliki broj patogena koji izazivaju bolesti ljudi i domacih
Zivotinja, ali utiCu i na populacionu dinamiku samih divljih svinja. One mogu imati
ulogu sluc¢ajnog domacina, vektora ili pravog rezervoara i na taj nacin ucestvovati u
epizootioloSkom procesu i uticati na efikasnost kontrole zaraznih bolesti kod domacih
svinja. Kada su bolesti enzootski prisutne i veoma raSirene kod domacih svinja, kao
Sto je Cesto slucaj sa PMWS, uticaj divljih svinja na njihovu kontrolu nije od velikog
znacaja [128]. I obrnuto, od velikog znacaja je za bolesti koje su iskorenjene kod
domacih svinja. Samo prisustvo divljih svinja veoma utice na kompleksnost i
efikasnost programa kontrole bolesti kod domacih svinja i na vreme potrebno za

dobijanje slobodnog statusa.

2.3.1 ODRZAVANJE ZARAZNIH BOLESTI KOD DIVLJIH SVINJA

Zbog same prirode, nacina Zivota i ishrane (svastojedi), divlje svinje hraneci se
leSevima lako dolaze do izvora infekcije. Rijanje ih ¢ini veoma podesnim za nastanak
infekcija koje se Sire fecesom ili drugim sekretima divljih i domacih Zivotinja.

Dinamika populacije divljih svinja, uslovljena veli¢cinom populacije, socijalnom
organizacijom, starosnom strukturom, ima znacajan uticaj na verovatnocu

uspostavljanja enzootije ili statusa rezervoara kod divljih svinja [129].

2.3.1.1 VELICINA I GUSTINA POPULACIJE
Veli¢ina grupe u kojima Zive divlje svinje pozitivno uti¢e na moguénost uspostavljanja

statusa rezervoara. Porast broja divljih svinja podrazumeva i veéi broj domacina
dostupnih za Sirenje bolesti i ve¢i broj kontakata medu Zivotinjama. Pored veli¢ne,

gustina populacije igra znacajnu ulogu u epizootiologiji, omogucavajuci veci broj
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efikasnih kontakata sa obolelom Zivotinjom ili sa kliconoSom [129]. Ipak, za
odrzavanje bolesti je potreban minimalan apsolutni broj jedinki. U tom smislu, brojne
i guste populacije divljih svinja posebno predstavljaju pretnju tradicionalnom nacinu
drzanja domacih svinja, sa niskim nivoom biosigurnosti. Podatak o kriticnoj gustini
populacije dovoljne za odrZavanje zaraze ustanovljen je samo za klasi¢nu kugu svinja i
slinavku i Sap. Da bi divlja svinja postala rezervoar, najmanja gustina populacije za

klasi¢nu kugu svinja je 3/km? [130], a za slinavku i Sap 2,3-14/km? [131].

2.3.1.2 STAROST ZIVOTINJA
Prasad mlada od 1 godine najrizi¢nija je kategorija za odrZavanje zaraze jer Cesto

perzistentno izlucuju viruse. Kada bolest ude u prijemcivu populaciju, dolazi do
visokog mortaliteta kod mladih, smanjenja fertiliteta krmaca S$to moZe voditi u
samoogranicenje bolesti uz smanjenje gustine populacije ispod nivoa na kojem se

bolest moZe odrzavati [132].

2.3.1.3 SOCIJALNI STATUS I TERITORIJALNOST
Karakteristi¢na socijalna struktura i nacin Zivota divljih svinja moZe favorizovati

Sirenje bolesti narocito kada se Zivotinje grupisu oko izvora vode ili hrane [133].
Uobicajeno je da se teritorije razli¢itih grupa divljih svinja preklapaju Sto omogucava i
razmenu patogena. Poznavanje povrSine stanista je vazan podatak jer omogucava
prostorno predvidanje Sirenja bolesti. Treba imati u vidu i potrebu divljih svinja za

raseljavanjem kada mlade odlaze i do 250 km dalje od roditeljske grupe [18].

2.3.2 KRETANJE ZARAZA IZMEPU DIVLJIH I DOMACIH SVINJA

Smatra se da je dominantan smer kretanja zaraza od divljih ka domac¢im svinjama.
[zuzetak mogu predstavljati bolesti koje se prenose hranom kada bi se divlje svinje

mogle zaraziti ilegalnim hranjenjem ili nepropisnim bacanjem otpadaka. U Evropi su
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Cesto beleZeni slucajevi pojava zaraza usled preseljavanja divljih svinja sa jednog na

drugo staniste radi sportskog lova [134].

Za pojedine bolesti, odnos domacih i divljih svinja, uloga divljih svinja u odrzavanju i

Sirenju zaraza su dobro definisani (slika 11).

klasi¢na, africka kuga, Aujeckijeva bolest

Aujeckijeva bolest, bruceloza

\

DIVL]JA SVINJA PSI I MACKE

\

trihineloza, bruceloza

DIVLJA SVINJA LJUDI

\

DIVL]A SVINJA tuberkuloza PREZIVARI

l

Slika 11: smer Sirenja zaraznih bolesti imedu divljih svinja i domacih Zivotinja i ljudi

Divlje svinje imaju veoma vazZnu ulogu u epizootiologiji klasicne kuge svinja. Ova
bolest je kod divljih svinja samoogranicavajuca, ali pod odredenim uslovima virus
moze cirkulisati i po nekoliko godina [135]. Glavni izvor virusa kod pojave klasi¢ne
kuge u Evropi je bio kontakt sa divljim svinjama, ilegalno hranjenje pomijama i
kontaminirana prevozna sredstva [136]. Boklund i sar. [136] pretpostavljaju da se
klasi¢na kuga svinja sa domadih svinja na divlje moZe preneti ukoliko je zaraZena
farma manje od 5 km udaljena od stanista divljih svinja.

O epizootiologiji slinavke i Sapa kod divljih svinja se malo zna. Divlje svinje su
prijemcive, izlucuju virus i mogu ga preneti na domace Zivotinje [137]. Poslednje
izbijanje bolesti u Bugarskoj 2011. godine pokazalo je da se prenoSenje slinavke i Sapa
na divlje svinje Cesto deSava i nalazi u uzajamnoj vezi sa pojavom ove bolesti kod
domacih Zivotinja. Eksperimentalno je dokazano da je prenoSenje virusa slinavke i

Sapa sa divljih svinja na domace Zivotinje et vice versa moguce, ali za prirodne uslove
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ovo ne moZe biti pravilo. EpizootioloSki modeli za simulaciju Sirenja i odrZavanja
slinavke i Sapa u populaciji divljih svinja ukazuju da ova bolest nije samoodrziva vec¢

vremenski i prostorno ogranicena [138].

0d africke kuge obolevaju i domace i divlje svinje, ali se virus umnoZava i u krpeljima
iz roda Ornithodoros [139]. Evropska divlja svinja je veoma prijemciva i ispoljava
klinicke simptome identi¢cne simptomima kod domacih svinja. Suprotno njima,
klinicka slika kod africkih vrsta svinja je subklinicka i asimptomatska [140].
[straZivanjem africke kuge svinja u Rusiji je utvrdeno da domace svinje imaju glavnu
ulogu u Sirenju ove bolesti prenosedi je i na divlje svinje. Cirkulacija virusa kod divljih
svinja je uslovljena gustinom populacije, a prenoSenje virusa na domace svinje se
desSava veoma retko [141]. Zbog toga je procenjeno da je rizik od nastanka enzootije
kod divljih svinja u Gruziji, Jermeniji i Rusiji srednji, dok u Ukrajini i Belorusiji nizak,

uglavnom zbog prenoSenja virusa sa domacih svinja na divlje [142].

Za Aujeckijevu bolest, domace i divlje svinje su prirodni domacini. Da je prenoSenje sa
domacih na divlje i obrnuto moguce dokazano je u eksperimentalnim uslovima [40].
Opste je prihvaceno da divlje svinje mogu imati ulogu rezervoara jer se bolest moze
odrzavati u latentnom obliku Sto omogucava izlucivanje virusa i prenoSenje
oronazalnim i polnim putem [143]. Ipak, deSava se da, tamo gde je bolest iskorenjena
kod domacdih svinja, nisu zaraZene ni divlje svinje, Sto govori u prilog ¢injenici da je
Sirenje sa domacih na divlje mnogo lakse i efikasnije, kao i da su sojevi od divljih

svinja manje patogeni za domace [144].

2.3.3 ANALIZA RIZIKA

Analiza rizika je alat koji se u epizootiologiji koristi za utvrdivanje postojanja i stepena
rizika po zdravlje Zivotinja i ljudi.
Analiza rizika se sastoji od 4 komponente: identifikacije, procene, upravljanja i

komunikacije rizikom (slika 12) [145].
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IDENTIFIKACIJA UPRAVLJANJE
RIZIKA > | PROCENARIZIKA | > RIZIKOM
K 0o M U N I K A C I J A

Slika 12: Shematski prikaz procesa analize rizika
Pri proceni rizika, prvo se identifikuje i opisuje sam rizik od nekog dogadaja. Potom se
utvrduje verovatnoca da se isti dogodi i procenjuju posledice.
Za procenu rizika mogu se koristiti kvantitativne ili kvalitativne metode. Rizik se
opisuje kao ekstremno visok, visok, srednji i nizak ili na neki drugi nacin, numericki,
brojevima od 1 do 5, na primer. Preporucuje se da se za egzoti¢ne bolesti koristi
metoda kvalitativne procene rizika. Za mnoge bolesti postoje usvojeni internacionalni
standardi koji ne zahtevaju primenu matematickih modela. Upravljanje rizikom
omogucava da se smanji sam rizik kao i posledice, pri ¢emu rizik nikada ne moZe biti
eliminisan, ali se moZe dovesti na prihvatljiv nivo. Komunikacija podrazumeva
razmenu informacija i misljenja izmedu svih strana koje na bilo koji na¢in mogu biti
pogodene rizikom i posledicama [145].
Kvalitativnom analizom rizika mogu se proceniti verovatnoc¢a i potencijalni uticaj
prenoSenja bolesti sa divljih na domace svinje.
Poznavanje puteva Sirenja koji su svojstveni svakoj bolesti ponaosob su osnova za
pocetak istraZivanja i procenu rizika od prenoSenja bolesti sa divljih na domace svinje.
Najveci rizik postoji za bolesti koje se Sire aerosolom jer su time sve svinje koje su
napolju izloZene riziku. Rizik je najmanji za bolesti koje se prenose polnim putem.
Svinje koje se drze napolju, ogradene niskom elektricnom ogradom, udaljene do 500
m od Sume u kojoj Zive divlje svinje, posebno ukoliko se gaji rasa Mangulica su
izloZene velikom riziku od kontakta sa divljim svinjama. U ovakvim uslovima, u
Engleskoj, sezonske razlike nisu uocene i kontakti se ostvaruju preko cele godine

[146].
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Divlje svinje viSe privlaCe Zenke nego hrana, pa je farma krmace takode pod veéim
rizikom.

Starost svinja takode predstavlja faktor rizika. UoCeno je da su pod najvec¢im rizikom
prasad, a za njima srednje stare svinje i kategorije pred polnom zreloS$¢u, a najmanje
odrasle svinje. Ukoliko se posmatra obrnuti smer kretanja zaraza, od domacih ka
divljim svinjama, vaZi isto pravilo da su najmlade kategorije i najosetljivije [146].
Upravljanje farmom domacih svinja, principi kategorizacije i grupisanja svinja,
premesStanje Zivotinja, uticu na izloZenost svinja ve¢em riziku od obolevanja. Najveci
rizik predstavlja drzanje svih kategorija svinja u jednom objektu [146].

Prirodno ponasanje divljih svinja se moZe uporediti sa sistemom upravljanja na farmi
domacih svinja. Kod divljih svinja sve starosne kategorije Zive zajedno, grupu Cine
Zenke razlicite starosti i njihova prasad. Kontakti sa drugim Zivotinjama se povecavaju
sa staroscu i sa odlaskom mladih i dolaskom nerastova radi parenja [146].

Domace svinje se drze u velikim zapatima, preko 500 Zivotinja, gde i gustina ima
veoma veliki znacaj. Infektivni pritisak kod domacih svinja je znacajno veci nego kod
divljih jer one Zive u znatno manjim grupama. Cak i najgu$ée populacije nisu za
poredenje sa zapatima domacih svinja (0,7 svinja/m2) [146].

Stres kod domacih svinja ima vaZnu ulogu u epizotiologiji i patogenezi mnogih bolesti.
On se javlja prilikom odlucivanja prasadi, uvodenja u nove grupe, zbog novih Zivotinja
u grupi itd. Slicne stresne situacije prezivljavaju i divlje svinje posebno u periodu
raseljavanja.

Nacin lova ili nacin upravljanja loviStima znacajno utiCe na rezultate analize rizika jer

omogucava disperziju zaraze [146].
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3 CILJEVIIZADACIISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja ove doktorske disertacije su:

1. Ispitivanje uzoraka poreklom od divljih svinja iz centralne Srbije molekularnim,
virusoloskim i seroloskim metodama na prisustvo virusa i specificnih antitela protiv
Aujeckijeve bolesti (MA, PRV), parvoviroze (PPV), transmisivnog gastroenteritisa
(TGE), cirkoviroze (PCV2), reproduktivnog i respiratornog sindroma (PRRS) kao i
influence A (SIV).

2. Utvrdivanje trenda pojavljivanja nabrojanih bolesti tokom trogodisnjeg
vremenskog perioda, kao i geografska rasprostranjenost i lociranje podrucja u kojima
postoji rizik od prenosenja bolesti sa divljih na domace svinje.

3. Poredenje dobijenih rezulata sa ve¢ postojecom bankom virusa sa teritorije
Republike Srbije, kao i sekvenciranje delova genoma i poredenje sa istim sekvencama
virusa izolovanih iz domacdih svinja; na osnovu dobijenih rezultata uradila bi se

filogenteska analiza i utvrdila srodnost izolata poreklom od domacih i divljih svinja.

Zadaci istrazivanja ove doktorske disertacije su:

1. Prikupljanje uzoraka krvnih seruma divljih svinja sa podrucja beogradskog,
borskog, brani¢evskog, moravi¢kog, pomoravskog, rasinskog, raskog, Sumadijskog,
zajecarskog i zlatiborskog okruga; prikupljanje uzoraka krvnih seruma i organa od
divljih svinja koje su pokazivale znakove bolesti;

2. Ispitivanje prisustva specificnih antitela protiv uzro¢nika MA, PPV, TGEV/PRCV
PCV2, PRRS i SIV;

3. Ispitivanje uzoraka organa od bolesnih divljih svinja na prisustvo uzro¢nika
navedenih virusnih bolesti molekularnim metodama;

4. Izolacija i molekularna karakterizacija izolovanih sojeva i poredenje sa sojevima
virusa iz domacih svinja;

5. Analiza rezultata u odnosu na utvrdenu vremensku i prostornu distribuciju bolesti
kod divljih svinja i gustinu i lokaciju domacih svinja;

6. Analiza rizika od Sirenja nabrojanih virusnih bolesti sa divljih na domace svinje.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1 MATERIJAL

Za potrebe ovog ispitivanja koriS¢eni su uzorci poreklom od divljih svinja sa podrucja

10 okruga centralne Srbije: beogradski, borski, branicevski, moravicki, pomoravski,

rasinski, raski, Sumadijski, zajecarski i zlatiborski, slika 13.

U ispitivanju su koris¢eni krvni serumi i organi divljih svinja izlovljenih tokom

redovnih sezona lova u periodu 2012-2014. godine, kao i divlje svinje koje su

pokazivale znakove bolesti izlovljene tokom 2014. godine. U cilju poredenja i

Legenda:

1- Beogradski okrug
2 - Zlatiborski okrug
3 — Moravicki okrug
4 - Sumadijski okrug
5 - Pomoravski okrug
6 — Brani¢evski okrug
7 - Borski okrug

8- Rasinski okrug

9 - Raski okrug

10 - Zajetarski okrug

karakterizacije sojeva virusa izolovanih iz
divljih svinja, koriS¢eni su ranije izolovani
virusi Aujeckijeve bolesti kod pasa i
domacih svinja u Srbiji za koje su
nukleotidne sekvence dostupne u banci
gena  NCBI (National Center for
Biotechnology Information) za us9, ul49,5
i us4 gene: PRV/domaca svinja/2009:
KT187319, KT187325, KT187313;
PRV/pas/2010: KT187318, KT187324,
KT187312; PRV/domaca svinja/2014:
KT187320i KT187326 KT187314. Takode,
koriS¢ene su i druge dostupne sekvence iz

NCBI, tabela 2.

Slika 13: Okruzi iz kojih su poticali uzorci za ispitivanje
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Tabela 2: Nukleotidne sekvence iz banke gena koje su kori$¢ene za filogenetsku

analizu virusa Aujeckijeve bolesti

NCBI broj Soj JQ809330.1 DUL34Pass
KJ17942.1 Kaplan AY190527.1 Ea
JF797217.1 Bartha K]J789182.1 T]
KP098534.1 HeN1 KP257591.1 ]S-2012
KM061380.1 ZJ01 AF251220.1 Pseudorabiesv. Ea
KC981239.1 BJ/YT KM676290.1 SC

JF797219.1 Becker

4.1.1 KRVNISERUMI
Za svaku od 3 navedene godine, odabrano je po 200 krvnih seruma divljih svinja za

seroloSka ispitivanja. Za svaki okrug je pregledan broj uzoraka dat u tabeli 3.

Tabela 3: Broj ispitanih uzoraka krvnih seruma po okrugu i godini

Okrug Brojuzoraka Rasinski 20
Beogradski 5 Raski 20
Borski 30 Sumadijski 10
Branicevski 25 Zajecarski 30
Moravicki 10 Zlatiborski 25
Pomoravski 25 UKUPNO 200

Pored uzoraka iz redovnog odstrela, pregledano je 50 krvnih seruma divljih svinja
koje su pokazivale znakove bolesti.
Krvni serumi su pregledani na prisustvo specificnih antitela protiv virusa PRRS,-a

PRV, PPV, PCVZ, SIV i TGEV/PRCV.

4.1.2 ORGANI
Divlje svinje koje su pokazivale znakove bolesti, izlovljene tokom 2014. godine

pregledane su molekularnim metodama na prisustvo genoma uzroc¢nika virusnih
bolesti enzootskog potencijala. Ukupno je pregledano 50 uzoraka organa, slezine i

bubrega. Uzorci za ova ispitivanja poticali su iz 6 okruga, tabela 4.
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Tabela 4: Broj uzoraka ispitanih organa po okrugu

Okrug Brojuzoraka Pomoravski 2

Borski 6 Raski 4
Branicevski 18 Zajecarski 12
Moravicki 8 UKUPNO 50

Molekularne metode su koriS¢ene kao trijazne, da bi se iz uzoraka u kojima je dokazan
genom izvrsila izolacija virusa na kulturi tkiva i identifikacija izolovanih sojeva virusa
primenom virus neutralizacionog testa, direktne imunofluorescencije i histoloSkim
bojenjem celija hematoksilin eozinom.

Molekularna karakterizacija izolovanih sojeva virusa je izvrSena sekvenciranjem i

filogenetskom analizom.

4.1.3 REFERENTNI MATERIJALI
U virus neutralizacionom testu za seroloSku dijagnostiku Aujeckijeve bolesti je

koriSc¢en referentan soj virusa PRV NIA 3 (CVI Wageningen, Lelistad, Holandija).

PPV NADL-2 (ATCC® VR-742) je referentan soj Parvovirusa svinja koji je koriS¢en u
testu inhibije hemaglutinacije.

Izolacija virusa je izvrSena na Kontinuiranim celijskim linijama PK15 - BS CL 72,
MDBK - BS CL 63, RK13.6 - Bs CL 196 (Instituto Zooprofilatticco Sperimentale della
Lombardia e dell'Emilia Romagna ,Bruno Ubertini“). Identifikacija PRV-a je izvrSena
neutralizacijom virusa upotrebom antiseruma PRV S1, S2, S3 (CVI Wageningen,
Lelystad, The Netherlands).

Na PK15 Ccelijskoj liniji je izveden i virus neutralizacioni test za dijagnostiku

Aujeckijeve bolesti.
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4.2 METODE

4.2.1 METODE ZA DOKAZIVANJE SPECIFICNIH ANTITELA

4.2.1.1 ELISA TEST ZA SEROLOSKU DIJAGNOSTIKU PRRS-a
Za serolosku dijagnostiku PRRS-a je koriS¢en komercijalni ELISA kit INGEZIM PRRS

UNIVERSAL, ING 1.1PRU.K1, proizvodaca INMUNOLOGIA Y GENETICA APLICADA, S.A,
Spanija. Ovo je indirektna ELISA u kojoj je kao antigen kori$éen preciséen virusni
antigen dobijen ekspresijom ORF7 americkih i evropskih sojeva virusa PRRS-a u E.coli.

Oprema koja je koriS¢ena za izodenje testa je navedana u tabeli 53:

Tabela 5: Spisak opreme koja je koriS¢ena za izvodenje ELISA

NAZIV OPREME TIP PROIZVOPAC  SERIJSKI BROJ
Inkubator za ploce 1PS Bio Rad 0101 2932
Mesalica za mlkr(;)'ilggg 715+ ASAL 829
I[spira¢ mikrotitar ploca ~ Well wash Thermo 888-381A
Spekrtofotometar Multiscan MS Lab Systems 352002724
Univerzalna centrifuga 260R MPW 10260R02131

Postupak izvodenja testa prema instrukcijama proizvodaca:
o Ispitujuce serume razrediti u odnosu 1:100 sa DE13-01.
o Sipati 100 pl pozitivne i negativne kontrole i 100 ul uzoraka u bunare
mikrotitar ploce. PloCu prelepiti samolepljivom folijom i inkubirati 1h na 37 °C.
o Nakon inkubacije, plocu isprati 4 puta da bi se nevezana antitela odstranila i
dodati 100 ul sveZe pripremljenog konjugata u sve bunare. Plocu prelepiti

samolepljivom folijom i inkubirati 45 min na sobnoj temperaturi.

3 Ista oprema koriS¢ena je za izvodenje svih ELISA testova.
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o Ponoviti postupak ispiranja (5x) i dodati 100 pl sveZe pripremljenog supstrata
u sve bunare. Plo¢u inkubirati 15 min na sobnoj temperaturi i zaustaviti
obojenu reakciju dodavanjem 100 pl stop rastvora u sve bunare.

o Ocitati vrednosti opticke gustine (OD) na talasnoj duZini od 405 nm. Test se
smatra validnim ako je OD vrednost pozitivne kontrole ve¢a od 1,5 i OD
vrednost negativne kontrole manja od 0,250.

o Interpretacija rezultata: Grani¢na vrednost se izraCunava na sledeci nacin:

0,15 x OD pozitivne kontrole
Uzorci kod kojih je oCitana OD vrednost veca od grani¢ne vrednosti se smatraju
pozitivnim na prisustvo specificnih antitela protiv virusa PRRS-a.
Uzorci kod kojih je oCitana OD vrednost manja od grani¢ne vrednosti se

smatraju negativnim na prisustvo specificnih antitela protiv virusa PRRS-a.

4.2.1.2 VIRUS NEUTRALIZACIONI TEST ZA SEROLOSKU DIJAGNOSTIKU
AUJECKIJEVE BOLESTI
Virus neutralizacioni test je koriS¢en za dokazivanje i odredivanje titra specificnih

antitela protiv virusa Aujeckijeve bolesti. Test je izveden u 96 bunarskim mikrotitar
plo¢ama sa ravnim dnom (Sarstedt, Nemacka) na celijskoj liniji PK15[147]. Radno
razredenje referentnog virusa Aujeckijeve bolesti koje je koriS¢eno u testu je
100TCIDso/50 pl. Prilikom izvodenja testa postavljene su pozitivnha i negativna
kontrola, kontrola citotoksi¢nosti ispituju¢ih seruma, kontrola rasta celija, kontrola
titra radnog razredenja virusa i kontrola virusa.

Oprema koja je koriS¢ena za izvodenje ovog testa je navedena u tabeli 6.
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Tabela 6: Spisak opreme koja je koriS¢ena za izvodenje virus neutralizacionog testa

NAZIV OPREME TIP PROIZVODAC SERIJSKI BROJ]
Biohazard kabinet klase II VBH48C2 WHB steril 16706
CO; inkubator COIZ((;E(-)Z%' NewBrunswick 36378
Mikroskop 1nvertn¥ 090-135-002 LEICA 621228/24414
fluorescetni 8
Univerzalna centrifugz_jl sa 351R MPW 10241R02071
hladenjem 1
Biohazard kabinet klase II VE180 PLUS Aqaria 006/11
COz inkubator - Binder CB150#0348
Invertni svetlosm Axio Observer Carl Zeiss 3832001345
mikroskop
Biohazard kabinet klase II VE90 PLUS Agqaria 001/11

Postupak izvodenja testa:

O

Pripremiti uzorke krvnih seruma inaktivacijom komplementa na 56 °C tokom
30 min.

Napraviti 50 pl dvostrukih serijskih razredenja seruma u minimalnoj
esencijalnoj podlozi sa Erlovim solima (MEM: Gibco BRL, SAD), 1:4-1:256,
direktno u mikrotitracionoj ploci.

Serumima dodati 50 pl radnog razredenja virusa.

Ploce inkubirati 1 h na 37 °C sa 5% CO: nakon cega se u svaki bunar dodaje
150 pl suspenzije PK15 ¢elija sa 10% FTS (FBS: Gibco BRL, SAD).

Ploce inkubirati 4 dana na 37 °C sa 5% COx.

Posmatraju¢i pojavu citopatogenog efekta pod svetlosnim mikroskopom,
oCitati rezultate i odrediti titar specificnih antitela. Titar antitela se iskazuje
kao recipro¢na vrednost najveteg razredenja seruma koje je u potpunosti

sprecilo (100%) citopatogeni efekat virusa.
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4.2.1.3 TEST INHIBICIJE HEMAGLUTINACIJE ZA SEROLOSKU DIJAGNOSTIKU
PPV INFEKCIJE SVINJA
Odredivanje prisustva i visine titra specifi¢nih antitela protiv PPV svinja je izvedeno

testom inhibicije hemaglutinacije u 96 bunarskoj mikrotitar plo¢i sa U dnom (Sarstedt,
Nemacka) [65]. Prilikom izvodenja testa postavljene su pozitivna i negativna kontrola,
kontrola eritrocita, kontrola radnog razredenja virusa (4HA) i kontrola virusa.
Postupak izvodenja testa:
o Pripremiti krvne serume inaktivacijom komplementa na 56 °C tokom 30 min i
uklanjanjem nespecificnih hemaglutinina. Na 25 pl inaktivisanih seruma dodati
75 pl rastvora kaolina i inkubirati na sobnoj temperaturi 20 min. Kaolin
istaloZiti centrifugiranjem na 1000 g tokom 20 min i potom dodati 25 pl 20%
eritrocita zamorca (Torlak, Srbija). Nakon 1 h inkubiranja na sobnoj
temperaturi, pripremljene serume centrifugirati 10 min na 1000 g i koristiti u
daljoj proceduri. Na ovaj nacin su uklonjeni nespecifi¢ni aglutininini iz seruma.
o Napraviti dvostruka serijska razredenja pripremljenih seruma mesanjem 50 pl
PBS-a i iste zapremine pripremljenih seruma.
o Razredenjima seruma dodati 50 pl radnog razredenja (4HA) virusa.
o Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi u trajanju od 1 h, dodati 50 ul 0,5%
eritrocita i ponoviti inkubaciju u istim ambijentalnim uslovima i istog trajanja.
o Otcitavanje rezultata se obavlja posmatranjem ploce pod uglom od 70°.
Heminhibicioni titar antitela u serumu je najveCe razredenje seruma koje

dovodi do potpune inhibicije hemaglutinacije eritrocita.

4.2.1.4 ELISA TEST ZA SEROLOSKU DIJAGNOSTIKU PCV2 INFEKCIJE KOD
SVINJA
Za dokazivanje IgG i IgM specificnih antitela protiv PCV2, koriS¢en je Ingezim

Circovirus IgG/IgM ING1.1.PCVK.2, proizvodaca INMUNOLOGIA Y GENETICA
APLICADA, S.A, Spanija.
Ovaj test je sendvic¢ ELISA u kojoj su IgG i IgM svinja “uhvaceni” izmedu heterolognih

antitela protiv svinjskih IgG i IgM imunoglobulina i antigena PCV2.

62



Postupak izvodenja testa, prema uputstvu proizvodaca:

o U ispitivanju se koriste 2 mikrotitar ploce, odvojeno za IgG i IgM. Serumi koji su
razblaZeni 1:100, kao i pozitivna i negativna kontrola, se u zapremini od 100 pl
sipaju u bunare obe ploce koje se zatim inkubiraju 1 h na 37 °C.

o Uklanjanje nevezanih komponenti se vrsi Cetvorostrukim ispiranjem, nakon
Cega se dodaje 100 pl antigena koji je obeleZen peroksidazom. Reakcija
vezivanja antigena i antitela se deSava tokom narednog koraka inkubacije od
30 min na 37 °C.

o Ponoviti postupak ispiranja i dodati 100 pl supstrata.

o Razvijanje obojene reakcije u trajanju od 5 min na sobnoj temperaturi
zaustaviti dodavanjem 100 pl stop rastvora. Intenzitet obojenosti reakcije se
oCitava na 450 nm. Test je validan ako je OD vrednost pozitivnih kontrola za
IgGiIgM >0,7, a negativnih <0,3.

o Interpretacija rezultata:

Grani¢na vrednost za IgM se izraCunava mnoZenjem OD vrednosti pozitivhe

kontrole sa 0,4 (ODPC x 0,4).

Grani¢na vrednost za IgG se izraCunava mnoZenjem OD vrednosti pozitivne

kontrole sa 0,3 (ODPC x 0,3).

Uzorci kod kojih je izmerena OD vrednost niZa od grani¢nih se smatraju

negativnim.

Uzorci kod kojih je izmerena OD vrednost visa od granic¢nih i IgG > IgM se smatraju

pozitivnim s tim da je infekcija nastala pre 1-2 meseca.

Uzorci kod kojih je izmerena OD vrednost viSa od granic¢nih i IgM > IgG se smatraju

pozitivnim, s tim da se radi o aktivnoj infekciji.

Uzorci kod kojih je izmerena OD vrednost za IgG viSa od granicne, a za IgM niZa od

granicne vrednosti se smatraju pozitivnim s tim da se radi o infekciji staroj viSe od

2 meseca.
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4.2.1.5 ELISA TEST ZA SEROLOSKU DIJAGNOSTIKU INFLUENCE A KOD SVINJA
Komercijalni kit, INGEZIM Influenza A, ING 1.0.FKU.K.3, proizvodaca INMUNOLOGIA Y

GENETICA APLICADA, S.A, Spanija, je kori$¢en za dokazivanje specifi¢nih antitela
protiv virusa Influence A kod svinja. Ovaj test je blokiraju¢i imunoenzimski test
namenjen seroloskoj dijagnostici influence kod Zivine i svinja.

Postupak izvodenja testa, prema uputstvu proizvodaca:

o Uzorke krvnih seruma za ispitivanje pripremiti u razredenju 1:2, meSanjem 50
ul seruma i 50 pl razredivaca direktno u mikrotitar ploc¢i. U odgovarajuce
bunare sipati 100 pl pozitivne i negativne kontrole.

o Plocu prelepiti samolepljivom folijom i inkubirati 1 h na 37 °C.

o Nakon ispiranja (4x), dodati 100 pl konjugata, plo¢u prelepiti samolepljivom
folijom i ponoviti inkubaciju u trajanju od 30 min na 37 °C.

o Ponoviti postupak ispiranja od 5 ponavljanja i dodati 100 pl supstrata.

o Nakon inkubacije od 10 min potrebne za razvijanje boje, dodati 100 pl stop
rastvora i ocitati vrednosti opticke gustine na 450 nm. Test je validan ako je
odnos OD vrednosti negativne i pozitivne kontrole veéi ili jednak 0,3
(ODNC/ODPC 20,3).

o Interpretacija rezultata: za svaki ispituju¢i serum se izraCunava procenat
blokiranja prema obrascu:

% blokiranja = OD uzorka/OD NC x 100
Ukoliko je % blokiranja uzorka >30% smatra se da su antitela protiv virusa
influence A odsutna u uzorku - uzorak je nagativan i obrnuto, ukoliko je %

blokiranja uzorka < 30% uzorak je pozitivan na prisustvo specifi¢nih antitela.

4.2.1.6 ELISA TEST ZA SEROLOSKU DIJAGNOSTIKU TRANSMISIVNOG
GASTROENTERITISA/INFEKCIJE RESPIRATORNIM CORONAVIRUSOM
SVINJA

Komercijalni kit, Ingezim Corona Diferencial 2.0, 11.DIFK3, proizvodaca

INMUNOLOGIA Y GENETICA APLICADA, S.A, gpanija je blokiraji¢i imunoenzimski test

za dokazivanje specificnih antitela protiv virusa transmisivnog gastroenteritisa i

64



njihovo razlikovanje od antitela protiv PRCV. Test je zasnovan na upotrebi dve vrste

monoklonskih antitela, jednih usmerenih protiv specificnog epitopa virusa TGE

(konjugat B) i drugih usmerenih protiv epitopa koji je identican kod TGEV i PRCV

(konjugat A), kao i rekombinantnih antigena vezanih na dno ploce.

Test je izveden prema uputstvu proizvodaca:

O

o

U ispitivanju se koriste krvni serumi razblaZeni u odnosu 1:2 sa obezbedenim
razredivaCem. Ispitujuci uzorci, dve pozitivne i negativna kontrola ispituju se u
duplikatu i inkubiraju u 96 bunarskoj plo¢i na kojoj su vezani rekombinantni
antigeni virusa tokom 1 h na 37 °C.
Uklanjanje nevezanih komponenti se vrsi trostrukim ispiranjem, nakon cega se
dodaje 100 pl konjugata A i konjugata B. Vezivanje konjugata za slobodne
epitope se odvija tokom narednog koraka inkubacije od 30 min na 37 °C.
Ponoviti postupak ispiranja (6x) i dodati 100 ul supstrata.
Razvijanje obojene reakcije u trajanju od 10 min na sobnoj temperaturi
zaustaviti dodavanjem 100 pl stop rastvora. Intenzitet obojenosti reakcije se
ocCitava na 450 nm. Test je validan ako je:

0D vrednost pozitivne kontrole za TGEV sa konjugatom A < 0,3

0D vrednost pozitivne kontrole za TGEV sa konjugatom B < 0,3

0D vrednost pozitivne kontrole za PRCV sa konjugatom A < 0,3

0D vrednost pozitivne kontrole za PRCV sa konjugatom B > 0,7

OD vrednost negativne kontrole sa konjugatom A >1,0

OD vrednost negativne kontrole sa konjugatom B >1,0
Interpretacija rezultata.

A-granic¢na vrednost - Grani¢na vrednost za procenu prisustva/odsustva

antitela protiv Coronavirusa se izracunava mnoZenjem OD vrednosti

negativne kontrole sa konjugatom A sa 0,4 (ODNCkonja x 0,4).

B-granic¢na vrednost - Pozitivna grani¢na vrednost za TGE se izracunava

mnozenjem OD vrednosti PRCV pozitivne kontrole sa konjugatom B sa

0,6 (ODPCprecv/konjB X 0,6).
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C-granicna vrednost - Negativna grani¢na vrednost za TGE se
izraCunava mnoZenjem OD vrednosti PRCV pozitivne kontrole sa
konjugatom B sa 0,7 (ODPCprcv/konj8X 0,7).
Interpretacija rezultata se odvija u dva koraka. Prvi je utvrdivanje prisustva
antitela protiv Corona virusa poredenjem OD vrednosti uzoraka sa izracunatom A-
grani¢nom vrednoscu.
Uzorci sa vrednostima viSim od A vrednosti se smatraju negativnim na prisustvo
specificnih antitela protiv PRCV i TGEV.
Uzorci sa niZim vrednostima od A granitne vrednosti se nadalje tumace u
sledecem koraku poredenjem sa grani¢nim vrednostima B i C. Na ovaj nacin se vrsi
razlikovanje antitela na TGEV i PRCV.
Uzorci sa OD vrednoscu nizim od B vrednosti se smatraju pozitivnim na prisustvo
antitela protiv TGEV. Uzorci sa OD vrednos¢u viSim od C vrednosti se smatraju
negativnim na prisustvo antitela protiv TGEV, ali pozitivhim na prisustvo antitela
protiv PRCV.
Uzorci Cija je OD vrednost izmedu B i C grani¢ne vrednosti se smatraju sumnjivim

na prisustvo antitela protiv TGEV, ali pozitivnim na prisustvo antitela protiv PRCV.

4.2.2 METODE ZA DOKAZIVANJE GENOMA VIRUSA

Za izvodenje molekularnih metoda iz uzoraka organa divljih svinja koje su pokazivale
znakove bolesti, organi su prethodno pripremljeni kao 10% suspenzija u PBS-u koja
je, nakon stajanja na sobnoj temperaturi od 1 h, centrifugirana 10 min na 900 g. Za

dalji postupak je koris¢en supernatant.
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4.2.2.1 1ZOLACIJA NUKLEINSKIH KISELINA

4.2.2.1.1 IZOLACIJA RNK
Za izolaciju RNK je koriS¢en komercijalni kit QIAamp Viral Mini Kit (Qiagen,

Nemacka). Postupak izolacije RNK je izveden na sobnoj temperaturi prema uputstvu
proizvodaca.

Oprema koja je koriS¢ena za izolaciju RNK je navedena u tabeli 7.

Tabela 7: Spisak opreme koja je koriS¢ena za izolaciju RNK

NAZIV OPREME TIP PROIZVOPAC  SERIJSKI BROJ
Mikrocentrifuga TYP 2004 HETTICH 0010301-01-00

Biohazard kabinet VBH36C2
klase 11 Cabinet

ALS LS00535

Koncentrovani puferi AW1 i AW2 su prethodno pripremljeni dodavanjem
odgovarajuce zapremine 96-100 % etanola. Nosa¢ RNK (carrier RNA) je pripremljen
rastvaranjem 310 pg liofilizovanog nosaca u 310 pl pufera AVE.

Postupak izolacije RNK:

o Sipati 560 pl pripremljenog liziraju¢eg pufera u mikrotube od 1,5 ml.

o Dodati 140 ul uzorka i izmesati sadrzaj tokom 15 s.

o Inkubirati 10 min na sobnoj temperaturi.

o Nakon kratkog centrifugiranja da bi se uklonile kapljice sa poklopaca i sprecila
kontaminacija, dodati 560 pl 96-100% etanola i izmesati tokom 15 s.

o Pazljivo sipati 630 pl meSavine pripremljene u koraku 5 u QlAamp Mini kolone
(postavljene u 2 ml sabirne mikrotube). Centrifugirati na 6000 g tokom 1 min.
Odbaciti filtrat i postaviti QIAamp Mini kolone u nove sabirne mikrotube.

o Pazljivo otvoriti kolonu i ponoviti korak 6.

o Pazljivo otvoriti mikrotube i dodati 500 pl pufera AW1. Centrifugirati na 6000
g 1 min. Odbaciti filtrat i postaviti QlAamp Mini kolonu u novu sabirnu

mikrotubu.
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@)

Pazljivo otvoriti kolonu i dodati 500 pl pufera AW2. Centrifugirati na 20000 g 3
min.

Odbaciti filtrat i postaviti QlAamp Mini kolonu u novu sabirnu mikrotubu.
Centrifugirati 1 min na 20000 g.

Postaviti kolonu u 1,5 ml mikrotubu. Sipati 60 pl pufera AVE, zatvoriti tube i
inkubirati 1 min na sobnoj temperaturi. Zatim centrifugirati tokom 1 min na

6000 g. Izolovanu RNK ¢uvati na -80 °C do dalje upotrebe u RT-PCR testu.

4.2.2.1.2 1ZOLACIJA DNK
Izolacija DNK je izvedena upotrebom komercijanog kita QIAamp DNA Mini kit (Qiagen,

Nemacka).

Oprema koja je koriS¢ena za izolaciju DNK je navedena u tabeli 8.

Tabela 8: Spisak opreme koja je koriS¢ena za izolaciju DNK

NAZIV OPREME TIP PROIZVOPAC SERIJSKI BRO]
Mikrocentrifuga TYP 2004 HETTICH 0010301-01-00

Termoblok QBD1 Grant J11208003
Biohazard kabinet klase II VBH$6C2 ALS LS00535
Cabinet

Puferi AW1 i AW2 su pripremljeni prema instrukcijama proizvodaca, dodavanjem

odredene zapremine 96-100% etanola u koncentrovane pufere.

Postupak izolacije DNK:

O

o

o

Sipati 20 ul proteinaze K na dno mikrotube od 1,5 ml.
Dodati 200 pl uzorka.

Dodati 200 pl pufera AL i izmeSati sadrzaj tokom 15 s.
Inkubirati na 56 °C tokom 10 min.

Kratko centrifugirati kako bi se uklonile kapljice sa poklopca mikrotube.
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Dodati 200 pl etanola (96-100%). IzmeSati sadrzaj tokom 15 s. Kratko
centrifugirati mikrotube da bi se uklonile kapljice sa unutrasnje strane
poklopca.

MeSavinu iz prethodnog koraka paZljivo sipati u QIAamp Mini kolonu.
Centrifugirati na 6000 g tokom 1 min. Postaviti kolonu u novu sabirnu
mikrotubu, a staru i filtrat baciti.

Dodati 500 pl pufera AW1 i centrifugirati na 6000 g tokom 1 min. Postaviti
kolonu u novu sabirnu mikrotubu, a staru i filtrat baciti.

Dodati 500 pl pufera AW?2 i centrifugirati na 20000 g tokom 3 min.

Postaviti kolonice u 1,5 ml mikrotube. Sabirne tubice i filtrat baciti. Dodati 200
ul pufera AE ili destilovane vode i inkubirati na sobnoj temperaturi 1 min.
Centrifugirati na 6000 g tokom 1 min. Izolovana DNK je sakupljena u 1,5 ml

mikrotubama i ¢uva se na -80 °C do dalje upotrebe u PCR testu.

4.2.2.2 LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE (PCR)
Za umnoZavanje i dokazivanje delova genoma specificnih za ispitujuce viruse,

koriS¢ene su gotove, komercijalne reakcione smeSe i prajmeri (tabela 9).

Tabela 9: Spisak prajmera i delova i duzine genoma za koji su specifi¢ni

DuZina
Virus Prajmeri P(.:R Region
proizvo
da (bp)
F: MA1 - GCCAGCCGTACACGCAG 204 gG
R: MA2 - CCGTAGCAGAGGCTCCCG (us4)
ADV | F: GAGAAACCGGAAGTGACGAA 5eg 159
[148, 43] | R: GGGGCCCATTTATTGTGAC
F: CCCAGGGGAACCTTATAAAATC
R: TTTCTCGAGCTGGACATGG 447 ] ule95
TGEV | F: T1- GTGGTTTTGGTYRTAAATGC 859 S ven
[149] | R:T2- CACTAACCAACGTGGARCTA 8
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PRRS F: P15 - CCAGCCAGTCAATCARCTGTG 637 ORE 7
[150] R: P2 5 - GCGAATCAGGCGCACWGTATG
PCV2 F: PCV2 1 - CGGATATTGTAGTCCTGGTCG 481 ORF 2
[151] R: PCV2 2 - ACTGTCAAGGCTACCACAGTCA
F: InfA F - GACCRATCCTGTCACCTCTGAC Matriks
SIV [152] | R: InfAR - AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA - rotein
P: InfA P - TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG p
PPV F: PPV1 - CCAGCAGCTAACACAAGAAAAGGTTATCAC 226 ORF 2
[151] R: PPV2 - GTCCATGTTGGTAATCCATTGTAAATC

Reverzna transkripcija-lan¢ana reakcija polimeraze (RT-PCR) je koriS¢ena za
dokazivanje RNK virusa, virus PRRS-a i TGEV (OneStep RT-PCR Kit: QIAGEN,
Nemacka). Za dokazivanje virusa influence, takode je koris¢en RT-PCR test (TagMan®
One-Step RT-PCR Master Mix Reagents Kit: Applied Biosystems, SAD) ali u realnom
vremenu (RT-qPCR).

Za dokazivanje genoma DNK virusa, virus Aujeckijeve bolesti, PPV i PCV2, koriScen je
PCR test (HotStarTaq Master Mix Kit: Qiagen, Nemacka).

Oprema koja je koriS¢ena za molekularnu dijagnostiku je navedena u tabeli 10.

Tabela 10: Spisak opreme koja je koriS¢ena za PCR

NAZIV OPREME TIP PROIZVODPAC SERIJSKI BRO]J
. GP Flow .
PCR k A 283/11
CR kabinet Plus PCR garia 83/
Real Time PCR sistem 7300 Applied Biosystems 273001696
Strujni izvor za Amersham
elektroforezu EPS301 Pharmacia Biotech 01040168
Kada za elekroforezu HE33 Hoefer -
Termalni procesor za PCR 96 Eppendorf 5333-41055
Transiluminator Tcp-20-m Vilber Lourmat M032307
Gel dokumentacioni sistem  GelDoc-It UVP A 031312-001
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4.2.2.2.1 REVERZNA TRANSKRIPCIJA - LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE (RT-PCR)
ZASNOVANA NA GEL ELEKTROFOREZI
Reakciona smesa je pripremljena na ledu prema tabeli 11.

Tabela 11: Priprema reakcione smese za RT-PCR

Reagens Zapremina Lp.l) /uzorak

Voda | 6

5X One step RT-PCR buffer | 4
dNTP mix | 0,8

5XQ Solution | 4
PrajmerF | 1,2
PrajmerR | 1,2
ONESTEP RT-PCR enzyme mix | 0,8
UKUPNO | 18

Nakon pripreme, reakcionoj smesi je dodato 2 pl izolovane RNK. Uzorci su postavljeni

u termalni procesor prethodno ugrejan na 50 °C. Temperaturni profili su dati u tabeli

12.

Tabela 12: Temperaturni profil RT-PCR reakcije za TGEV i virus PRRS-a

TGE | PRRS
Reverzna transkripcija 30 min, 50 °C
Aktivacija polimeraze 95 °C 15 min
Denaturacija DNK 9 94 °C, 30 s 9 95°C, 20 s
Vezivanje prajmera | Q 53°C,60s . 55°C, 20s
[zduZivanje lanca DNK 72°C, 60 s 72°C, 20 s
[zduZzivanje lanca DNK 72 °C, 5 min
Cuvanje proizvoda
reakcije do analize na 4°C, o
gelu
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4.2.2.2.2 REVERZNA TRANSKRIPCIJA - LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE U REALNOM
VREMENU (RT-qPCR)

Reakciona smesSa je pripremljena prema tabeli 13.
Tabela 13: Priprema reakcione smeSe za RT-qPCR

Reagens Zapremina Lp.l) /uzorak

Voda | 6
2X Master Mix without UNG | 10
40X Multiscribe and Rnase inhibitor Mix | 0,5
Prajmer F | 0,5
PrajmerR | 0,5
TagMan proba | 0,5
UKUPNO | 18

Reakcionoj smesi koja se priprema na ledu je dodato 2 pl izolovane RNK. Reakcija se

odvija prema temperaturnom profilu datom u tabeli 14.

Tabela 14: Temperaturni profil RT-qPCR reakcije za influencu A

SIV
Reverzna transkripcija 48 °C, 30 min
Aktivacija polimeraze 95 °C, 10 min
Denaturacija DNK » 95°C,15 s
Vezivanje prajmera i izduZivanje | Q o :
lanca DNK 60°C, 1 min

4.2.2.2.3 LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE (PCR) ZASNOVANA NA GEL
ELEKTROFOREZI
Priprema reakcione smesSe za jedan uzorak data je u tabeli 15.

Tabela 15: Priprema reakcione smese za PCR

Reagens Zapremina (pul)/uzorak

HotStart Q Master Mix | 25
Prajmer F | 2
Prajmer R | 2

Voda | 16

UKUPNO | 45
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Reakcionoj smeSi je dodato 5 pl izolovane DNK. Reakcija se odvija prema

temperaturnom profilu datom u tabeli 16.

Tabela 16: Temperaturni profil PCR reakcije za PPV, PCV2 i PRV

PRV - us9,
PPV&PCV2 PRV - gC (us4) ul49,5
Aktivacija 95 °C 15 min
polimeraze
Denaturacija DNK 94 °C, 30 s 95 °C, 60 s 95°C, 50 s
Vezivanje prajmera | % 53°C,60s | % 60°C,45s [x 57°C50 s
v . o o o™
[zduzivanje DNK 72°C, 60 s 72°C, 60 s 72°C, 50 s
lanca
[zduzivanje DNK 72°C, 5 min
lanca
Cuvanje proizvoda
reakcije do analize 4 °C, o0
na gelu

4.2.2.3 GEL ELEKTROFOREZA
Po zavrSetku RT-PCR i PCR, proizvodi reakcija su analizirani gel elektroforezom. U te

svrhe je koriS¢en 2% agarozni gel sa etidijum bromidom u TBE puferu. Za odredivanje
duzine PCR proizvoda, prilikom svake elektroforeze postavljen je i molekularni
marker kao meSavina fragmenata DNK razli¢itih duZina (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder: Thermo Fisher Scientific Inc. SAD). Elektroforeza je izvedena pri jaCini struje

od 60 mA, naponu od 120 V, u trajanju od 1 h.

4.2.2.4 PRECISCAVANJE PCR PROIZVODA
Precis¢avanje PCR proizvoda je neophodan korak pre sekvenciranja da bi se sve

neutroSene komponente i nespecificni fragmenti male duZine uklonili iz samog PCR
proizvoda.

Za preciSc¢evanje je koriS¢en QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Nemacka). Pre
izvodenja samog postupka preciS¢avanja, 96-100% etanol je dodat u PE pufer. Za sve

potrebne postupke centrifugiranja koris¢ena je brzina od 20000 g.
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Postupak precis¢avanja PCR proizvoda:
o Najedan deo PCR proizvoda, dodati 5 delova pufera PB i izmesati sadrzaj.
o Pripremljeni PCR proizvod iz koraka 1 sipati u QIAquick kolonu.
o Centrifugirati 30-60 s. Filtrat baciti.
o Zaispiranje DNK, dodati 0,75 ml pufera PE i centrifugirati 30-60 s. Filtrat
baciti.
o Praznu QIAquick kolonu centrifugirati jo$ jednom tokom 1 min.
o Staviti QIAquick kolonu u 1,5 ml mikrotubu.
o ZaotpusStanje DNK sa membrane, dodati 50 pl pufera EB na centar membrane i

centrifugirati 1 min.

4.2.2.5 SEKVENCIRANJE
PreCiS¢eni PCR proizvodi su sekvenciirani u Macrogen Europe (Amsterdam,

Holandija).

4.2.2.6 FILOGENETSKA ANALIZA
Filogenetska analiza je izvrSena upotrebom MEGA software version 6, Basic Local

Alignment Searching Tool (BLAST) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi) i

sekvenci virusa Aujeckijeve bolesti koje su dostupne u banci gena (NCBI).

4.2.3 METODE ZA DOKAZIVANJE VIRUSA/VIRUSNIH ANTIGENA

4.2.3.1 1ZOLACIJA VIRUSA I ISPITIVANJE OSETLJIVOSTI CELIJSKIH LINIJA
Izolacija virusa [147] je izvrSena iz uzoraka organa u kojima je prethodno

molekularnim tehnikama utvrdeno prisustvo genoma virusa Aujeckijeve bolesti.

Oprema koja je koriS¢ena za izolaciju virusa je navedena u tabeli 174.

4 - vz . . as - aprv . - .
Navedena oprema je KkoriS¢ena i za test neutralizacije virusa specificnim antitelima i

imunofluorescenciju
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Tabela 17: Spisak opreme koja je koriS¢ena za izolaciju virusa

NAZIV OPREME TIP PROIZVOPAC SERIJSKI
Biohazard kabinet klase II VBH48C2 WHB steril 16706
CO2 inkubator COIZ(SE(-)Z%- NewBrunswick 36378
Univerzalna centrifuga sa 351R MPW 10241R020
Biohazard kabinet klase II ~ VE180 PLUS Agqaria 006/11
CO2 inkubator - Binder CB150#034
Invertni svetlosni mikroskop Axio Observer Carl Zeiss 383200134
Biohazard kabinet klase [ ~ VE90 PLUS Aqaria 001/11
Fluorescentni mikroskop Axio Observer Carl Zeiss 383200196
Termostat H11420BD Termal -

4.2.3.1.1 Priprema uzoraka za izolaciju virusa
Uzorak organa veli¢ine 1 cm3 je homogenizovan u tarioniku sa 9 ml medijuma za

¢elijsku kulturu (MEM: Gibco BRL, SAD) kojoj su dodati antibiotici. Na ovaj nacin je
napravljena 10% suspenzija organa. Posto su stajali 1h na sobnoj temparaturi, uzorci
su centrifugirani 10 min na 900 g. Za inokulaciju je kori§¢en supernatant koji se
izdvojio nakon centrifugiranja. Da bi se izbegla citotoksicnost uzorka za celijske linije,
supernatant je razblazen 1:10 i 1:100 ¢ime su razblazene i citotoksi¢cne materije u
uzorku. Koncentrovan uzorak i oba razblaZenja su inokulisana u prijemcive ¢elijske
linije, PK15, MDBK i RK13. Sterilizacija uzorka pre inokulacije je izvedena filtriracijom

kroz filter promera pora 0,45 pm (Merck Millipore Corporation, Nemacka).

4.2.3.1.2 Izvodenje izolacije virusa
Za izolaciju virusa su koris¢ene 24 bunarske ploce (Sarstedt, Nemacka) u koje je

dodato 0,5 ml sveZe pripremljenih ¢elija u 10% MEM-u. Nakon 24 h, poSto su ¢elije
formirale 80-100% konfluentni monosloj, inokulisano je 200 pl pripremljenih uzoraka
u duplikatu.

Ploce su inkubirane 2h na 37 °C da bi se omogucilo vezivanje virusa za Celije nakon
Cega su cCelije isprane PBS-om. Dodato je 0,5 ml sveZe hranljive podloge sa 2% fetalnog

teleCeg seruma (FBS: Gibco BRL, SAD).
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Ploce su inkubirane na 37 °C sa 5% COz i posmatrane svakodnevno na pojavu CPE.
Ploce u kojima ni nakon 6 dana nije doslo do razvoja CPE su zamrznute na -80 °C i
odmrznute. Ovaj postupak je ponavljan 3 puta. Odmrznut sadrzaj bunara je

centrifugiran 10 min na 900 g, a supernatant kori$¢en za drugu pasazu.

4.2.3.2 IDENTIFIKACIJA VIRUSA
Izolovani virusi su identifikovani neutralizacionim testom, imunofluorescencijom i

histoloskim bojenjem hematoksilin eozinom.

4.2.3.2.1 TEST NEUTRALIZACIJE VIRUSA SPECIFICNIM ANTITELIMA
Za neutralizaciju izolovanih virusa kori$c¢en je supernatant iz bunara u kojima je doslo

do pojave CPE [147]. Supernatant kome su u istoj zapremini dodati specifi¢ni
antiserumi, S1-S3, je inkubiran na 37 °C tokom 1 h nakon Cega je inokulisan na Celijske

linije. Odsustvo CPE nakon inkubacije od 72 h na 37 °C je potvrda identiteta virusa.

4.2.3.2.2 IMUNOFLUORESCENCIJA
Virus Aujeckijeve bolesti je identifikovan primenom specificnih antitela konjugovanih

sa fluorescein izotiocijanatom (FITC) koja su nanoSena u bunare u kojima je doslo do
pojave CPE [147].

Za potrebe imunofluorescencije, Celije su fiksirane meSavinom aceton-etalnola u
odnosu 1:1 tokom 10 min na sobnoj temperaturi.

Detekcija virusa je izvrSena dodavanjem 100 pl FITC monoklonskih antitela (FITC
anti-Pseudorabies (Aujeszky) SuHV-1, BIO 265, Bio X, Belgium). Nakon inkubacije od
60 min na 37 °C u vlaznoj komori i ispiranja PBS-om i vodom, ¢elije su posmatrane
pod UV mikroskopom. Nalaz tackastih fluoresciraju¢ih polja su potvrda odnosno
identifikacija virusa Aujeckijeve bolesti.

4.2.3.2.3 HISTOLOSKE METODE
Bojenje hematoksilin eozinom je histoloSka tehnika, ali zbog karakteristika

Herpesvirusa da stvaraju acidofilne intranuklearne inkluzije sa marginacijom

hromatina, koriS¢ena je kao metoda za identifikaciju herpesvirusa u kulturi tkiva.
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4.2.3.1.3.1 BOJENJE HEMATOKSILIN EOZINOM
Primenjeno bojenje hematoksilin eozinom je, s obzirom da celijske linije rastu na

plasti¢noj podlozi, modifikovano u odnosu na metodu (DMMO0775) koja se koristi u
Naucnom institutu za veterinarstvo Srbije u koracima u kojima se koristi ksilol jer ovaj
reagens razlaze plastiku. Postupak bojenja izvodi se inkubiranjem celijske kulture sa

reagensima redosledom datim u tabeli 18.

Tabela 18: Postupak bojenja ¢elijske kulture hematoksilin eozinom

REAGENS | VREME INKUBACIJE

100% etanol | 1 min
100% etanol | 1 min
96% etanol | 1 min
96% etanol | 1 min
Voda | 5s
Hematoksilin | 5 min
Voda|5s
Kiseli alkohol | 5's
Voda|5s
Litijum karbonat | 1 min
96% etanol | 2 min
Eozin | 5 min
96% etanol | 1 min
96% etanol | 1 min
100%etanol | 1 min

> Bojenje histoloskih preparata hematoksilin eozin (HE) metodom
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4.2.4 STATISTICKA OBRADA REZULTATA
Pouzdanost od 95% (CI) za standardne greske (SE) je izraCunata prema obrascu:

se95% CI=1-96(p[1-p])/n1/2.

Za testiranje znacajnosti razlika u rezultatima izmedu polova i starosnih kategorija
koriScen je Hi kvadrat test (x2) za dve i viSe proporcija, uz gresku od 5%.

Za izracuvnavanje statistiCkih parametara je koriS¢en Social Science Statistics
website®.

Survey Toolbox Vesion 1.0 beta softver je koriS¢en za izraCunavanje prevalencije i

demonstraciju odsustva bolesti.

4.2.5 ANALIZA RIZIKA 1 GEOGRAFSKO POZICIONIRANJE
Analiza rezultata u odnosu na utvrdenu vremensku i prostornu distribuciju bolesti

kod divljih svinja i gustinu i lokaciju domacih svinja izvrSena je upotrebom softvera
Quantum GIS 2.8.1 Wiena, ArcGIS i sistema za globalno pozicioniranje (global
positioning system (GPS) - google earth software (http://earth.google.com/). Na
osnovnu administrativhu mapu Srbije u formatu .shp, dodati su slojevi pripremljeni u
.csv formatu za gustinu populacije domacih svinja, gustinu populacije divljih svinja,
seroprevalenciju Aujeckijeve bolesti, PPV infekcije i PCV2Z infekcije. Koristeci
administrativnu podelu, na osnovu broj¢anih vrednosti gustine i seroprevalencije,
izvrSena je kategorizacija okruga Sto je predstavljeno razli¢itim intenzitetom boje.

GPS koordinate za svaki pozitivan uzorak projektovane su u .kml vektorski sloj koji je
dodat na slojeve kojima se prikazuje gustina i seroprevalencija ispitujucih bolesti.
Korelacija pojave zarazne bolesti i gustine populacije divljih i domacih svinja je
izvrSena upotrebom Pirsonovog koeficijenta korelacije3.

Analiza rizika od Sirenja zaraznih bolesti kod divljih svinja i prenoSenja bolesti na

domace svinje izvrSena je kvalitativnom metodom koju je osmislio Zepeda Sein [153].

® http://www.socscistatistics.com/pvalues /normaldistribution.aspx
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Kao faktori rizika prepoznati su nacin prenosenja zarazne bolesti, prevalencija bolesti
kod domacih i divljih svinja, gustina i nacin drZanja domacih svinja, gustina divljih
svinja i sezonalnost/ponaSanje divljih svinja, a sam rizik je posmatran u funkciji
verovatnoce od nastanka infekcije i znacaja njenih posledica.
Za analizu rizika je koriS¢ena deskriptivna skala:
- Zanemarljiv (Z) - kada je verovatnoca rizika toliko niska da se moZe ignorisati
ili se desava u izuzetnim situacijama,
- Nizak (N) - kada je verovatnoca rizika mogu¢a samo u pojedinac¢nim
slucajevima,
- Srednji (S) - kada je verovatnoca rizika moguca i
- Visok (V) - kada je verovatnoca rizika vrlo moguca.

Procena je izvrSena prema obrascu datom u tabeli 19.

Tabela 19: Kombinacije verovatnoce za dva parametra koje su KoriS¢ene u

kvalitativnoj analizi rizika [155]

Parametar 1
Zanemarljiv  Nizak Srednji Visok

Parametar 2

Zanemarljiv Z N N S
Nizak N N S S
Srednji N S S Vv
Visok S S \ Vv
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Za analizu rizika su koris¢eni podaci o broju divljih i domacih svinja izrazeni po km? za

svaki okrug, tabela 20.

Tabela 20: Gustina domacih i divlji svinja po okrugu

GUSTINADIVLJIH GUSTINA DOMACIH

OKRUG  ~ gyINyA/km2() SVINJA km2(®)
0,15 70,03
Borski 0,32 8,55
Branicevski 0,29 52,78
Moravicki 0,17 27,52
Pomoravski 0,29 52,03
Rasinski 0,26 120,36
Raski 0,27 11,23
Sumadijski 0,08 42,31
Zajecarski 0,43 20,98
Zlatiborski 0,20 7,82

7 Podaci o broju domacih svinja su preuzeti iz Ministarstva poljoprivrede i zastite Zivotne sredine
8 Podaci o broju domacih svinja su preuzeti iz Republickog zavoda za statistiku
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5. REZULTATI

5.1.REZULTATI ISPITIVANJA PRISUSTVA SPECIFICNIH ANTITELA U
KRVNIM SERUMIMA DIVLJIH SVINJA U PERIODU 2012 - 2014.
GODINE

[spitivanjem je obuhvaceno 600 krvnih seruma divljih svinja izlovljenih tokom
perioda 2012-2014. godine, razlicitih starosnih kategorija i polova (slika 14). Uzorci
su grupisani i rezultati predstavljeni prema polu, starosnim kategorijama i

vremenskoj i geografskoj distribuciji.

STRUKTURA UZORAKA
140
120
100
80
60
4()
20
0
Muski | Zenski | 0-6 mes 618 |1,5-25 | >2,5
mes god god
Pol Starost
m2012 101 99 23 67 75 35
m2013 96 104 4?2 121 31 6
@2014| 118 82 9 107 43 41

Slika 14: Struktura pregledanih uzoraka prema polu, starosti i godini uzorkovanja
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5.1.1. ISPITIVANJE PRISUSTVA SPECIFICNIH ANTITELA PROTIV VIRUSA
PRRS-A

Ispitivanjem 600 krvnih seruma koji su uzorkovani tokom perioda 2012-2014. nije

dokazana serokonverzija ni kod jedne od ispitanih divljih svinja.

KoriS¢enjem softverskog paketa Survey Toolbox i podataka o osetljivosti (82,5%) i
specificnosti (97%) ELISA testa, sa sigurnos¢u od 99,956% se moze tvrditi da je PRRS

odsutan kod divljih svinja, odnosno da je prevalencija niza od 1%.

5.1.2. ISPITIVANJE PRISUSTVA SPECIFICNIH ANTITELA PROTIV VIRUSA
AUJECKIJEVE BOLESTI

Za ispitivanje prisustva specifi¢nih antitela protiv virusa Aujeckijeve bolesti koriS¢en
je virus neutralizacioni test. Titar antitela 1:4 i viSi je smatran pozitivnim nalazom. Za
svaku ispitujucu godinu je pregledano po 200 krvnih seruma, a rezultati su
predstavljeni u tabeli 21. Utvrdeno je da je za poslednje 2 godine prevalencija porasla

sa 56% u 2012. godini na 72% u 2013. odnosno 70% u 2014. godini.

Prevalencija kod razli¢itih polova i starosnih kategorija je razli¢ita. Kod muZjaka
(n=238, 76%) prevalencija je veca nego kod Zenki (n=156, 55%) Sto predstavlja
statisticki znacajnu razliku (p=0,005, p<0,05). Razlika u prevalenciji je statisticki
znacajna i kod razlicitih starosnih kategorija (p=0, p<0,05) i bila je viSa kod kategorija
divljih svinja starijih od 1,5 godine u odnosu na mlade kategorije, 0-6 meseci i 6-18

meseci starosti.

Razlike u prevalenciji su uocljive i na nivou okruga gde se krece od 16% u
zlatiborskom okrugu u 2013. godini do 90% u Sumadijskom okrugu u 2014. godini,
tabela 22.
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Tabela 21: Rezultati ispitivanja divljih svinja na prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Aujeckijeve bolesti

POL STAROST
Godina (% 'I;Iie;, é% ) Muski Zenski 0-6 meseci 6-18 meseci ;;)Sdlzli >2,5 godine
(%, C195%) (%, CI95%) (%,CI95%) (%, CI95%) (%, CI 95%) (%, C1 95%)
2014 139/200 79/118 60/82 7/9 87/107 29/43 27/41
(70, +6,35) (67,+8,48) (73,+9,61) (78, £27,06) (81,+7,43) (67, +14,05) (66, +14,5)
2013 144/200 78/96 66/104 20/42 42/121 25/31 5/6
(72,+6,22) (81,+7,85) (63,9,28) (48, +15,11) (35, +£8,5) (81, +13,81) (83, £30,06)
2012 111/200 81/101 30/99 13/23 55/67 53/75 31/35
(56, +6,88) (80, +7,8) (30,+9,03) (56,+11,02) (82, +9,2) (71, £10,27) (89, £10,37)
UKUPNO 238/315 156/285 40/74 184/295 107/149 63/82
(76, +4,78) (55, +5,78) (54, +11,36) (62, +5,54) (72,+7,21) (77,+9,11)
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Tabela 22: Rezultati ispitivanja divljih svinja na prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Aujeckijeve bolesti po

okruzima
Pol Starost
. Ukupno . . 0-6 6-18 >2,5
Okrug Godina (%, CI1 95%) Muski (%) Zenski meseci meseci 1’.5-2'5 godine
(%) (%) (%) godine(%) (%)
2014  3/5 (60, +42,94) 2/3(67) 1/3(33)  0/3(0) 0/3 (0) 1/3(67)  2/3(67)
Beogradski 2013  4/5 (80, +35,06) 1/4(25)  3/4(75)  0/4(0)  3/4(75) 0/4 (0) 1/4 (25)
2012 1/5 (20, 35,06) 0/1(0)  1/1(100)  0/1(0) 0/1 (0) 0/1(0)  1/1(100)
2014  23/30(77,+16,83) 10/23(43)  13/23  1/23(4) 17/23(74) 2/23(9)  3/23(13)
(57)
Borski 2013 20/30 (67,+15,06) 11/20(55) 9/20 (45) 2/20(10) 8/20(40) 9/20(45)  1/20 (5)
2012 21/30(70,%16,4)  8/21(38)  13/21  3/21(14) 6/21(29) 7/21(33) 5/21(24)
(62)
2014  22/25(88,+12,74) 12/22(55)  10/22  0/22(0) 14/22(63) 5/22(23) 3/22(14)
(45)
Branicevski 2013  22/25(88,%12,74) 11/22(50)  11/22  1/22(5) 10/22 (45) 9/22 (41)  2/22(9)
(50)
2012 18/25(72,17,6) 10/18(56) 8/18 (44) 3/18(17) 6/18(33) 8/18(44) 1/18(6)
2014  5/10(50,£30,94)  3/5(60)  2/5(40) 0/5(0)  1/5(20)  1/5(20)  3/5 (60)
Moravicki 2013 2/10 (20, £24,79) 0/2(0)  2/2(100) 0/2(0)  1/2(50)  1/2(50) 0/2 (0)
2012 3/10(30,428,4) 2/3(75) 1/3(25) 1/3(25)  2/3(75) 0/3 (0) 0/3 (0)
2014  17/25(68,£1829) 10/17(59) 7/17(41) 1/17(6) 10/17(59) 4/17(23) 2/17 (12)
Pomoravski 2013 19/25(76,£16,74)  8/19 (42) 1(15/81)9 3/19(16) 4/19(21) 7/19(37) 5/19 (26)
2012 15/25(60,+19,2)  8/15(53) 7/15(47) 0/15(0) 10/15(67) 5/15(33)  0/15 (0)
rasineki | 2014 13/20(65,%20,09)  7/13(54)  6/13(46) 0/13(0) 6/13(46) 6/13(46)  1/13(8)
asmsKl - 9013 13/20(65,+20,09) 5/13(38) 8/13(62) 1/13(8) 5/13(38) 2/13(16) 5/13(38)

84



2012  16/20(80,%17,53) 8/16(50) 8/16(50) 1/16(6) 4/16(25) 4/16(25) 7/16(44)
2014  14/20(70,%20,08) 8/14(57) 6/14(43) 1/14(7) 8/14(57) 4/14(29) 1/14 (7)
Raski 2013  16/20(80,+17,53) 8/16(50) 8/16(50) 3/16(19) 4/16(25) 5/16(31) 4/16(25)
2012 16/20(80,%£17,53) 5/16(31) 11/16 4/16 (25) 7/16(44) 5/16(31) 0/16 (0)
(69)
2014 9/10 (90, £18,59) 5/9 (55) 4/9 (45) 1/9 (11) 5/9 (55) 2/9 (23) 1/9 (11)
Sumadijski 2013 3/10 (30, £28,4) 0/3(0) 3/3(100) 0/3(0) 3/3(100) 0/3 (0) 0/3 (0)
2012 4/10 (40, £30,36) 1/4 (25) 3/4 (75) 0/4 (0) 3/4 (75) 0/4 (0) 1/4 (25)
2014  23/30(77,%15,06) 15/23(65) 8/23(35) 3/23(13) 17/23(74) 0/23(0) 3/23 (13)
2013  25/30(83,£13,44) 12/25(48) 13/25 3/25(12) 10/25(40) 6/25(24) 6/25(24)
Zajecarski (52)
2012 26/30(87,%£12,03) 12/26 (60) 14/26 6/26 (23) 16/26(62) 4/26 (15) 0/26 (0)
(40)
2014 10/25 (40, £19,2) 5/10(50) 5/10(50) 2/10(20) 1/10(10) 4/10(40) 3/10(30)
Zlatiborski 2013 4/25 (16, £14,37) 0/4 (0) 4/4 (100) 0/4 (0) 1/4 (25) 3/4(75) 0/4 (0)
2012 7/25 (28, £17,6) 5/7 (71) 2/7 (29) 0/7 /0) 2/7 (29) 3/7 (42) 2/7(29)
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5.1.3. ISPITIVANJE PRISUSTVA SPECIFICNIH ANTITELA PROTIV
PARVOVIRUSA SVINJA

Prevalencija PPV infekcije kod divljih svinja prema rezultatima testa heminhibicije za

poslednje tri godine je stabilna i kreée se oko 50%, tabela 23.

Razlike u seroprevalenciji kod polova i starosnih kategorija se ne mogu smatrati

znacajnim (p>0,05).

Na nivou okruga i na osnovu trogodiSnjeg ispitivanja, uocava se ujednacenost
prisustva PPV infekcije kod divljih svinja, sa neSto niZom prevalencijom u

zlatiborskom okrugu, tabela 24.
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Tabela 23: Rezultati ispitivanja divljih svinja na prisustvo specifi¢nih antitela protiv PPV

POL STAROST
Prev . . 6-18
Godina (%, CI l\(/f)ZSléll Zenski 0-(;021 egle a meseci ;;)Sdlzliz >2,5 godine
9 0 ’ o, 1) ’ o 1) (1)
5%) 9505) (Y CI195%) g5 oy Cmc195%) 70 C195%)
Jota 106/200 62/118 44/82 5/9 43/107 25/43 23/41
(53,+692)  (52,%9,01) (54,+10,79)  (56,%7,5)  (40,£9,28) (58, +14,75) (56,+15,19)
Jo13  87/200 43/96 44/104 21/42 50/121 11/31 5/6
(44,+6,88)  (45,+9,95)  (42,+9,49) (50,+1512) (41,%876) (35,+16,79) (83,+30,06)
o1z 907200 48/101 42/99 8/23 54/67 21/75 7/35
(45,+6,89)  (48,49,74)  (42,+9,72) (35,+19,49) (81,49,39) (28,+10,16) (20, +13,25)
UKUPNO 153/315 130,285 34/74 1477295 57/149 35/82
(49,+552)  (46,%579) (46,+11,36) (50,571)  (38,%7,79)  (43,+10,72)
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Tabela 24: Rezultati ispitivanja divljih svinja na prisustvo specifi¢nih antitela protiv PPV po okruzima

POL STAROST
. Ukupno 0-6 6-18 >2,5
Okrug Godina (%, CI 95%) Muski (%) Zenski(%) meseci meseci 11’.5-2'3 godine
(%) (%) godine(%) (%)
2014 5/5 (100, +0) 2/5 (40) 3/5 (60) 0/5 (0) 0/5 (0) 3/5 (60) 2/5 (40)
Beogradski 2013 5/5 (100, +0) 1/5 (20) 4/5 (80) 1/5 (20) 1/5 (20) 2/5 (60) 0/5 (0)
2012 5/5 (100, +0) 2/5 (40) 3/5 (60) 0/5 (0) 2/5 (40) 3/5 (60) 0/5 (0)
2014  18/30(60,+17,53) 11/18(61) 7/18(39) 0/18(0) 11/18(61) 3/18(17) 4/18(22)
Borski 2013 21/30(70,+16,4) 11/21(52) 10/21(48) 8/21(38) 12/21(57) 1/21(5)  0/21(0)
2012 20/30(67,+16,83) 10/20 (50) 10/20(50) 2/20(10) 12/20(60) 6/20(30) 0/20 (0)
2014 17/25(68,+18,29) 10/17(59) 7/17(41) 0/17(0) 11/17 (64) 3/17(18) 3/17 (18)
Brani¢evski 2013  10/25(40,+19,2) 3/10(30) 7/10(70) 1/10(10) 8/10(80)  0/10(0) 1/10 (10)
2012 11/25 (44,+19,46) 6/11(55) 5/11(45) 0/11(0) 10/11(91) 1/11(9)  0/11(0)
2014  7/10(70,+28,4)  4/7(57)  3/7 (43) 0/7(0)  1/7(14) 1/7 (14)  5/7(72)
Moravicki 2013 5/10(50,%30,99)  4/5 (80) 1/5 (20) 0/5(0)  3/5(60) 1/5(20)  1/5(20)
2012 8/10 (80, +24,79) 4/8 (50) 4/8 (50) 2/8(25) 6/8 (75) 0/8 (0) 0/8 (0)
2014 12/25(48,+19,58) 6/12(50) 6/12(50) 1/12(9) 4/12(33) 3/12(25) 4/12(33)
Pomoravski 2013  15/25(60,+19,2) 6/15(40) 9/15(60) 3/15(20) 10/15(67) 0/15(0) 2/15(13)
2012 13/25(52,+19,58) 9/13(70) 4/13(30) 1/13(8) 7/13(54) 3/13(23) 2/13(15)
2014  13/20(65,+20,9) 6/13(46) 7/13(54) 1/13(8) 4/13(31) 5/13(38) 3/13(23)
Rasinski 2013  8/20 (40, +21,47)  4/8(50)  4/8(50) 0/8(0)  7/8(88) 0/8(0)  1/8(12)
2012 8/20 (40, +21,47) 2/8(25) 6/8 (75) 1/8(12) 4/8 (50) 3/8 (38) 0/8 (0)
2014  8/20(40,+21,47) 2/8(25)  6/8(75) 1/8(12) 5/8(63)  2/8(25)  0/8(0)
Raski 2013 6/20(30,+20,08) 4/6(67)  2/6(33) 0/6 (0) 0/6(0)  6/6(100)  0/6(0)
2012 9/20 (45, +21,8) 6/9(67) 3/9(33) 2/9(22) 6/9(67) 0/9 (0) 1/9 (11)
Sumadijski 2014  4/10 (40,%30,36)  2/4(50)  2/4 (50) 0/4(0)  1/4(25)  2/4(50) 1/4(25)
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2013 1/10(10,+1859)  0/1(0)  1/1(100) 1/1(100)  0/1(0) 0/1 (0) 0/1 (0)
2012 2/10(20,+24,79)  0/2(0)  2/2(100)  0/2(0)  2/2(100)  0/2(0) 0/2 (0)
2014  9/30(30,+164)  6/9(67)  3/9(33) 1/9(11)  6/9 (67) 0/9(0)  2/9(22)
Zajecarski 2013  12/30(40,+17,53) 9/12(75) 3/12(25) 7/12(58) 4/12(33) 1/12(8)  0/12(0)
2012 13/30(43,+17,72) 8/13(61) 5/13(39) 0/13(0) 5/13(38) 4/13(31) 4/13(31)
2014  3/25(12,+12,74) 3/3(100)  0/3(0)  1/3(33)  0/3(0) 2/3(67)  0/3(0)
Zlatiborski 2013  5/25(20,%15,68) 1/5(20)  4/5(80)  0/5(0)  5/5(100)  0/5 (0) 0/5 (0)
2012 1/25(4,+7,68)  1/1(100)  0/1(0) 0/1 (0) 0/1(0)  1/1(100)  0/1 (0)
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5.1.4. ISPITIVANJE PRISUSTVA SPECIFICNIH ANTITELA PROTIV
CIRKOVIRUSA 2 SVINJA

PCV2 infekcija kod divljih svinja je prisutna u manjem obimu u odnosu na Aujeckijevu
bolest i PPV infekciju, s tim da je prevalencija u 2014. godini znacajno ve¢a u odnosu
na 2012.1i 2013, tabela 25. Ipak, razlike u prevalenciji kod razli€itih polova i starosnih

kategorija nisu statisticki znacajne (p>0,05).

Aktivna infekcija je dokazana u rasinskom i zlatiborskom okrugu, dok je na osnovu
titra IgM i IgG procenjeno da je infekcija u Sumadijskom, branicevskom i borskom

okrugu stara 1-2 meseca.

Detaljan prikaz rezultata u odnosu na starost i pol divljih svinja je prikazan u tabeli 26.
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Tabela 25: Rezultati ispitivanja divljih svinja na prisustvo specifi¢nih antitela protiv PCV2

POL STAROST
Prev
Godina (%, CI Muski (%, Zenski(%, 0-6meseci 6-18 meseci 1,5(1-'2 S >2,5 godine
95%) CI95%)  CI95%) (%, CI95%) (%, CI95%) (%%‘El‘gg%) (%, CI 95%)
2014 44/200 27/118 16782 3/9 21/107 9/43 9/41
(22,%574) (23,%7,59) (20,48,66) (33,+30,72) (20,%7,58) (21,+12,17)  (22,+12,68)
2013 247200 16/96 8/104 4/42 5/121 10/31 5/6
(12,+44) (17 (£751) (8,+521)  (10,%9,07)  (4,+349)  (32,+1642)  (83,+30,06)
7012 28/200 15/101 14/99 4/23 11/67 10/75 4/35
(14,+481) (15 +696) (14,+684) (17,+1535) (16,+8,78)  (13,+7,61)  (11,+10,37)
UKUPNO 58/315 38/285 11/74 37/295 29/149 18,82
(18,+4,24) (13,#39)  (15,+814)  (13,#384) (19 +63) (22, +8,97)
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Tabela 26: Rezultati ispitivanja divljih svinja na prisustvo specifi¢nih antitela protiv PCV2 po okruzima

POL STAROST
. Ukupno . . 0-6 6-18 >2,5
Okrug Godina (%, C1 95%) Muski (%) Ze(l,l ski meseci meseci 1’.5_2’5 godine
(%) (%) (%) godine(%) (%)

2014  2/5(40,+4294) 1/2(50) 1/2(50)  0/2(0) 0/2 (0) 1/2 (50) 1/2 (50)

Beogradski 2013 0/5(0) 0 0 0 0 0 0
2012 1/5(20,+35,06) 1/1(100) 0/1(0) 0/1(0) 0/1(0) 1/1(100) 0/1(0)
2014 5/30(17,%13,44) 3/5(60) 2/5 (40) 0/5 (0) 4/5 (80) 1/5 (20) 0/5(0)
Borski 2013 3/30(10,+10,74) 2/3(75) 1/3(25) 1/3(25)  0/3(0) 2/3 (75) 0/3 (0)
2012  6/30(20,+14,31) 4/6(67) 2/6(33) 0/6(0)  3/6(50) 1/6 (17) 2/6 (23)
2014  6/25(24,+16,74) 4/6(67) 2/6(33) 0/6(0)  5/6(83) 1/6 (17) 0/6 (0)
Branitevski 2013  4/25(16,+14,37) 2/4(50)  2/4(50) 0/4(0)  1/4(25) 1/4 (25) 2/4 (50)
2012  2/25 (8, +10,63) 0/2(0)  2/2(100) 2/2(100)  0/2(0) 0/2 (0) 0/2 (0)
2014  6/10(60,+30,36) 4/6(67) 2/6(33) 0/6(0)  2/6(33) 1/6 (17) 3/6 (50)

Moravi¢ki 2013 0/10 (0) 0 0 0 0 0 0
2012 1/10(10,+18,59) 1/1(100) 0/1(0)  0/1(0) 0/1 (0) 1/1 (100) 0/1 (0)
2014 8/25(32,+1829) 5/8(63) 3/8(37) 1/8(13) 2/8(25) 2/8 (25) 3/8 (37)
Pomoravski 2013  5/25(20,%15,68) 4/5(80) 1/5(20) 1/5(20) 1/5 (20 0/5(0) 3/5 (60)
2012  7/25(28,+17,6)  2/7(29) 5/7(71)  0/7(0)  5/7(71) 2/7 (29) 0/7 (0)
2014  7/20(35,£20,09) 4/7(57) 3/7(43) 0/7(0)  4/7(57) 2/7 (29) 1/7 (14)
Rasinski 2013  5/20(25,+18,98) 4/5 (8) 1/5(20) 1/5(20) 1/5(20) 3/5 (60) 0/5 (0)
2012 7/20(35,+20,09) 3/7 (43) 4/7 (57) 1/7 (14) 0/7 (0) 5/7 (72) 1/7 (14)
2014  4/29(20,+17,53) 3/4(75) 1/4(25) 1/4(25) 1/4(25) 2/4 (50) 0/4 (0)
Raski 2013  5/20(25,+18,98) 3/5(60) 2/5(40) 1/5(20) 2/5 (40) 2/5 (40) 0/5(0)
2012 3/20(15,£15,65) 3/3(100) 0/3(0)  0/3(0)  2/3(67) 0/3 (0) 1/3(33)
Sumadijski 2014  2/10(20,+24,79) 1/2(59) 1/2(50) 0/2(0)  1/2(50) 1/2 (50) 0/2 (0)
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2013 1710 (10,+18,59)  0/1(0)  1/1(100) 0/1 (0) 0/1 (0) 1/1 (100) 0/1 (0)
2012 0/10 (0) 0 0 0 0 0 0
2014 1/30(3,%6,1)  1/1(100) 0/1(0)  0/1(0) 0/1 (0) 0/1 (0) 1/1(100)
Zajecarski 2013 1/30(3,+6,1)  1/1(100) 0/1(0)  0/1(0) 0/1 (0) 1/1 (100) 0/1 (0)
2012  2/30(7,%#9,13)  1/2(50) 1/2(50) 1/2(50)  1/2(50) 0/2 (0) 0/2 (0)
2014  2/25(8,+10,63)  1/2(50) 1/2(50) 1/2(50)  1/2(50) 0/2 (0) 0/2 (0)
Zlatiborski 2013 0/25 (0) 0 0 0 0 0 0
2012 0/25 (0) 0 0 0 0 0 0
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5.1.5. ISPITIVANJE PRISUSTVA SPECIFICNIH ANTITELA PROTIV VIRUSA
INFLUENCE SVINJA A

Specifi¢na antitela protiv virusa influence svinja nisu dokazana ni u jednom od 600
krvnih seruma divljih svinja Sto na osnovu analize Survey Toolbox softverom
potvrduje odsustvo (seroprevalencija niZa od 1%) influence A kod divljih svinja sa

sigurnoscu od 100%.

5.1.6. ISPITIVANJE PRISUSTVA SPECIFICNIH ANTITELA PROTIV VIRUSA
TRANSMISIVNOG GASTROENTERITISA/RESPIRATORNOG
CORONAVIRUSA SVINJA

Specificna antitela protiv virusa transmisivnog gastroenteritisa/respiratornog
Coronavirusa svinja nisu dokazana ni u jednom od 600 ispitanih krvnih seruma divljih
svinja. Uzevsi u obzir osetljivost (93,3%) i specificnost (94,3%) koris¢enog ELISA
testa, sa sigurno$¢u od 100% se moZe smatrati da je TGE/PRCV infekcija odsutna kod

divljih svinja, odnosno da je prevalencija niza od 1%.

5.2.REZULTATIISPITIVANJA UZORAKA BOLESNIH DIVL]JIH SVINJA

Uzorci bolesnih divljih svinja iz borskog, branicevskog, moravickog, pomoravskog,
raskog i zajecarskog okruga su razvrstani prema polu i starosti, tabela 27. Ukupno je
pregledano 50 divljih svinja, 64% muskog (n=32) i 36% (n=18) Zenskog pola. U
odnosu na starost, najvisSe divljih svinja je pripadalo grupi 6-18 meseci starosti (n=32,

64%).

Iz ostalih okruga, nije bilo prijavljenih divljih svinja koje su pokazivale znakove
bolesti.
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Tabela 27: Struktura pregledanih uzoraka divljih svinja koje su pokazivale znakove bolesti

POL STAROST
OKRUG 0-6 meseci 6-18 meseci  1,5-2,5 godine > 2,5 godine
Muski (%) Zenski (%) (%) (%) (%) (%)
Borski | 9/18 (50) 9/18 (50) 0 13/18 (72) 3/18 (17) 2/18 (11)
Branicevski | 3/6 (50) 3/6 (50) 0 5/6 (83) 0 1/6 (17)
Moravicki | 6/8(75) 2/8 (25) 1(12,5) 3/8 (37,5) 0 4/8 (50)
Pomoravski | 2/2(100) 0/2 (0) 0 0 0 2/2 (100)
Raski | 3/4 (75) 1/4 (25) 0 4/4 (100) 0 0
Zajecarski | 9/12 (75) 3/12 (25) 0 7/12 (58) 2/12 (17) 3/12 (25)
UKUPNO | 32/50 (64) 18/50 (36) 1/50 (2) 32/50 (64) 5/50 (10) 12/50 (24)
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5.2.1. REZULTATI ISPITIVANJA ORGANA DIVLJIH SVINJA NA PRISUSTVO
VIRUSA UZROCNIKA BOLESTI

RT-PCR, RT-gPCR i PCR testom, genom virusa PRRS-a, transmisivnog
gastroenteritisa/PRCV, influence svinja, PPV i PCV2 nije dokazan u uzorcima organa
poreklom od divljih svinja koje su pokazivale znakove bolesti.

PCR testom kod 13 (26%) divljih svinja je dokazan genom virusa Aujeckijeve bolesti,

slike 15-17.

7 8o 0811 42.13.14,15 16

Slika 15: Prikaz gel elektroforeze PCR proizvoda duzine 550 bp za us9 gen za 13
pozitivnih divljih svinja (linija 1: negativna kontrola, linija 2: pozitivna kontrola (PRV

NIA3 soj virusa), linije 3-15: uzorci od divljih svinja, linija 16: molekularni marker)

6 7 SO0 1 9sRI 3514 15 16

Slika 16: Prikaz gel elektroforeze PCR proizvoda duZine 294 bp za us4 gen za 13
pozitivnih divljih svinja (linija 1: negativna kontrola, linija 2: pozitivna kontrola (PRV

NIA3 soj virusa), linije 3-15: uzorci od divljih svinja, linija 16: molekularni marker)
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Slika 17: Prikaz gel elektroforeze PCR proizvoda duZine 447 bp za ul49,5 gen za 13
pozitivnih divljih svinja (linija 1: negativna kontrola, linija 2: pozitivna kontrola (PRV

NIA3 soj virusa), linije 3-15: uzorci od divljih svinja, linija 16: molekularni marker)

S obzirom na znacajne razlike u ponasanju divljih svinja razli¢itih starosnih kategorija
i polova u smislu ostvarivanja efikasnih kontakata i moguénosti nastanka zaraze,
rezultati su predstavljeni u odnosu na razli¢ite grupe divljih svinja, tabela 28.

Veli procenat PCR pozitivnih divljih svinja uocen je kod muzjaka (n=10, 31%) u
poredenju sa Zenskim divljim svinjama (n=3, 17%), ali se ovaj rezultat ne moZe
smatrati statisticki znacajnim (p=0,21, p>0,05).

Vecina PCR pozitivnih Zivotinja je pripadala grupi 6-18 meseci starosti (n=12, 92%),
ali s obzirom na mali broj uzoraka, ova razlika nije statisticki znacajna (p=0,32,

p>0,05).

Tabela 28: Rezultati molekularnih ispitivanja prisustva genoma virusa Aujeckijeve

bolesti u uzorcima organa divljih svinja koje su pokazivale znakove bolesti

POL STAROST
OKRUG vy . . 6-18 meseci > 2,5 godine
0, (V)
Muski (%) Zenski (%) (%) (%)

Branicevski = 5/8 (62,5) 3/8(37,5) 8/8 (100) 0
Pomoravski | 1/1(100) 0 0 1/1(100)

Raski | 1/1(100) 0 1/1 (100) 0

Zajecarski | 3/3(100) 0 3/3(100) 0
UKUPNO | 10/13 (77) 3/13 (23) 12/13 (92) 1/13 (8)



[zolacijom virusa na kulturi tkiva, virus Aujeckijeve bolesti je izolovan kod 4 od 13

uzoraka (30,8%) kod kojih je prethodno dokazan genom ovog virusa, tabela 29.

Tabela 29: Rezultati izolacije virusa na kulturi tkiva prikazni u odnosu na pol i starost

divljih svinja

POL STAROST
OKRUG vre . . 6-18 meseci > 2,5 godine
(V) 0,
Muski (%) Zenski (%) (%) (%)
Branicevski | 3/3(100) 0 3/3(100) 0
Zajecarski | 1/1(100) 0 1/1(100) 0
UKUPNO | 4/4(100) 0 4/4 (100) 0

Citopatogeni efekat (slike 18 i 19) je kod dva uzorka uocen ve¢ posle 24 h, a potom

kod jo$ dva, prvog za 48 h i drugog za 72 h. U narednoj pasazi iz uzoraka kod kojih nije

doslo do pojave CPE, virus Aujeckijeve bolesti nije izolovan.

Slika 18: CPE virusa Aujeckijeve bolesti Slika 19: Neinficirana PK15 ¢elijska linija
na PK15 Celijskoj liniji

[spitivanjem osetljivosti Celijskih linija za virus Aujeckijeve bolesti, utvrdeno je da je

linija poreklom od svinja (PK15) neznatno osetljivija, tabela 30.
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Tabela 30: Rezultati ispitivanja osetljivosti tri ¢elijske linije za virus Aujeckijeve

bolesti

Pojava CPE za Pojava CPE  Pojava CPE za

24h za 48h 72h
PK15 2 1 1
MDBK 1 1 2
RK13 1 2 1

Virus Aujeckijeve bolesti je identifikovan imunofluorescencijom (slika 20) i
neutralizacijom virusa specificnim antitelima gde je odsustvo citopatogenog efekta

potvrda identiteta virusa.

Slika 20: PK15 ¢elijska linija inficirana virusom Aujeckijeve bolesti; detekcija virusa

imunofluorescentnom tehnikom posmatrana pod UV mikroskopom

Karakteristika virusa Aujeckijeve bolesti da stvara intranuklearne inkluzije je

potvrdena histoloSkim bojenjem hematoksilin eozinom, slika 21.
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Slika 21: PK15 ¢elijska linija inficirana virusom Aujeckijeve bolesti i obojena

hematoksilin eozinom gde se uoc¢avaju intranuklearne inkluzije

Filogenetska analiza 13 sojeva virusa Aujeckijeve bolesti je izvrSena za 3 regiona, us9,
us4 i ul49,4 njihovim poredenjem sa dostupnim sekvencama u banci gena kao i sa
sekvencama virusa Aujeckijeve bolesti izolovanih iz domadih Zivotinja kod nas.
Kaplan, ali da su razlike izmedu sojeva iz divljih svinja i sojeva iz divljih svinja i

domacih Zivotinja neznatne, tabela 31.

Tabela 31: Medusobna udaljenost sojeva virusa Aujeckijeve bolesti izolovanih iz

divljih i domacih svinja

Medusobna udaljenost Medusobna udaljenost sojeva

GEN sojeva iz divljih svinja iz divljih i domacih svinja
us9 0,002 0,032
us4 0,000 0,000

ul49,5 0,0006 0,0009

Odnos i udaljenost sojeva virusa izolovanih iz divljih svinja i vakcinalnog Bartha i

ostalih sojeva koji su koriS¢eni za filogenetsku analizu su prikazani u tabeli 32.
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Tabela 32: Medusobna udaljenost sojeva virusa Aujeckijeve bolesti izolovanih iz

divljih svinja, vakcinalnog Bartha soja i ostalih sojeva

Medusobna udaljenost Medusobna udaljenost
GEN sojeva iz divljih svinja i sojeva iz divljih i ostalih
Bartha vakcinalnog soja sojeva virusa
us9 0,0012 0,031
us4 0,000 0,0041
ul49,5 0,039 0,0185

Najveca udaljenost izmedu sojeva virusa iz divljih i domacih Zivotinja je utvrdena za
us9 gen (3,2%), a zatim za ul49,5 gen. Medutim, za gen us4 ovi sojevi su identi¢ni
(udaljenost 0%). Uporedujuc¢i sekvence sojeva izolovanih iz divljih svinja i drugih
sojeva koji su koriS¢eni za konstruisanje filogenetskog stabla, utvrdena je najveca
udaljenost za us9 gen (3,1%), potom za ul49,5 (1,8%) i us4 gen (0,4%). Odredena
udaljenost, ali najvisa za ul49,5 gen (3,9%), je utvrdena izmedu vakcinalnog Bartha

soja i sojeva izolovanih iz divljih svinja.

Analizom us9 gena, Neighbor-Joining metodom, obuhvaena su 24 soja virusa
Aujeckijeve bolesti, slika 22. Sojevi izolovani iz divljih svinja su registrovani u banci
gena pod brojevima: KT187315, KT187316, KT187317, KT273927, KT273928,
KT273929, KT273930, KT273931.
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WB11/Srbija
WB12/Srbija
KT187319/DP2/Srbija
KT187318/DP1/Srbija
KT273931/WB8/Srbija
KT273930/WB7/Srbija
KT273929/WB6/Srbija
KT273928/WB5/Srbija
KT273927/WB4/Srbija
a1 KT187317/WB3/Srbija
KT187316/WB2/Srbija
KT187315/WB1/Srbija
a4 WB13/Srbija
KJ717942.1 - strain Kaplan

KT187320/DP3/Srbija
~| WB9/Srbija
30

WB10/Srbija

JF797219.1 - strain Becker
— AF251220.1-Pseudorabies virus Ea
KM676290.1 - strain SC
KP257591.1 - strain JS-2012
13 KJ789182.1 - strain TJ
1o KM061380.1 - isolate ZJO1
141 KC981239.1 - strain BJ/YT

513

100

E5

—
0.005

Slika 22: Filogenetsko stablo za us9 gen konstruisano Neighbor-Joining metodom sa
ukupnom duzinom grana od 0,049 u MEGAG6 programu. Pored grana je prikazana
procena pouzdanosti filogenetskog stabla na osnovu 1000 ponavljanja (“bootstrap”

metoda). WB: divlja svinja, DP1: domaca svinja, DP2: pas, DP3: domaca svinja

Za filogetsku analizu ul49,5 gena je koriS¢eno 26 dostupnih sekvenci, slika 23.
Filogenetsko stablo je konstruisano Neighbor-Joining metodom, a sekvence domacih
sojeva virusa Aujeckijeve bolesti su dostupne u NCBI pod brojevima: KT187321,

KT187322,KT187323, KT273932, KT273933, KT273934, KT273935, KT273938.
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KT273932/WB4/Srbija

——— KT273934/WB6/Srbija
KT187324/DP1/Srbija
KT187323/WB3/Srbija
KT187322/WB2/Srbija

g3 | KT187321/WB1/Srbija
KT273933/WB5/Srbija
KT273935/WB7/Srbija
KT273938/WB8/Srbija
WBY/Srbija

WB10/Srbija

WB11/Srbija
KT187325/DP2/Srbija

KJ717942.1 - strain Kaplan
JQ809330.1 - strain DUL34Pass
— JF797217.1 - strain Bartha
g7 | KT187326/DP3/Srbija

WB12/Srbija

WB13/Srbija

JF797219.1 - strain Becker

r AY190527.1 - strain Ea

33| KJ789182.1 - strain TJ
KC981239.1 - strain BJ/YT
KP257591.1 - strain JS-2012
KP098534.1 - strain HeN1
53 ' KM061380.1 - isolate ZJ01

12| G4

33

0.o0z

Slika 23: Filogenetsko stablo za ul49,5 gen konstruisano Neighbor-Joining metodom
sa ukupnom duZinom grana od 0,033 u MEGA6 programu. Pored grana je prikazana
procena pouzdanosti filogenetskog stabla na osnovu 1000 ponavljanja (“bootstrap”

metoda). WB: divlja svinja, DP1: domaca svinja, DP2: pas, DP3: domaca

Za prikazivanje evolutivnog odnosa izmedu sojeva virusa na osnovu us4 gena,
koriS¢ene su 23 sekvence i Neighbor-Joining metoda, slika 24. Sekvence us4 gena
sojeva virusa izolovanih iz divljih svinja iz Srbije su dostupni u NCBI pod brojevima:
KT187309, KT187310, KT187311, KT273937, KT273938, KT273939, KT273940,
KT273941.
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WB11/Srbija
WB12/Srbija
WB10/Srbija
WBY/Srbija
KT273941/WB8/Srbija
KT273940/WB7/Srbija
KT273939/WB6/Srbija
KT273938/WB4/Srbija
o5 | KT273937/WBS/Srbija

KT187314/DP3/Srbija
JF797217.1 - strain Bartha
KJ717942.1 - strain Kaplan
KT187313/DP2/Srbija
KT187312/DP1/Srbija
KT187311/WB3/Srbija
KT187309/WB1/Srbija
KT187310/WB2/Srbija
WB13/Srbija

KP098534.1 - strain HeN1
KM061380.1 - isolate ZJ01
KJ789182.1 - strain TJ

KC981239.1 - strain BJ/YT
JF797219.1 - strain Becker

0.000%
Slika 24: Filogenetsko stablo za us4 gen konstruisano Neighbor-Joining metodom sa

ukupnom duzinom grana od 0,0049 u MEGAG6 programu. Pored grana je prikazana
procena pouzdanosti filogenetskog stabla na osnovu 1000 ponavljanja (“bootstrap”

metoda). WB: divlja svinja, DP1: domaca svinja, DP2: pas, DP3: domaca svinja
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5.2.2. REZULTATI ISPITIVANJA KRVNIH SERUMA DIVLJIH SVINJA NA
PRISUSTVO SPECIFICNIH ANTITELA PROTIV VIRUSA AUJECKIJEVE
BOLESTI

0d 50 pregledanih krvnih seruma, kod 64% (n=32) su dokazana specificna antitela
protiv virusa Aujeckijeve bolesti. Neznatno ve¢i procenat divljih svinja Zenskog pola
(n=12, 67%) je reagovalo pozitivno u odnosu na muski pol (n=20, 63%) (p=0,63,
p>0,05). Statisticki znacajne razlike nisu utvrdene ni za razlicite starosne kategorije
(p=0,05, p>0,05).

NajviSe divljih svinja reagovalo je u titru 1:8 (n=7, 22%) i 1:16 (n=6, 19%). Titar
antitela 1:256 (n=2, 6%) i 1:512 (n=2, 6%) imale su Zivotinje iz kategorija svinja
starijih od 1,5 godine. Rezultati su prikazani u tabeli 33 u odnosu na starosne

kategorije, pol i visinu titra antitela.
Zbog specifitnosti herpesvirusa da uspostavljaju latentne infekcije, seroloski rezultati

smatraju se veoma korisnim u tumacenju rezultata molekularne dijagnostike, tabela

34.

105



Tabela 33: Rezultati seroloskih ispitivanja divljih svinja koje su pokazivale znakove bolesti na prisustvo i visinu titra

antitela protiv virusa Aujeckijeve bolesti

SEROLOSKI REZULTATI
Pol Titar antitela
STAROST . Ukupno
Muslkd — Zenski (%, 1:4 1:8  1:16  1:32  1:64 1:128  1:256  1:512
(%) (%) C1 95%)
] . 1/1 1/1 1/1
0-6 meseci (100) 0 (100) (100) 0 0 0 0 0 0 0
_ . 9/19  9/13 18/32  3/18 6/18 3/18 2/18 1/18 3/18
6-18mesect ;) (69)  (56,+1556) (17) (33) (17) (11 (6) (17 ° °
3/5 1/3 1/3
15-25god.  2/3(67) 1/2(50) (4 iéS 06 O 0 0 0 (3/3) 0 (3/3) 1/3 (33)
. 10/12  1/10 1/10 3/10  3/10 1/10  1/10
>2,5godine 8/9(89) 2/3(67) (g312125) (10) (100 (30) (30) ° 0 10)  (10)
20/32  12/18 32/50  5/32 7/32 6/32 5/32 2/32 3/32 232
UKUPNO ~ “63) (670 (64+127) (16) (22 (19 (16 (6 (9 (¢ /32
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Tabela 34: Rezultati seroloskih ispitivanja divljih svinja koje su pokazivale znakove bolesti u odnosu na rezultate

molekularnih ispitivanja

Titar antitela

PCR e 1:4 o 1:16  1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
OKRUG  |eputtar <140 oy 1BOO) oy (o) ) ) (%) (%)
L " 4/8(50) 0  2/8(25) 1(125) 1(125) 0 0 0
B K
ramicevsid : 4/10 (40) 0 0 0 0 1(10) 3(30) 1(10) 1(10)
Pomoravski ¥ 0 0 0 0 0 0 0 1(100) 0
: 0 0 0 0 0 0 0 0 1(100)
. ' 0 0 0 0 1(100) 0 0 0 0
Rask
ask : 0 0 0 0 3 (100) 0 0 0 0
" 1(333) 0 1(333) 1(333) O 0 0 0 0
Zajecarski 1
: 1(11) 1(11) 3(333) 3(333) (11 0 0 0 0
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5.3.GEOGRAFSKO POZICIONIRANJE I ANALIZA RIZIKA

5.3.1. GEOGRAFSKO POZICIONIRANJE
Koris¢enjem razlic¢itih softverskih alata i geografskih koordinata, kreirane su mape na
kojima je, po okruzima i godinama, prikazana seroprevalencija predstavljena
razli¢itim intenzitetom boje i geografska pozicija seropozitivnih divljih svinja, slike

25-33.

Legenda:
A geografskipolozaj
seropozitivnih divljih svinja

Seroprevalencija Aujeckijeve bolestiu 2012.godini
Beogradski—20%
Zlatiborski—28%
Moravicki— 30%
Sumadijski—40%
Pomoravski—60%
Borski—70%
Branitevski—72%
Raski—80%
Rasinski—80%
Zajecarski—87%

EEREEEDODOO

Slika 25: Seroprevalencija Aujeckijeve bolesti u 2012. godini sa prikazom lokacija

seroloski pozitivnih divljih svinja
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Legenda:
A geografskipolozaj
seropozitivnih divljih svinja

Seroprevalencija Aujeckijeve bolestiu 2013.godini
Zlatiborski— 16%
Moravicki— 20%
Sumadijski—30%
Rasinski—65%
Borski—67%
Pomoravski—76%
Beogradski—80%
Raski— 80%
Zajecarski—83%
Branitevski—88%

EREEREBEEOODO

Slika 26: Seroprevalencija Aujeckijeve bolesti u 2013. godini sa prikazom lokacija

seroloski pozitivnih divljih svinja

Legenda:
A geografskipolozaj
seropozitivnih divljih svinja

Seroprevalencija Aujeckijeve bolestiu 2014.godini
Zlatiborski—40%
Moravicki—50%
Beogradski—60%
Rasinski—65%
Pomoravski—68%
Razki—70%
Borski—77%
Zajecarski—77%
Branitevski—38%
Sumadijski—90%

oo

ERRREROO

Slika 27: Seroprevalencija Aujeckijeve bolesti u 2014. godini sa prikazom lokacija

seroloski pozitivnih divljih svinja
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Legenda:
© geografskipolozaj
seropozitivnih divljih svinja

Seroprevalencijaparvoviroze u2012.godini
Zlatiborski— 4%
Sumadijski—20%
Rasinski—40%
Zajecarski—43%
Brani¢evski—44%
Raski—45%
Pomoravski—52%
Borski—67%
Moravicki— 80%
Beogradski—100%

ERERRBROOCOOO

Slika 28: Seroprevalencija PPV infekcije u 2012. godini sa prikazom lokacija seroloski

pozitivnih divljih svinja

Legenda:
© geografskipolozaj
seropozitivnih divljih svinja

Seroprevalencijaparvoviroze u2013.godini
Sumadijski—10%
Zlatiborski— 20%
Raski—30%
Rasinski—40%
Zajearski—40%
Branicevski—40%
Moravicki—50%
Pomoravski—60%
Borski—70%
Beogradski—100%

EREEEBEBEREOOCO

Slika 29: Seroprevalencija PPV infekcije u 2013. godini sa prikazom lokacija seroloski
pozitivnih divljih svinja
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Legenda:
© geografskipolozaj
seropozitivnih divljih svinja

Seroprevalencija parvoviroze u2014.godini
Zlatiborski— 25%
Zajecarski—30%
Sumadijski—40%
Raski— 40%
Pomoravski—48%
Borski— 60%
Rasinski—65%
Branitevski—68%
Moravicki—70%
Beogradski—100%

ERERERROODOO

Slika 30: Seroprevalencija PPV infekcije u 2014. godini sa prikazom lokacija seroloski

pozitivnih divljih svinja

Legenda:
% geografskipolozaj
seropozitivnih divljih svinja

Seroprevalencija cirkoviroze u2012.godini
Sumadijski—0%
Zlatiborski— 0%
Zajecarski—7%
Branitevski—8%
Moravicki— 10%
Raski— 15%
Borski—20%
Beogradski—20%
Pomoravski—28%
Rasinski—35%

EEEEBO0O0000

Slika 31: Seroprevalencija PCV2 infekcije u 2012. godini sa prikazom lokacija seroloski

pozitivnih divljih svinja

111



Legenda:
% geografskipolozaj
seropozitivnih divljih svinja

Seroprevalencija cirkoviroze u2013.godini
Beogradski—0%
Moravicki— 0%
Zlatiborski— 0%
Zajedarski—3%
Sumadijski— 10%
Borski—10%
Branicevski—16
Pomoravski—20%
Raski—25%
Rasinski—25%

EEEEEO0O0000

Slika 32: Seroprevalencija PCV2 infekcije u 2013. godini sa prikazom lokacija seroloski

pozitivnih divljih svinja

Legenda:
Y geografskipolozaj
seropozitivnih divljih svinja

Seroprevalencija cirkoviroze u2014.godini
Zajecarski—3%
Zlatiborski— 8%
Borski—17%
Sumadijski—20%
Raski—20%
Branifevski—24%
Pomoravski—32%
Rasinski—35%
Beogradski—40%
Moravicki— 60%

EEEEBOO0000

Slika 33: Seroprevalencija PCV2 infekcije u 2014. godini sa prikazom lokacija seroloski

pozitivnih divljih svinja
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5.3.2. UTVRDIVANJE KORELACIJE IZMEDU POJAVE BOLESTI I GUSTINE
POPULACIJE DIVLJIH I DOMACIH SVINJA

KoriS¢enjem Pirsonovog koeficijenta korelacije, utvrdena je srednja pozitivna
korelacija izmedu seroprevalencije Aujeckijeve bolesti i gustine populacije divljih
svinja (r=0,6), slike 34 i 35. Ovaj rezultat ukazuje na postojanje direktne veze izmedu

broja divljih svinja i njihove gustine i pojave Aujeckijeve bolesti.

Legenda:
% geografskipoloZaj PRV PCR pozitivnih divljih svinja
@ geografskipolozaj PRV PCR negativnih divljih svinja

Gustina populacije divljih svinjana km?
Sumadijski—0.08
Beogradski—0.15
Moravicki—0.17
Zlatiborski—0.20
Rasinski—0.26
Raski—0.27
Pomoravski—0.29
Branitevski—0.29
Borski—0.32
Zajecarski—0.43

EeEEEODODODO0OO0OO0

Slika 34: Geografski prikaz lokacija PCR pozitivnih divljih svinja na virus Aujeckijeve

bolesti u odnosu na gustinu populacije divljih svinja
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Prevalencija
n

Gustina populacije divljih svinja

Slika 35: Prikaz pozitivne korelacije izmedu seroprevalencije Aujeckijeve bolesti i

gustine populacije divljih svinja

Odnos prevalencije PPV (r=-0,05) i PCV2 (r=-0,09) infekcije i gustine populacije divljih
svinja prema Pirsonovom koeficijentu korelacije predstavlja blagu negativnu
korelaciju, slike 36-38. Prema vrednostima koeficijenata r koji se priblizavaju nuli
moze se smatrati da je korelacija izmedu ova dva parametra odsutna, tj. da pojava PPV

i PCV2 infekcije nisu u funkciji gustine populacije divljih svinja.

Prevalencija

Gustina populacije divljih svinja

Slika 36: Prikaz korelacije izmedu seroprevalencije PPV infekcije i gustine populacije
divljih svinja
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Prevalencija
-

Gustina populacije divljih svinja

Slika 37: Prikaz korelacije izmedu seroprevalencije PCV2 infekcije i gustine populacije

divljih svinja

Legenda:

% geografskipoloZaj PCV2 seropozitivnih divijih svinja
© geografskipolozaj PPV seropozitivnih divljih svinja
A geografski poloZaj PRV seropozitivnih divljih svinja
Gustina populacije divljih svinjana km?
Sumadijski=0.08

Beogradski=0.15

Moravi¢ki—0.17

Zlatiborski—0.20

Rasinski=0.26

Raiki—0.27

Pomoravski=0.29

Brani¢evski=0.29

Borski—0.32

Zajetarski=0.43

EsEBEODO0OO00O0O0

Slika 38: Geografski prikaz lokacija seroloski pozitivnih divljih svinja na Aujeckijevu

bolest, PPV i PCV2 infekciju prikazane u odnosu na gustinu populacije divljih svinja
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Za razliku od znacaja gustine divljih svinja za pojavu Aujeckijeve bolesti, utvrdeno je

da gustina domacih svinja nema uticaja na pojavu ove bolesti kod divljih svinja (r=-

0,2), slike 39 i 40.

Prevalencija

Gustina populacije domacih svinja

Slika 39: Prikaz korelacije izmedu seroprevalencije Aujeckijeve bolesti i gustine

populacije domacih svinja
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Legenda:

W geografskipolotaj PRV PCR pozitivnih divljih svinja
@ geografskipololaj PRV PCR negativnih divijih svinja

Gustinapopulacije domadih svinjana km?
Sumadijski-0.08
Beogradski-0.15
Moravitki=0.17
Zatiborski-0.20
Rasinski-0.26
Raski-0.27
Pomoravski=0.29
Branitevski=0.29
Borski-0.32
Zajetarski-0.43

eEeeeooooOoO0O0

Slika 40: Geografski prikaz lokacija PCR pozitivnih divljih svinja na virus Aujeckijeve

bolesti u odnosu na gustinu populacije domacih svinja

Slaba pozitivna korelacija je utvrdena izmedu gustine populacije domacih svinja i

pojave PPV infekcije (r=0,05) i PCV2 infekcije (r=0,1) kod divljih svinja, slike 41-43.
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Gustina populacije domacih svinja

Slika 41: Prikaz korelacije izmedu seroprevalencije PPV infekcije i gustine populacije

domacih svinja
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Prevalencija

Gustina populacije domacih svinja

Slika 42: Prikaz korelacije izmedu seroprevalencije PCV2 infekcije i gustine populacije

domacih svinja

Legenda:
% geografskipoloZaj PCV2 seropozitivnih divljih svinja
O geografskipolozaj PPV seropozitivnih divljih svinja
1 geografski poloZaj PRV seropozitivnih divljih svinja
Gustinapopulacije domacih svinjana km?
O Sumadijski=0.08
Beogradski=0.15
Moravitki-0.17
Zlatiborski=0.20
Rasinski=0.26
Radki-0.27
Pomoravski=0.29
Branitevski=0.29
Borski-0.32
Zajetarski=0.43

EsEBEE00 00

Slika 43: Geografski prikaz lokacija seroloski pozitivnih divljih svinja na Aujeckijevu

bolest, PCV2 i PPV infekciju prikazane u odnosu na gustinu populacije domacih svinja
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5.3.3. ANALIZA RIZIKA OD PRENOSENJA BOLESTI SA DIVLJIH NA
DOMACE SVINJE

Rizik od prenosSenja bolesti sa divljih na domace svinje je procenjen primenom

kvalitativne metode po Zepeda Seinu [153].

Analiza je izvrSena odredivanjem stepena verovatnoe unosa virusa u populaciju
domacih svinja, verovatnoc¢e da domace svinje dodu u kontakt sa virusom i procene

posledica koje bi izazvalo Sirenje bolesti sa divljih na domace svinje.

Posledice, s obzirom na to da ispitivane virusne infekcije nisu zoonoze, su samo

ekonomske prirode.
A - Verovatnoca unosa virusa u populaciju domacih svinja

Za procenu verovatnoce unosa virusa u populaciju divljih svinja, posmatrana su tri
parametra: prevalencija bolesti kod divljih svinja, moguénost efikasnih kontakata

izmedu domacih i divljih svinja i karakteristika virusa, tabela 35.

Tabela 35: Rizik u odnosu na prevalenciju, indeks broja divljih svinja i gustinu

domacih svinja prikazan po okruzima

Prev. Prev. PPV Index broja Gustina

Okrug Prev. MA PCV2 L. divljih domacih
- Infekcije e o .

Infekcije svinja svinja
Beogradski S S \% Z \%
Borski \" N S \" Z
Branicevski \% N V N S
Moravicki S S \" N N
Pomoravski \" S S N S
Rasinski \" S V Z \"
Raski V N S V Z
Sumadijski V N S Z N
Zajecarski \% Z N \% N
Zlatiborski S Z N \" Z
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Prevalencija

Prevalencija Aujeckijeve bolesti je procenjena kao srednja za beogradski, moravicki i

zlatiborski okrug i kao visoka u ostalim okruzima.

Prevalencija PCV2 infekcije je procenjena kao zanemarljiva u zajecarskom i
zlatiborskom, niska u borskom, branievskom, raSkom i Sumadijskom okrugu i

srednja u ostalim okruzima.

Prevalencija PPV infekcije je procenjena kao niska za zajecarski i zlatiborski, srednja
za borski, pomoravski, raski i Sumadijski okrug i visoka za beogradski, branicevski,

moravicki i rasinski okrug.

Kontakt divljih i domac¢ih svinja

Ostvarivanjem efikasnih kontakata izmedu domacih i divljih svinja, omogucena je i
razmena patogena. Kontakti divljih i domacih svinja su u funkciji gustine populacije
divljih i domacih svinja za Cije izrazavanje se koristi numericka vrednost dobijena
deljenjem broja divljih svinja sa brojem domacih svinja na nivou okruga. Ova vrednost

se naziva indeksom broja divljih svinja.

Zanemarljiv indeks broja divljih svinja je procenjen za beogradski, rasinski i
Sumadijski okrug, nizak za branicevski, moravicki i pomoravski okrug, dok je u

ostalim okrizima visok.
Karakteristike virusa

Osetljivost virusa u spoljasnjoj sredini je od klju¢nog znacaja za prenosSenje virusa sa
divljih na domace svinje, u odsustvu direktnog kontakta medu Zivotinjama, tabela 36.
Karakteristika PPV i PCV2 je da su veoma otporni u spoljaSnjoj sredini, pa je i ova

njihova osobina utice na visok rizik od unos$enja virusa u populaciju domacih svinja.
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Posto je virus Aujeckijeve bolesti srednje otporan u spoljasSnjoj sredini, rizik od
unoSenja ovog virusa u populaciju domacih svinja, samo na osnovu karekteristika

virusa, je srednji.

Tabela 36: Rizik u odnosu na karakteristike virusa

Prezivljavanje virusa | Nacin prenoSenja | RIZIK

PRV S N S
PPV Vv N S
PCV2 Vv N S

B - Verovatnoca izlaganja domacih svinja virusu

Verovatnoca da domaca svinja dode u kontakt sa virusom poreklom od divljih svinja je
u funkciji postojanja kontakata medu domacim i divljim svinjama, nac¢ina prenosenja
virusa i nastanka infekcije, najces¢eg nacina Sirenja kod domacih svinja i

karakteristika samog virusa.

Za izraZavanje verovatnoce kontakta divljih i domacih svinja kori$¢en je indeks broja

divljih svinja, tabela 35.

Ni jedna od ispitivanih bolesti se ne Siri aerogeno ve¢ je za njihovo prenosenje
najefikasniji direktan kontakt zbog cega je rizik povezan sa na¢inom Sirenja infekcije

okarakterisan kao nizak.

Pored nacina Sirenja bolesti, postojanje prijemcivih Zivotinja je uslov za odrZavanje
infekcije. U tom smislu je koriS¢ena gustina populacije domacih svinja kao rizik od

odrzavanja unete bolesti u njihoj populaciji.

Gustina domacih svinja je najviSa u beogradskom i rasinskom okrugu, te je i rizik u
funkciji ovog parametra visok. Srednji rizik je procenjen za branicevski i pomoravski,

nizak za moravicki, Sumadijski i zajecarski, a zanemarljiv za borski, raski i zlatiborski.
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Osetljivost virusa u spoljasnjoj sredini kao parametar koji omogucava da dode do

infekcije je takode koriS¢en u proceni verovatnoce nastanka infekcije kod domacih

svinja, tabela 36.

Kombinujuéi parametre, za svaki okrug i bolest izvrSena je analiza rizika, tabela 37.

Tabela 37: Rezultati analize rizika prikazani po okruzima

PARAMETAR

BEOGRADSKI

Prevalencija
Indeks broja divljih svinja

N

N <<

%2]

Karakteristike virusa

wn

N

wn

Indeks broja divljih svinja
Nacin prenoSenja

Gustina domacih svinja
Karakteristike virusa

BORSKI

Prevalencija
Indeks broja divljih svinja

< I<|Y|<|N|N

<|l\nlun|<<|IN|N

Karakteristike virusa

<|Z|n|<|N|N

Indeks broja divljih svinja
Nacin prenoSenja

Gustina domacih svinja
Karakteristike virusa

BRANICEVSKI

Prevalencija
Indeks broja divljih svinja

Z|I<|vNINI<

Zi<|ln|N|N|I<

Karakteristike virusa

Z|Z|n NN <

Indeks broja divljih svinja
Nacin prenoSenja

Gustina domacih svinja
Karakteristike virusa

SUMADIJSKI

v

Prevalencija
Indeks broja divljih svinja

N|<|wn|un|N|z

N wn|lun un|N|=

Karakteristike virusa

N|Z|n|n|N|=

Indeks broja divljih svinja
Nacin prenoSenja

Gustina domacih svinja
Karakteristike virusa

A

Prevalencija

<lun|z|N|N

nln|lz|N|N

Zlun|z (NN
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Indeks broja divljih svinja

Karakteristike virusa

Indeks broja divljih svinja
Nacin prenoSenja

Gustina domacih svinja
Karakteristike virusa

RASINSKI

Prevalencija
Indeks broja divljih svinja

N i<|wn|z|N|N

Karakteristike virusa

Indeks broja divljih svinja
Nacin prenosSenja

Gustina domacih svinja
Karakteristike virusa

POMORAVSKI

Prevalencija
Indeks broja divljih svinja

N W»nln|<g|N|N

Karakteristike virusa

Indeks broja divljih svinja
Nacin prenoSenja

Gustina domacih svinja
Karakteristike virusa

RASKI

Prevalencija
Indeks broja divljih svinja

<ln|lnlun|N|=z

Karakteristike virusa

Indeks broja divljih svinja
Nacin prenoSenja

Gustina domacih svinja
Karakteristike virusa

ZLATIBORSKI

Prevalencija
Indeks broja divljih svinja

<|Z|Yn|N|N <

Karakteristike virusa

Indeks broja divljih svinja
Nacin prenoSenja

Gustina domacih svinja
Karakteristike virusa

v

ZAJECARSKI

Prevalencija
Indeks broja divljih svinja

<|Z|n|N|N IS

Karakteristike virusa

Indeks broja divljih svinja
Nacin prenosenja

Gustina domacih svinja
Karakteristike virusa

AAINIES
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Visok rizik za prenosSenje Aujeckijeve bolesti i PPV infekcije je procenjen za borski,
raski i zlatiborski okrug. Visok rizik od prenoSenja Aujeckijeve bolesti je procenjen za

zajecarski okrug. Za ostale okruge i bolesti, rizik je srednji (slike 44-46).

Legenda:
Rizik od preno3enja Aujeckijeve bolesti sa divljih na domace svinje
@ Visok

O Srednji

Slika 44: Geografski prikaz analize rizika od prenoSenja Aujeckijeve bolesti sa divljih

na domace svinje po okruzima
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Legenda:
Rizik od prenosenja parvoviroze sa divljih na domace svinje
@ Visok

O Srednji

Slika 45: Geografski prikaz analize rizika od prenoSenja PPV infekcije sa divljih na

domace svinje po okruzima

Legenda:
Rizik od prenosenja cirkoviroze sa domacih na divlje svinje
[ Srednji

Slika 46: Geografski prikaz analize rizika od prenoSenja PCV2 infekcije sa divljih na

domace svinje po okruzima
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6 DISKUSIJA

Divlja svinja je veoma cenjena divljac¢ u Srbiji. Prema Zakonu o divljaci i lovstvu?, divlja
svinja (Sus Scrofa) je autohtona divlja¢ u Srbiji, dok je tradicionalnom lovackom
podelom svrstana u krupnu dlakavu divlja¢. Ova vrsta je zaSticena lovostajem. Lovna
sezona je otvorena za veprove i nazimad do 60 kg od 15. aprila do 28. februara, a za
krmace od 01. jula do 31. decembra. Divlje svinje se tradicionalno love u grupnom
lovu. GodiSnje se u Srbiji odstreli oko 7500 divljih svinja.

Divlja svinja je naSa najrasprostranjenija vrsta divljih papkara. Naseljava celu
teritoriju Srbije, s tim da su najbrojnije populacije u centralnom delu zemlje. Prema
podacima Lovackog saveza Srbije, u centralnoj Srbiji Zivi oko 13000 divljih svinja Sto
je oko 70% od ukupnog broja divljih svinja koje naseljavaju teritoriju nase zemlje.
Divlje svinje se gaje u otvorenim i ogradenim loviStima, ali ih i tradicionalno drZe lovci
za treniranje lovackih pasa.

Divlje svinje se smatraju rezervoarima mnogih bolesti. U Srbiji nema podataka o
uticaju divljih svinja na pojavu zaraznih bolesti kod domacih svinja, a podaci o
prisustvu i raSirenosti bolesti kod divljih svinja su oskudni. Osim evidentirane
seroprevalencije na klasi¢nu kugu sviinja [154], hepatitis E [155] i Aujeckijevu bolest
[156] nema drugih pokazatelja o zdravstvenom stanju populacije divljih svinja u
Srbiji. Divlje svinje su u Srbiji do 2011. godine u ogradenim lovistima bile vakcinisane
protiv klasicne kuge svinje. Medutim, zbog nemoguc¢nosti razlikovanja vakcinalnog
imuniteta od infekcije, vakcinacija je zabranjena 2011. godine. Vakcina koja je najcesce
koriS¢ena za vakcinaciju protiv klasi¢ne kuge je bila dvovalentna i sadrzala, pored
virusa klasi¢ne kuge svinja, i atenuiran Bartha soj virusa Aujeckijeve bolesti. Divlje
svinje su na taj nacCin bile vakcinisane i protiv Aujeckijeve bolesti.

Gajenje domacih svinja u Srbiji je najzastupljenija grana stoCarstva, sa oko 3500000

grla svinja. Svinjarstvo je najrazvijenije u Vojvodini, a potom u Sumadiji i zapadnoj

® Sluzbeni glasnik RS, broj 18/10, 26. mart 2010.
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Srbiji. Zbog tradicionalnog nacina gajenja svinja, udeo porodi¢nih gazdinstava u
proizvodnji je dominantan, ali obrnuto proporcionalan broju svinja: na 80% malih

gazdinstava gaji se 41% svinja koja u proseku imaju 4,9 svinja [157].

Za potrebe ovog istrazivanja, uzorkovanje divljih svinja je izvrSeno na podrucjima
beogradskog, borskog, branicevskog, moravickog, pomoravskog, rasinskog, raskog
Sumadijskog, zajeCarskog i zlatiborskog okruga (44.841742 N, 22.791174E). Reljef
ovog podrucja je uglavnom planinski: na zapadu se rasprostiru Dinarske planine, a na
istoku Mali Karpati. Reka Morava protice centralnom Srbijom, od juga prema severu, i
uliva se u Dunav koji ograniava severoistok ovog podrucja. Klima je umereno-
kontinentalna sa izraZenim lokalnim karakteristikama.

Najveca gustina populacije divljih svinja je utvrdena na teritoriji borskog i zajec¢arskog
okruga koji se nalaze u timockoj krajini, slika 47, a potom u brani¢evskom i

pomoravskom okrugu.

Slika 47: Reljef podrucja gde je gustina populacije divljih svinja najveca

Gustina populacije divljih svinja u zajecarskom okrugu je 0,43/km2, a u borskom
0,32/km? dok je zastupljenost Suma u zajecarskom 36%, a u borskom okrugu 48%
teritorije okruga. U zapadnoj Srbiji je ovaj procenat visi (zlatiborski, moravicki i raski

okrug), ali je gustina divljih svinja niZa nego u isto¢nom delu zemlje. Razlog ovog
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opazanja moZe biti nadmorska visina koja je u timockoj krajini do 500 m i sa niZim
planinama do 1000m, dok je juzno od Zapadne Morave i NiSave planinsko podrucje sa
nadmorskom visinom preko 1000 m. Takode, reljef i konfiguracija terena na podrucju
Timocke Krajine, uz dostupne vodene povrSine za kaljuzanje, su tipiCno staniSte
divljih svinja. Na ovom podru¢ju se nalazi Nacionalni park Perdap i zatalasane
Homoljske i Kucajske planine koje su obrasle hrastovim i bukovim Sumama i
predstavljaju dobar izvor hrane za divlje svinje. Na padinama planine Beljanica, nalazi
se i najveCe nenaseljeno podrucje u Srbiji koje odgovara plasljivoj prirodi divljih
svinja.

Poredeci broj i gustinu divljih i domacih svinja u ovim okruzima nije ustanovljena
pozitivna korelacija, ve¢ su okruzi sa najve¢im brojem i gustinom divljih svinja, okruzi
u kojima svinjarstvo nije najrazvijenija grana. Na osnovu ovog podatka, moZe se
pretpostaviti da divljim svinjama u Srbiji kao izvor hrane ne sluZe gazdinstva na

kojima se uzgajaju svinje, ve¢ da preferiraju Zivot u prirodi, dalje od civilizacije.

U ovom radu pracdeno je prisustvo i geografska distribucija virusnih bolesti
enzootskog potencijala svinja u periodu 2012-2014. godine. Za svaku godinu
odabrano je 200 uzoraka krvnih seruma divljih svinja razlic¢itih starosnih kategorija i
polova. Takode, ispitano je i 50 uzoraka divljih svinja koje su pokazivale znakove
bolesti na prisustvo samih uzroc¢nika ovih virusnih oboljenja. NajceS¢i simptomi koji
su opisivani od strane lovaca su bili depresija, oteZzano disanje, usporeno kretanje i
gubitak straha od ljudi.

Rezultati ispitivanja su tumaceni u odnosu na starost i pol divljih svinja.

Posedovanje podataka o starosti divljih svinja kada se sprovode seroloska ispitivanja
je od velikog znacaja jer, delimi¢no, mogu ukazati na vreme i dinamiku pojavljivanja
bolesti u prethodnim godinama. Cilj je uzorkovati i ispitati najviSe uzoraka od mladih
divljih svinja starosti od 6 do 18 meseci. U ovom radu, 49% ispitanih divljih svinja je
poticalo iz ove ciljne grupe. Podaci dobijeni iz ove kategorije divljih svinja su,

posmatrani u funkciji vremena, najkorisniji jer indirektno ukazuju na pojavu bolesti u
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prethodnoj godini. Rezultati seroloskih analiza kod prasadi stare do 6 meseci ne
odslikavaju realno epizootioloSko stanje jer se ne moZe sa sigurno$¢u utvrditi da li su
antitela posledica infekcije ili pasivno steCenog imuniteta. Pozitivni seroloski rezultati
svinja starijih od 2 godine mogu biti posledica i ranijih infekcija. Ovi podaci nisu
pokazelj trenutnog zbivanja u populaciji divljih svinja ve¢ stanja tokom duZeg
vremenskog perioda. Najbolji zakljutci se izvode kombinovanim tumacenjem
rezultata svih starosnih kategorija u funkciji vremena. MoZe se smatrati da je zaraza
enzootska ukoliko su sve starosne kategorije Zivotinja pozitivne i ukoliko nema

znacajnih promena u prevalenciji posmatrano u duZem vremenskom periodu [158].

Starost divljih svinja u ovom radu je odredena na osnovu preporuke SCHEDA
ekoloSkog udruZenja (SCHEDA Ecological Associates, inc.), slika 48:

1. 0-6 meseci starosi - 0 stalnih molara,

2. 6-18 meseci starosti - 1 stalni molar,

3.1,5- 2,5 godine starosti - 2 stalna molara,

4. Starije od 2,5 godine - 3 stalna molara.

i
0-6 meseci starosti 1.5- 2.5 godine starosti
a I
6 -18 meseci starosti ViSe od 2.5 godine starosti

Slika 48: Shema za odredivanje starosti divljih svinja na osnovu broja stalnih molara

prema preporuci SCHEDA Ecological Associates, inc.
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Sama priroda i nacin Zivota divljih svinja, solitarnih muzjaka i Zenki koje Zive u
matrijarhatu, uslovljava razli¢itu verovatnoc¢u nastanka infekcije kod razlicitih polova.
Kontakti Zenki se ostvaruju uglavnom unutar grupa, osim u sezoni parenja kada im se
pridruzuju muZzjaci. Muzjaci, tragaju¢i za Zenkama ostvaruju viSe kontakata sa
razli¢itim metapopulacijama, ali manje sa pojedinaCnim Zivotinjama. Na taj nacin,
postaju epizootioloSka veza izmedu metapopulacija. Prirodan odnos polova kod
divljih svinja je 1:1, te je i odnos uzorkovanih i ispitanih divljih svinja u okvirima ove
proporcije. Od ukupnog broja, 52,5% pregledanih divljih svinja je bilo muskog,

odnosno 47,5% Zenkog pola.

Kao bolesti koje imaju potencijal uspostavljanja enzootije kod divljih svinja
okarakterisane su PRRS, Aujeckijeva bolest, PPV i PCV2 infekcija, influenca svinja i
TGE/PRCV infekcija. Za enzootske bolesti kod domacih svinja dobro su poznati faktori
nastanka, kao i sama bolest [159]. Kod divljih svinja malo je poznatih faktora
nastanka, a za vecinu se pretpostavlja da su patogeneza i sama bolest sli¢ni kao kod
domacih.

Dosadasnja iskustva iz intenzivnog nacina gajenja domacih svinja potvrduju da
gustina populacije ima veoma vaznu ulogu u nastanku enzootija kod domacih svinja.
Stoga je gustina populacije divljih svinja u ovom radu razmatrana kao jedan od faktora
za nastanak i odrzavanje zaraze kod divljih svinja. Divlje svinje su posmatrane kao
rezervoari bolesti i izvor infekcije za domace svinje, ali nije iskljuen ni obrnuti smer
kada su domace svinje rezervoari za divlje svinje. Iz tog razloga su blizina, gustina i
nacin gajenja domacih svinja posmatrani kao faktori nastanka i odrZzavanja bolesti kod
divljih svinja. Za bolesti prisutne kod divljih svinja, procenjen je rizik od njihovog

prenoSenja na domace svinje.

Na osnovu seroloSkih i virusoloskih ispitivanja, utvrdeno je da PRRS, influenca
svinja i TGE/PRCYV infekcija nisu prisutne kod divljih svinja sa podrucja 10 okruga iz

centralne Srbije.
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Na osnovu podataka Nauc¢nog instituta za veterinarstvo Srbije, PRRS i influenca svinja
su veoma rasirene bolesti kod domacih svinja iz intenzivnog uzgoja. Medutim, kod
ekstenzivno gajenih svinja ove bolesti su samo sporadi¢no otkrivane. Bududi da je
gustina populacije vaZan faktor odrZavanja ovih bolesti, ovakva epizootioloSka
situacija kod domacih svinja je upravo posledica nacina gajenja svinja. U
ekstenzivnom uzgoju, PRRS i influenca svinja nemaju potencijal za uspostavljanje
enzootije kao Sto je to slucaj u intenzivnom uzgoju. Veliki broj Zivotinja na malom
prostoru, brz obrt populacije i stalni priliv prijemcivih Zivotinja su karakteristike
intenzivnog gajenja svinja koji omogucava stalno cirkulisanje virusa i odrzavanje
enzootskog stanja. U ekstenzivnim uslovima, svinje se gaje uglavnom od marta do
novembra, pri ¢emu nema priliva novih Zivotinja, a direktni kontakti medu svinjama
su ograniceni.

Influenca divljih svinja je u sprezi sa pojavom influence kod divljih ptica. Na
podrucjima gde su izvrSena ispitivanja divljih svinja, nalaze se i velika stanista divljih,
vodenih ptica (N. P. Perdap). U ovim podrucjima, hraneci se leSevima ptica ili
idirektnim kontaktom, divlje svinje se mogu zaraziti virusom influence. Medutim, nasi
rezultati ne ukazuju da se to deSavalo u ispitivanom periodu. Jedan od razloga moze
biti i niska prevalencija kod divljih ptica [160].

Transmisivni gastroenteritis duZi vremenski period nije dokazan kod domacih
svinja u Srbiji, dok su podaci o raSirenosti respiratornog Coronavirusa svinja veoma
ograniceni [161]. Pretpostavlja se da PRCV ucestvuje u etiologiji respiratornih
oboljenja kod domacih svinja, ali nema laboratorijskih potvrda za ove pretpostavke.

Kao i PRRS i influenca svinja, i ovo je bolest intenzivne proizvodnje svinja.

Na osnovu rezultata nasih ispitivanja kojima je utvrdeno da PRRS, influenca svinja i
TGE/PRCV infekcija nisu prisutni kod divljih svinja, zakljucuje se da domace svinje, uz
visoku prevalenciju ovih bolesti, mogu pod odredenim uslovima da predstavljaju izvor
infekcije i rezervoare ovih bolesti za divlje svinje. Povoljna okolnost je da su ove

bolesti prisutne kod domacih svinja koje se gaje u intenzivhom uzgoju, a veoma
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sporadicno kod ekstenzivno gajenih svinja. Biosigurnosne mere koje se primenjuju na
farmama sprecavaju Sirenje infekcija van farmi, na domace i divlje svinje. Ukoliko bi se
ove bolesti pojavljivale kod ekstenzivno gajenih svinja, gde se biosigurnosne mere
gotovo i ne sprovode, divlje svinje bi bile pod velikim rizikom da se bolest sa domacih
svinja prenese na njih. Ekstenzivna proizvodnja svinja predstavlja kariku izmedu
divljih i domacih svinja u intenzivnhom uzgoju. Kontakt divljih svinja i intenzivne
proizvodnje je gotovo nemogu¢, dok se kontakt divljih i ekstenzivno gajenih svinja
odigrava na dva nivoa - direktnom i indirektnom. Zbog toga je epizootioloska situacija
kod divljih svinja pribliZnija situaciji kod ekstenzivno gajenih svinja.

Literaturni podaci pokazuju da su PRRS, influenca svinja i TGE/PRCV infekcija prisutni
u Evropi sa veoma niskom prevalencijom ili su potpuno odsutne bolesti kod divljih
svinja [26, 34, 53, 94, 102] Sto je u skladu sa rezultatima nasih ispitivanja.

Ovakva epizootioloska situacija kod divljih svinja je veoma poZeljna i treba je oCuvati.
To se mozZe posti¢i podizanjem svesti vlasnika domacih svinja o uspostavljaju

biosigurnosnih mera kojima se sprecava Sirenje i unos zaraze na gazdinstvo.

PPV infekcija je, na osnovu rezultata ovog rada, enzootska bolest kod divljih svinja.
Seroprevalencija iznosi oko 50% u ispitivanom periodu od 2012. do 2014. godine. Na
nivo seroprevalencije nemaju presudan uticaj ni pol niti starost divljih svinja. Blagi
skok seroprevalencije sa 44% u 2013. na 53% u 2014. godini moZe biti posledica
stalnih fluktuaciji u broju divljih svinja i duzini trajanja maternalnog imuniteta.

Analizirajuci stanje po okruzima, utvrdeno je da je seroprevalencija najniZa, ispod
20%, u zlatiborskom okrugu. U beogradskom okrugu, prevalencija je najvisa i iznosi
100%. NeSto visa u odnosu na prosecne vrednosti je i u moravickom i borskom
okrugu. Na osnovu rezultata po starosnim kategorijama divljih svinja iz zlatiborskog
okruga, moZze se pretpostaviti da je PPV infekcija bolest koja je nedavno uneta u ovo
podrudje jer je u 2012. godini serokonverzija dokazana samo kod kategorije 1,5-2,5
godine starosti. U narednoj, 2013. godini, kod 100% pregledanih svinja iz kategorije 6-

18 meseci je doSlo do serokonverzije, ukazujuci na Sirenje infekcije kod mladih svinja.
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U 2014. godini su specificna antitela dokazana i kod najmlade kategorije svinja,
najverovatnije kao posledica pasivno stecenog, maternalnog imuniteta. Hipoteza da je
bolest relativno nova u ovom podrucju objasnjava i relativno nisku prevalenciju u
ovom okrugu u odnosu na ostale ispitane okruge. U zlatiborskom okrugu, domace
svinje se uglavnom drZe ekstenzivno. Moguci putevi Sirenja PPV infekcije na divlje
svinje iz zlatiborskog okruga su preko ove subpopulacije domacih svinja ili preko
divljih svinja iz susednih okruga, na pr. moravi¢kog u kojem je seroprevalencija oko
70%.

lako je pokazano da pol nema uticaj na pojavu PPV infekcije, znaCajna zastupljenost
bolesti kod nerastova pruZza moguénost za prenoSenje virusa na velike udaljenosti,
posebno u sezoni parenja. MuZjaci su, takode, epizootioloski vazan Ccinilac jer
izluc¢ivanje spermom traje kroz duZi vremenski period. Moguce je da je upravo polni
put prenoSenja virusa delimi¢no odgovoran, uz uspostavljenu prirodnu ravnoteZu, za
odsustvo korelacije izmedu gustine divljih svinja i prevalencije PPV infekcije.

PPV infekcija se kod divljih svinja teSko uocava u prirodi. Uobicajeno je da krmace
pojedu mrtvorodenu prasad i na taj nacin uklone tragove. Takode, moguce je da je
incidencija reproduktivnih poremecaja na niZem nivou nego kod domacih svinja jer
se, zbog nacina Zivota, primarna infekcija nazimica odigra joS pre prvog graviditeta Sto
ih ¢ini imunim na infekcije koje mogu nastati kasnije. Same karakteristike virusa uticu
na postojanost ove bolesti kod divljih svinja. Virus je izuzetno stabilan u spoljasnjoj
sredini, pa i ako nema direktnog kontakta medu Zivotinjama, postoje efikasni
indirektni putevi za njegovo prenoSenje ¢ak i u dugom vremenskom intervalu.
Rezultati ispitivanja seroprevalencije u periodu od tri godine ukazuju da je PPV
infekcija tipi¢na za divlje svinje i da se kod njih odrzava bez spoljasnjih uticaja. Buduci
da dovodi do reproduktivnih poremecaja, moZe se posmatrati i kao prirodni regulator
populacije divljih svinja.

Na prevalenciju PPV infekcije nema uticaja ni gustina niti blizina domacih svinja. U
ekstenzivnim uslovima gajenja svinja, uglavnom se drze tovljenici, dok je broj krmaca,

koje u najvecoj meri privlace divlje svinje, znaCajno manji. Tovljenici su za divlje svinje
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atraktivni samo zbog mogucéih zajednickih izvora hrane, ali s obzirom da se gaje od
prole¢a do jeseni kada u prirodi ima dovoljno hrane za divlje svinje, kontakti sa
tovljenicima iz ekstenzivne proizvodnje se mogu smatrati sporadi¢nim i neefikasnim u
prenoSenju PPV-a.

Cak i u slu¢aju da se virus, preko ekstenzivno gajenih svinja prenese na intenzivnu
proizvodnju, posledice ne bi bile znacajne jer su svinje u intenzivnoj farmskoj
proizvodnji ve¢inom vakcinisane protiv PPV infekcije, zbog ekonomskog znacaja ove
bolesti. Vakcinacijom je intenzivna proizvodnja svinja ,izolovana“ od ove bolesti.
Divlje svinje kao rezervoari i izvor infekcije za domace svinje se mogu posmatrati u
kontekstu pojave novog tipa virusa kod divljih svinja i/ili ponovnog unosenja virusa
kod domacih svinja. U tom slucaju, rizik koji je u funkciji prevalencije, karakteristika
virusa i efikasnih kontakata izmedu domacih i divljih svinja bio bi srednji do visok
(borski, raski i zlatiborski okrug).

Trenutno, s obzirom na visoku prevalenciju kod domacih svinja kao posledicu
prirodne i veStacke imunizacije, divlje svinje ne poseduju potencijal kojim bi se
ugrozilo zdravstveno stanje domacih svinja. Ova bolest je kod divljih svinja
uspostavila prirodnu ravnoteZu i ne treba je remetiti veStackim uticajima.

O sli¢noj situaciji kao kod nas, govore i literaturni podaci iz okruZenja gde je PPV

infekcija prisutna u visokom procentu kod divljih svinja [53, 74, 75, 76, 77].

PCV2 infekcija svinja je veoma Cesto oboljenje domacih svinja. Medutim, na osnovu
seroloskih ispitivanja u periodu 2012-2014, ocigledno je da se bolest nedavno pojavila
i raSirila kod divljih svinja u podruc¢jima gde su ispitivinja vrSena.

Seroprevalencija PCV2 infekcije je znacajno niZa u odnosu na prevalenciju PPV
infekcije i Aujeckijeve bolesti, i uz konstantan porast do 22% u 2014. godini. Na
osnovu nivoa imunoglobulina klase M i G moguce je proceniti vreme nastanka
infekcije (slika 49) [162]. IgM antitela se u cirkulaciji detektuju oko 7. dana od
nastanka infekcije da bi posle 21. dana, kada su na najviSem nivou, postepeno opadala

i bivala zamenjena IgG antitelima. IgG antitela se u cirkulaciji pojavljuju oko 14. dana
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od nastanka infekcije i ostaju na visokom nivou i posle 21. dana. Posle 21. dana, IgM

padaju na nivo ispod praga detekcije.
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Slika 49: Humoralni imunoloski odgovor meren ELISA testom (Ingenasa) nakon

eksperimentalne infekcije [162]

Uporedujudi vrednosti IgM i IgG antitela, utvrdeno je da je u rasinskom i zlatiborskom
okrugu u 2014. godini, u periodu kada su izvrSena uzorkovanja, PCV2 infekcija bila
aktivna. U istom periodu, u borskom, brani¢evskom i Sumadijskom okrugu infekcija je
bila stara 1-2 meseca.

Najvisa seroprevalencija PCV2 infekcije je utvrdena u beogradskom i moravickom
okrugu, a najniza u zlatiborskom.

Na osnovu rezultata seroloSkih ispitivanja, primarna infekcija divljih svinja u
zlatiborskom okrugu desila se u 2014. godini kada je registrovana prva serokonverzija
kod divljih svinja u ovom okrugu. Negativni seroloski rezultati kod svih kategorija
svinja u 2012. i 2013. godini pokazuju da je infekcije nije bilo pre 2014. godine. U
prilog pretpostavci da je infekcija u zlatiborski okrug uneta tek 2014. godine govori i
nalaz aktivne infekcije kod pojedinih divljih svinja iste godine. Pretpostavlja se da su
izvor infekcije za divlje svinje iz ovog podrucja bile domace svinje kod kojih je PCV2
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infekcija veoma prisutna ili divlje svinje iz okolnih okruga gde je seroprevalencija visa,
kao Sto je ustanovljeno u moravickom okrugu, na pr.

Da se bolest kod divljih svinja pojavila tek nakon Sto se raSirila kod domacih svinja,
pokazuju sli¢ni podaci iz Sumadijskog okruga: u 2012. godini, seroloski odgovor na
PCV2 nije dokazan dok je u 2013. seroprevalencija iznosila 10%. Kategorija kod koje
je seroloSki odgovor dokazan su bile odrasle divlje svinje starosti 1,5-2,5 godine. U
2014. godini seroprevalencija je porasla na 20%, s tim da se infekcija raSirila i na
kategoriju mladih svinja starih 6-18 meseci. U momentu uzorkovanja divljih svinja u
2014. godini, na osnovu nivoa i odnosa IgG i IgM, infekcija je kod pojedinih divljih
svinja bila stara 1-2 meseca.

Na osnovu seroprevalencije, PCV2 infekcija u ostalim okruzima je na stabilnom nivou.
Polna predispozicija za pojavu ove bolesti nije utvrdena Sto je u skladu sa
karakteristikama oboljenja. Iako je direktan nacin Sirenja bolesti dominantan, nije
utvrdena pozitivna korelacija izmedu gustine divljih svinja i seroprevalencije.

Imajuéi u vidu mogucnost razmene patogena i ulogu divljih svinja kao rezervoara
mnogih bolesti, izvrSeno je ispitivanje uticaja gustine i prisustva domacih svinja na
pojavu PCV2 infekcije kod divljih svinja. U ovom slucaju je utvrdena blaga pozitivna
korelacija koja potvrduje hipotezu da je smer prenoSenja PCV2 sa domacih na divlje
svinje.

Slicne rezultate objavili su Goedbloed i sar. [163] koji su ustanovili da pol i socijalni
status nemaju uticaj na seroprevalenciju, ali da su starost i heterozigotnost povezani
sa nivoom seroprevalencije kod divljih svinja. Starost se objasnjava kumulativno
vecom verovatnocom da do infekcije dode, dok su heterozigoti prirodno otporni na
PCV2.

Prvi podaci o PCV2 infekciji kod domacih svinja u Srbiji objavljeni su 2004. godine
[164], mada se bolest, verovatno, pojavila znacajno ranije. Pretpostavlja se da je, zbog
Sirenja direktnim kontaktom i odsustva vektora, virusu bio potreban duzi vremenski
period da se prenese na populaciju divljih svinja. Takode, utvrdeno je da se PCV2

infekcija i medu divljim svinjama sporo Siri. Ukoliko bi se uspostavio smer Sirenja
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zaraze od divljih ka domadim, onda bi divlje svinje mogle postati izvor virusa za
nastanak reinfekcija domacih svinja. Uzevsi u obzir karakteristike virusa i infekcije i
brojnost populacije divljih i domacih svinja, procenjen je rizik od nastanka ovakve

situacije. Analizom dostupnih parametara, utvrden je srednji rizik za sve okruge.

Bududi da je ova bolest relativno nova za divlje svinje sa ovog podrucja, neophodno je
pracenje njenog daljeg razvoja. Uz to, potrebno je utvrditi da li je, uz eliminaciju izvora
od strane domacih svinja, bolest samoogranicavajuca. PCV2 infekcija se moZe smatrati
prirodnim regulatorom broja divljih svinja. Uoceno je da postoji pozitivna korelacija
izmedu stepena heterozigotnosti divljih svinja i nalaza antitela protiv PCV2. PCV2
infekcija dovodi do uginuéa divljih svinja u populacijama u kojima je mali broj
heterozigota [163].

Na osnovu trogodiSnjeg ispitivanja, moZe se smatrati da je PCV2 infekcija sada
enzootska bolest kod divljih svinja, ali bez pretnje po zdravstveno stanje domacih

svinja.

Za Aujeckijevu bolest je dokazano da su divlje svinje rezervoari virusa koji je
uzrocnik ove zarazne bolesti [44]. Ranija ispitivanja koja su sprovodena su potvrdila
prisustvo Aujeckijeve bolesti kod divljih svinja u Srbiji, uz visoku seroprevalenciju
naroCito u isto¢nim delovima zemlje. Lazi¢ i sar. [156] izvestili su o prosec¢noj
seroprevalenciji kod divljih svinja od 38,21%, uz najve¢i postotak kod kategorije
divljih svinja starijih od 2,5 godine - 46,86%.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je Aujeckijeva bolest kod divljih svinja u
centralnoj Srbiji enzootskog karaktera. U trogodiSnjem ispitivanju zdravih divljih
svinja utvrdeno je da seroprevalencija iznosi preko 50%, uz maksimum u 2013. godini
kada je iznosila u proseku 72%. Sli¢no kao i za ostale bolesti, najniZa seroprevalencija
je utvrdena u zlatiborskom okrugu gde je u 2014. godini iznosila 40%. Prevalencija u

ostalim okruzima je znacajno viSa i stabilna, osim u beogradskom i Sumadijskom
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okrugu gde se uocava znacajan porast seroprevalencije u posmatranom trogodiSnjem

periodu.

Pojava Aujeckijeve bolesti je u funkciji pola divljih svinja. O ovom fenomenu je ranije
izveStavano [48, 165, 166]. U ovom radu je pokazano da postoje znacajne razlike u
zastupljenosti bolesti kod muZjaka i Zenki. Razli¢it naCin Zivota muZjaka i Zenki
uslovio je da muZjaci ostvaruju veci broj kontakata sa razliCitim metapopulacijama
divljih svinja, narocito tokom sezone parenja. Svaka metapopulacija ima svojstvenu
mikro epizootioloSku situaciju koja moZe biti razli¢ita od drugih. Iako ukupan broj
ostvarenih kontakata mozZe biti manji, verovatnoca od nastanka infekcije je srazmerna
broju ostvarenih kontakata sa razli¢itim metapopulacijama. Sa druge strane, Zenke
Zive u grupama, ostvaruju kontakte unutar svojih i retko se mesaju sa Zivotinjama iz

drugih grupa, osim indirektno na izvoriStima vode, hrane i sl.

Seroprevalencija Aujeckijeve bolesti je takode u funkciji starosti divljih svinja:
procenat seroprevalencije se povecava sa staroS¢u divljih svinja. Ovo se mozZe
objasniti, kao i kod ostalih bolesti, veCom verovatno¢om od nastanka infekcije sa
duzim Zivotom, ali i karakteristikama samog oboljenja. Herpesvirusna oboljenja
odlikuje uspostavljanje latentnog stanja virusa u organizmu tokom kojeg je
nekompletiran virus skladisten u jedru nervnih celija. Kod domacih svinja, virus
Aujeckijeve bolesti latentno stanje uspostavlja u trigeminalnim ganglijama, dok kod
divljih u sakralnim [45]. Svaki stres i lucenje hormona stresa su okidaci za prelazak
virusa iz latentnog u aktivno stanje i stimulacija imunoloskog sistema. Sa duzim
Zivotom uvecava se broj stresnih situacija kroz koje divlje svinje svakodnevno prolaze,
a samim tim je stimulacija imunoloskog sistema jac¢a. Ovo objaSnjava visi nivo
seroprevalencije kod starijih divljih svinja nego kod mladih.

Pozitivna korelacija utvrdena je izmedu gustine populacije divljih svinja i
seroprevalencije. Moguce je da i za Aujeckijevu bolest, kao za klasi¢nu kugu svinja i
slinavku u S$ap, vazi pravilo o minimalnom broju divljih svinja koji omogucava
odrzavanje bolesti u prirodi. S obzirom da virus Aujeckijeve bolesti nije narocito
otporan u spoljasnjoj sredini, to je direktan nacin prenoSenja glavni put Sirenja virusa.

138



Da bi se infekcija efikasno Sirila, oc¢igledno je potreban dovoljan broj Zivotinja koje
ostvaruju direktne kontakte.

Medutim, pokazano je da prisustvo i gustina domacih svinja, nemaju uticaj na pojavu
Aujeckijeve bolesti kod divljih svinja. O ovome postoje literaturni podaci koji
podrZavaju pretpostavku da se Aujeckijeva bolest kod divljih svinja odrzava i bez
prisustva domacih svinja [166]. Ovakvi rezultati potkrepljuju teoriju da su divlje
svinje rezervoari virusa Aujeckijeve bolesti i da sluze kao izvor infekcije za domace
svinje.

Rizik od prenosSenja na domace svinje je veci ukoliko se zna da se virus spontano
izluCuje u nosnom sekretu krmaca do 19 meseci bez vidljivih klinickih simptoma
[167].

Prisustvo Aujeckijeve bolesti kod divljih svinja je poseban problem u zemljama koje
pokusavaju da Aujeckijevu bolest iskorene kod domacih svinja. U Srbiji se na
dobrovoljnoj osnovi vrsi vakcinacija domacih svinja protiv Aujeckijeve bolesti, a kako
ne postoji plan eradikacije, divlje svinje se u tom kontekstu jo$ uvek ne smatraju
pretnjom. Medutim, ukoliko bi se proces eradikacije zapoceo, poznavajuci
epizootiolosku situaciju kod divljih svinja, seroprevalenciju i karakteristike oboljenja,
procenjen je rizik od Sirenja Aujeckijeve bolesti sa divljih na domace svinje. Ovaj rizik
je u funkciji ostvarivanja kontakata divljih i domacih svinja, odnosno preduzetih
biosigurnosnih mera na farmama domacih svinja i u funkciji karakteristika samog
oboljenja. Visok rizik je procenjen za borski, raski, zajecarski i zlatiborski okrug, dok je
za ostale okruge srednji. Oc¢igledno je da su okruzi sa visokim rizikom karakteristi¢ni
po ekstenzivnom nacinu drZanja svinja gde su kontakti sa divljim svinjama, na razne

nacine, najverovatniji.

[spitivanjem zdravih divljih svinja koje su ulovljene u periodu 2012-2014. godine u
cilju procene rizika koji divlje svinje nose kada zaraze uspostave enzootsko prisustvo,
utvrdeno je da su okruzi sa dominantno ekstenzivnim naCinom gajenja svinja pod

najve¢im rizikom. Takvi su raski, zlatiborski i borski za Aujeckijevu bolest i PPV
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infekciju, odnosno zajecarski za Aujeckijevu bolest. Uz nacin gajenja svinja, u ovim
okruzima, vaznu ulogu ima i gustina divljih svinja.

Poznavaju¢i nivo rizika, njime se moze upravljati kako bi rizik bio smanjen i
kontrolisan. U slucaju ovih okruga, sprecavanje direktnih i indirektnih kontakata sa
divljim svinjama, bila bi jedna od mera koje treba hitno primeniti. Klju¢nu ulogu u
ovom procesu imaju vlasnici domacih svinja ¢ijom edukacijom se postizu dva cilja:
smanjuje rizik od Sirenja bolesti sa divljih na domace svinje i u obrnutom smeru, sa

domacih na divlje svinje.

Seroloskim ispitivanjem krvnih seruma zdravih divljih svinja utvrdeno je prisustvo i
vremenska i prostorna distribucija enzootskih virusnih bolesti. Za donoSenje
pouzdanih zaklju¢aka o nacinu Sirenja, vremenu pojavljivanja i ulogama divljih i
domacih svinja u epizootilogiji zaraznih bolesti neophodni su podaci o samim
uzroCnicima, tipovima, virulenciji i njihovoj evoluciji. Stoga su u ovom radu ispitani i
uzorci divljih svinja koje su odstreljene zbog manifestnih znakova bolesti.

Uzorci od 50 bolesnih divljih svinja pregledani su na prisustvo uzroc¢nika virusnih
bolesti enzootskog potencijala-PRRS, Aujeckijeva bolest, PPV i PCV2 infekcije,
influenca svinja, TGE/PRCV infekcija. Medutim, osim virusa Aujeckijeve bolesti, ni
jedan drugi uzrocnik nije dokazan. Bolesne divlje svinje poticale su iz borskog,
brani¢evskog, moravickog, pomoravskog, raskog i zajecarskog okruga, a virus
Aujeckijeve bolesti je dokazan u uzorcima divljih svinja iz branicevskog, pomoravskog,
raskog i zajeCarskog okruga. Pretpostavlja se da je izbijanje zaraze bio razlog
povecane incidencije obolelih svinja u brani¢evskom i zajecarskom okrugu buduc¢i da
su izolovani virusi poticali od seroloski negativnih divljih svinja. Divlje svinje u
pomoravskom i raskom okrugu kod kojih je dokazan genom PRV ne smatraju se
aktivno inficiranim ve¢ latentno jer su pozitivne svinje bile stare preko 1,5 godine i sa
visokim titrom antitela. Takode, virus nije izolovan na kulturi tkiva Sto, uz prisustvo
antitela, objaSnjava pozitivan PCR nalaz odnosno dokazivanje genoma

nekompletiranog virusa u latentnom stanju.
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lako su do sada sprovodena ogranicena seroloska ispitivanja, ni virus niti klinicki
ispoljena Aujeckijeva bolest nisu opisani kod divljih svinja u Srbiji.

Eksperimentalnim infekcijama utvrdeno je da sojevi virusa Aujeckijeve bolesti
izolovani kod divljih svinja imaju sposobnost adaptacije za vrstu Sto objasSnjava
razlicite klinicke simptome i imunolo$ki odgovor kod divljih i domacih svinja [168].
Manifestovani klinicki simptomi su rezultat virulencije i unete doze virusa, starosti
domacina i njegovog reproduktivnog i imunoloSkog statusa. NajceSce se uocavaju kod
prasadi i krmaca. Kategorija divljih svinja koja je najviSe pogodena ovom boleS¢u u
naSem ispitivanju je bila u uzrastu od 6 do 18 meseci. Klinicki simptomi kod ove
kategorije svinja koji se najceS¢e pojavljiju su nespecificni i ukljucuju depresiju,
gubitak apetita, groznicu, kasalj itd. Takode, patomorfoloSke promene nisu tipicne ili
su ¢ak odsutne. Depresija, gubitak straha od ljudi, usporeno kretanje i oteZano disanje
su bili simptomi koji su uoceni kod obolelih divljih svinja u ovom radu ali, zbog
nespecifi¢cnosti, nisu mogli biti povezani ni sa jednom konkretnom boleSc¢u. Ipak,
poznata epizootioloska situacija kod divjih svinja omogucava postavljanje sumnje na
zaraznu bolest.

Za divlje svinje kod kojih ni jedna od bolesti nije dokazana, pretpostavlja se da su
uzrok klinickih simptoma izazvale druge (ne)infektivne bolesti koje nisu bile predmet
ovih ispitivanja.

Za potvrdu virusa Aujeckijeve bolesti kod Zivih Zivotinja, najpouzdanije je ispitati
uzorke nosnih briseva, orofaringealne tecnosti i bioptata tonzila. Od uginulih, najbolji
uzorci za dokazivanje virusa su mozak, tonzile [169], slezina i pluca. Virus je moguce
izolovati iz vaginalnog sekreta, ejakulata, mleka, urina, rektalnih briseva ¢ak i pre
pocetka Kklini¢kih simptoma [31].

U ovom istrazivanju, virus Aujeckijeve bolesti je izolovan iz zbirnih uzoraka slezine i
bubrega. Ranije je potvrdeno da se upravo u slezini i bubrezima virus nalazi tokom
aktivne infekije [169]. Wittnhamm i sar. [170] ipak nisu uspeli da posle
eksperimentalne infekcije virus izoluju iz slezine, jetre i medijastinalnih limfnih

¢vorova, ali su ga dokazali u bubrezima, CNS-u i perifernim limfnim ¢vorovima.
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Pouzdana dijagnostika Aujeckijeve bolesti moZe biti oteZana ukoliko se sprovodi
vakcinacija. Postoje dokazi da se virusi iz modifikovanih Zivih vakcina (MVV) mogu
Siriti preko oronazalnog sekreta [171] mada su Pol i Terpstra [172] pokazali da
vakcinacija Zivim vakcinama ne utice na laboratorijsku dijagnostiku ove bolesti. Ipak,
posto se vakcinalni imunogen replikuje u organizmu i izlucuje u spoljasnju sredinu,
prenoSenje na druge Zivotinje, reverzne mutacije i genetske rekombinacije sa
terenskim sojevima virusa se ne mogu iskljuciti [173].

Virus Aujeckijeve bolesti je izolovan na kulturi tkiva iz 4 od 13 PCR pozitivnih
uzoraka. Tri uzorka iz kojih je virus izolovan na kulturi tkiva poticala su od seroloski
negativnih divljih svinja iz brani¢evskog okruga, a jedan od seroloski negativne divlje
svinje iz zajecarskog okruga. Od jedne PCR pozitivne, ali seroloski negativne divlje
svinje iz brani¢evskog okruga, virus nije izolovan. Virus nije izolovan iz preostalih 8
PCR i seropozitivnih divljih svinja. Ova razlika u rezultatima izolacije virusa i PCR
metode objasnjava se samim karakteristikama metoda, njihovim ogranicenjima i
prednostima. Prisustvo antigen-antitelo kompleksa, citotoksi¢nih supstanci, uslovi
Cuvanja i transporta uzoraka u velikoj meri uticu na uspesnost izolacije virusa.
Izolacijom virusa dokazuje se prisustvo vijabilnih virusa u uzorku, za razliku od
molekularnih testova kojima se dokazuju samo delovi genoma virusa za $ta nije nuZno
da virus bude “Ziv”. Poznavaju¢i karakteristike primenjenih metoda, pretpostavlja se
da izolacija virusa nije bila uspeSna kod seropozitivnih divljih svinja zbog prisustva
antitela i latentnog stanja virusa. Kvalitet uzoraka je moguci razlog neuspesne izolacije
kod dve seronegativne divlje svinje.

Latencija herpesvirusa je intenzivno proucavana. Posle tretmana deksametazonom,
virus, koji prelazi u aktivno stanje, je moguce uspeSno izolovati iz trigeminalnih
ganglija, mandibularnih limfnih ¢vorova, slezine i tonzila, ali retko iz mozdanog stabla,
moZdanog mosta i olfaktornog lobusa [174]. Suprotno, bez tretmana deksametazona,
moguce je dokazati samo genom virusa: kod seropozitivnih svinja, virus je moguce

dokazati kod 95,7% zZivotinja [175], naj¢eS¢e u tonzilama [31].
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Izolacija virusa Aujeckijeve bolesti u ovom radu je izvrSena na PK15, RK13 i MDBK
¢elijskim linijama gde je virus Aujeckijeve bolesti doveo do formiranja sincicijuma.
Najvecu osetljivost pokazala je Celijska linija PK15 koja je poreklom od svinja. Svi
sojevi virusa su uspeSno izolovani na sve tri Celijske linije uz vremensku razliku
pojavljivanja citopatogenog efekta koja se objasnjava razli¢itim poreklom C¢elijskih
linija i prijemcivoS¢u. Formiranje sincicijuma povezuje se sa patogenoSc¢u virusa.
Bitsch i sar. [176] su doveli u vezu stvaranje sincicijuma sa visokom patogenoscu
sojeva kod svinja i goveda, mada ovi autori ne smatraju da je odsustvo sincicijuma

uvek povezano i sa atenuacijom virusa.

Genom herpesvirusa je veoma konzerviran i veéina gena nije dovoljno varijabilna za
filogenetsku analizu visoke rezolucije. Virus Aujeckijeve bolesti ima sporu genetsku
evoluciju koja ukazuje da genetski diverzitet u okviru jedne populacije moze biti
posledica visoke prevalencije [43].

Na osnovu dela ul4 gena, sojevi virusa Aujeckijeve bolesti su svrstani u 5 grupa,
obelezenih slovima od A do E. Sojevi izolovani iz domacih svinja nomadski gajenih
pripadaju grupama A i C, sojevi iz klasitno gajenih domacih svinja su u grupi B i D.
Grupu E Cine sojevi virusa sa istoka, prvenstveno iz Kine (42).

Fonseca i sar. [43] su pokazali, analizirajuc¢i druge gene, da se formiraju dve odvojene
grupacije, grupa sojeva virusa sa istoka i grupa virusa sa zapada.

U ovom radu, delimi¢ne sekvence tri gena (us4, us9 i ul49,5) su koriS¢ene za
ispitivanje evolutivnog odnosa i slicnosti izmedu izolovanih sojeva virusa iz divljih i
domacih svinja. Tri gena su odabrana radi povecanja pouzdanosti i verovatnoce
otkrivanja sli¢nosti/razlika medu sojevima. Ipak, ukupna udaljenost sojeva virusa
Aujeckijeve bolesti iz domacih i divljih svinja kao i izmedu samih sojeva iz divljih
svinja je zanemarljiva. Moguce je da je razlog ovakvog nalaza mali broj sojeva i kratak
vremenski period koji bi dozvolio brzu evoluciju virusa, kao i mali broj dostupnih

sekvenci ovih gena u banci gena.
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Najvece razlike su uocene za us9 gen koji kodira 11kDa protein odgovoran za
aksonski transport, a zatim za ul49,5 koji kodira N protein uklju¢en u virusnu
morfogenezu i fuziju sa membranom. Analiziraju¢i deo gena za gG sojeva virusa
izolovanih iz domacih i divljih svinja, pokazano je da je ovaj gen najkonzerviraniji u
odnosu na ostale ispitane gene. Ipak, odredena distanca izmedu sojeva virusa iz divljih
i domacih svinja, i istovetnost sojeva iz divljih svinja, na osnovu tri sekvence, ukazuju
na razlicito poreklo virusa. Mali genetski diverzitet, koji je karakteristika
herpesvirusa, je takode odgovoran za niske “bootstrap” vrednosti na filogenetskim

stablima.

Najcesce koriS¢ena vakcina u Srbiji za vakcinaciju domacih svinja u svom sastavu ima
atenuirani Bartha soj. Ova vakcina je poznata po minimalnom izluc¢ivanju divljeg
virusa u slucaju da do infekcije dode, Sto je ini znacajno bezbednijom od inaktivisanih
vakcina [177]. Mada su Gielkens i sar. [178] izvestili o dva slucaja gde se za sojeve
virusa od obolelih divljih svinja sumnjalo da su poreklom od atenuirane vakcine, oni
ne iskljucuju ni mogucnost da je bolest uzrokovana virulentnim virusom prisutnim
kod svinja i pre vakcinacije.

Zbog dugogodiSnje vakcinacije divljih svinja, bilo je vaZno uporediti nukleotidne
sekvence izmedu sojeva virusa iz divljih svinja i Bartha soja. Najve¢a udaljenost od
3,9% je utvrdena za ul49,5 gen, gde Bartha soj sa Kaplan i DUL34 pass sojevima
formira posebanu grupu.

Analizom tri delimi¢ne sekvence utvrdeno je da su sojevi virusa iz domacih i divljih
svinja veoma sli¢ni. Ipak, pretpostavlja se da zbog razli¢itog statusa i nacina Zivota
divljih i domacih svinja, virus Aujeckijeve bolesti moZe evoluirati, ali za pracenje ovog
procesa treba odabrati gene koji pokazuju pozitivnu selekciju.

Slicne rezultate naSima objavili su Keros i sar. [179]. Ovi autori su pokazali da u
populaciji domacih i divljih svinja u Hrvatskoj cirkuliSu istovetni sojevi virusa, na

osnovu gC sekvence iz 6 domacih i jedne divlje svinje i da pripadaju grupi A. Takode,
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dokazali su da istovetni sojevi cirkulisu i kod pasa kod kojih je u dva slucaja dokazan
virus iz grupe A [180].

Kao i kod seroloskih ispitivanja zdravih svinja, veca prevalencija virusa je dokazana
kod muZjaka, mada u ovom slucaju razlika nije statisticki znacCajna. Sve divlje svinje,
osim jedne iz pomoravskog okruga stare viSe od 2,5 godine, kod kojih je virus
Aujeckijeve bolesti dokazan su bile starosti 6-18 meseci Sto je u skladu sa rezultatima
drugih istraZivaca iz Spanije gde su naj¢e$éi slucajevi otkrivani kod kategorije 4-8
meseci starosti [58]. Ne moZe se ni iskljuciti greSka jer je 64% bolesnih Zivotinja bilo
upravo iz ove kategorije.

Seroloski rezultati su pokazali da je kod 56% divljih svinja starih 6-18 meseci
utvrdeno prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Aujeckijeve bolesti. Titri antitela
visi od 1:128 utvrdeni su kod divljih svinja iz kategorija 1,5-2,5 i preko 2,5 godine
starosti i predstavljaju rezultat viSekratnih stimulacija imunoloskog sistema
reaktivacijom virusa. Niski VN titri ili odsustvo antitela kod PCR pozitivnih divljih
svinja ukazuju na infekciju koja se desila neposredno pre uzorkovanja, a ne na
reaktivaciju virusa. Verin i sar. [181] su upravo ovo dokazali i izvestili o negativhim
serolo$kim rezultatima kod tek zaraZenih svinja. Cak do 45% divljih svinja sa

pozitivnim nalazom virusa u tonzilama moZe biti seroloski negativno [165].

Uzevsi u obzir virusoloske i seroloske rezultate, pretpostavlja se da se u trenutku
uzorkovanja u branic¢evskom i zajeCarskom okrugu deSavala aktivna infekcija virusom
Aujeckijeve bolesti. Dokazi za ovu hipotezu su:
v Uspe$na izolacija virusa Aujeckijeve bolesti iz tkiva divljih svinja koje su
pokazivale znakove bolesti (depresija, oteZano disanje, usporeno kretanje),
v" Izolovani virusi doveli su do formiranja veoma razvijenog sincicijuma,
v" Odsustvo ili nizak VN titar kod virus pozitivnih Zivotinja i

v" Isklju¢ene su druge virusne bolesti koje mogu dovesti do sli¢nih simptoma.
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Sumirajuci celokupne rezultate ovog istraZivanja, epizootioloSka situacija kod divljih
svinja se moZe smatrati povoljnom. Bolesti koje su enzootske u centralnoj Srbiji su
Aujeckijeva bolest i PPV i PCV2 infekcije. Sve tri bolesti su prirodni regulatori broja
divljih svinja, a uz to PCV2 modifikuje i genetsku strukturu populacije favorizujuci
heterozigote. Povoljna okolnost je i odsustvo bolesti karakteristicnih za intenzivnu

proizvodnju svinja - PRRS, influenca svinja i TGE/PRCV ifekcija.
lako se divlje svinje smatraju rezervoarima mnogih bolesti od kojih su neke u ovom

radu i dokazane, treba raditi na ocCuvanju ovakvog stanja i oCuvanju prirodne

ravnoteZe koja je izmedu bolesti i divljih svinja oc¢igledno uspostavljena.
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7 ZAKLJUCCI

1. Na osnovu trogodiSnjeg ispitivanja prisustva i seroprevalencije virusnih bolesti
enzootskog potencijala kod divljih svinja iz beogradskog, borskog,
branicevskog, moravickog, pomoravskog, rasinskog, raskog, Sumadijskog,
zajeCarskog i zlatiborskog okruga, utvrdeno je da se Aujeckijeva bolest,

parvoviroza i cirkoviroza tip 2 enzootski pojavljuju kod divljih svinja.

2. Seroloskim ispitivanjem 600 uzoraka krvnih seruma uzorkovanih u periodu
2012-2014. godine, utvrdeno je da su divlje svinje sa podrucja beogradskog,
borskog, branicevskog, moravickog, pomoravskog, rasinskog, raskog,
Sumadijskog, zajecarskog i zlatiborskog okruga bile slobodne od PRRS-a,

influence svinja i TGE/PRCV infekcije.

3. SeroloSkim ispitivanjima u trogodiSnjem periodu, utvrdeno je da se u

zlatiborskom okrugu PCV2 infekcija prvi put pojavila 2014. godine.

4. Istrazivanjem faktora vezanih za pojavu bolesti, utvrdena je direktna zavisnost
izmedu seroprevalencije Aujeckijeve bolesti i gustine populacije, pola i

starosti divljih svinja.

5. Ispitivanjem organa divljih svinja koje su pokazivale znakove bolesti,

molekularnim i virusoloskim metodama dokazan je virus Aujeckijeve bolesti.

6. Virus Aujeckijeve bolesti je uspesno izolovan na ¢elijskim linijama PK15, MDBK
i RK13. U ovom ispitivanju PK15 je bila najosetljivija ¢elijska linija za izolaciju

virusa Aujeckijeve bolesti iz organa divljih svinja.

7. Filogenetskom analizom tri gena virusa Aujeckijeve bolesti izolovanih od
divljih svinja, utvrdena je sli¢nost sa sojevima virusa iz domacih Zivotinja, ali

razli¢ito poreklo virusa.
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8. Filogenetskom analizom, utvrdeno je da sojevi virusa Aujeckijeve bolesti

izolovani iz divljih svinja ne potic¢u od vakcinalnog Bartha soja.

9. Na osnovu rezultata seroloSkih, molekularnih i virusoloSkih ispitivanja,
utvrdeno je da je Aujeckijeva bolest bila uzrok povecane incidencije bolesnih

divljih svinja u branic¢evskom i zaje¢arskom okrugu.

10. Na osnovu podataka o seroprevalenciji, gustini populacija divljih i domacih
svinja i karakteristika virusa, utvrden je visok rizik od Sirenja Aujeckijeve

bolesti sa divljih na domace svinje za raski, zlatiborski i borski okrug.

11. Na osnovu podataka o seroprevalenciji, gustini populacija divljih i domacih
svinja i karakteristika virusa, utvrden je visok rizik od Sirenja PPV infekcije sa

divljih na domace svinje u zajecarskom okrugu.

12. Na osnovu rezultatata trogodis$njih ispitivanja, utvrdeno je da je epzootioloSka
situacija kod divljih svinja za Aujeckijevu bolest, PPV i PCV2 infekciju stabilna,
a za PRRS, influencu svinja i TGE/PRCV infekciju povoljna.
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SPISAK SKRACENICA:

BLAST - Basic Local Alignment Searching Tool

CPE - Citopatogeni efekat

DNK - Dezoksiribonukleinska kiselina

ELISA - Enzimska imunolo$ka metoda (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
EVA - Virusni arteritis konja (Equine viral arteritis)

FTS - Fetalni tele¢i serum

GPS - Globalni sistem za pozicioniranje (global positioning system)

HA - Hemaglutinacija

LDV - Virus laktat dehodrogenaze miSeva

MA - Morbus Aujeszky

MDBK - Celijska linija poreklom od bubrega goveda (Madin-Darby bovine kidney)
MEM - Minimalna osnovna podloga za kulturu tkiva (Mininum essential meduim)
NCBI - National Center for Biotechnology Information

OD - Opticka gustina (Optical Density)

ORF - Otvoreni okvir ¢itanja (open reading frame)

PBS - Fosfatni pufer

PCR - Lancana reakcija polimeraze (Polymerase Chain Reaction)

PCV?2 - Porcine Circovirus 2
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PDNS - Sindrom dermatitisa i nefropatije svinja (Porcine Dermatitis and Nephropathy

Syndrome
PK15 - Celijska linija poreklom od bubrega praseta (Porcine Kidney)

PMWS - Multisistemski sindrom krZljanja prasadi (Post-weaning Multisystemic

Wasting Syndrome)
PPV - Porcine Parvovirus
PRCV - Respiratorni Coronavirus svinja

PRDC - Kompleks respiratornih oboljenja svinja (Porcine Respiratory Disease

Complex)

PRRSV - Virus reproduktivnog i respiratornog sindroma svinja (Porcine Reproductive

and Respiratory Syndrome Virus)

PRV - Pseudorabies virus

RK13.6 - Celijska linija poreklom od bubrega kuniéa (Rabbit kidney)
RNK - Ribonukleinska kiselina

RT-qPCR - Reverzna transkripcija- lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu

(real time Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction)

RT-PCR - Reverzna transkripcija- lan¢ana reakcija polimeraze (Reverse Transcription

- Polymerase Chain Reaction)

SHFV - Virus hemoragicne groznice majmuna
SHV1 - Suid Herpesvirus 1

TBE - Tris/Borat/EDTA pufer

TCID - Infektivna jedinica virusa za kulturu tkiva (Tissue Culture Infectious Dose)
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TGE - Transmisivni gastroenteritis

VNT - Virus neutralizacioni test
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Mpwunor 1.

U3jasa o0 ayTopcTey

MoTtnucaHa BecHa M. Mununhesuh

6poj ynuca

UsjaBpyjem
A3 je AOKTOpPCKa AncepTaumnja nog HacJioBOM

»ACNUTUBakbe palinMpeHoCcTU BUPYCHUX 601ecTu eH300TCKOr NoTeHLnjana Koa AUB/bUX
cBUHba (Sus Scrofa) n aHanu3a pusmnKa y permoHy ueHTpanHe Cpbuje”

® pe3ynTat ConcTtBeHOr UCTpa*XKnBayvkor paga,

® [a NpeanoXkeHa gucepTaumja y LeMHU HU y AenoBuMa Huje 6una npeanoxeHa 3a
Aobunjarbe 6UNO  Koje Aaunaome npema  CTYAMjCKMM  MporpammMma gpyrux
BMCOKOLLUKOJICKMX YCTaHOBa,

® [aCy pe3yaTaTh KOPEKTHO HaBeAeHU u

® [a HMCam KpLIMOo/na ayTopcKa NpaBa M KOPUCTUO MHTENEKTyanHy CBOjUHY APYruX
mua.

Motnuc aoKTopaHaa

Y beorpagy, 19.4.2016.




Mpwunor 2.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH LIITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKe Bep3uje
JAOKTOPCKOT paja

NUme n npesnme aytopa: BecHa M. Munuhesuh

bpoj ynuca

CTyAuMjcKM nporpam

Hacnos paga: ,McnutuBare palumpeHoCcTU BUPYCHUX 601eCcTM eH300TCKOr NnoTeHuMjana
Kopg, AUBJ/bUX CBUbA (Sus Scrofa) u aHanusa pusmnKa y permoHy ueHTpanHe Cpbuje”

MeHTop: AOp cy Corba Pagojuunh, pegosHn npodecop
MotnucaHa BecHa M. Munuhesuh

M3jaB/byjeM da je WTamnaHa Bep3nja MOr LOKTOPCKOr paja MCTOBETHA ENEKTPOHCKO]
BEP3MjM KOjy cam npeaana 3a objaB/buBarbe Ha NopTany AuUrutanHor penosutopujyma
YHusep3urerta y beorpaay.

[lo3Bo/baBam Aa ce objaBe MOjU NIMYHM NoAaum Be3aHu 3a Aobujarbe aKageMCKor 3Bakba
[OKTOpa HayKa, Kao LTO Cy MMe U Npe3ume, roguHa n Mecto poherba M gaTym oabpaHe

paga.

OBM AMYHM NoAaUM MOry ce 06jaBUTM Ha MPEXKHUM CTpaHULaMa AurutanHe bubanoreke,
Yy eN1eKTPOHCKOM KaTanory 1y nybankauujama Yumsepsuteta y beorpaay.

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagy, 19.4.2016.




Mpwunor 3.

U3jaBa o kopumrhemwy

Osnawhyjem YHuepsuteTcky 6ubnanoterky ,CBeto3ap Mapkosuh” pga y [AurutanHu
penosutopunjym YHuBep3auTetTa y beorpasy yHece mojy AOKTOPCKY AucepTaumjy nog
HaC/N0BOM:

»ACNUTUBabe paIMpPeHOCTU BUPYCHUX 60ecTM eH300TCKOr NoTeHUuUjana Koa AUB/bUX
cBUHba (Sus Scrofa) n aHanu3a pusmnKa y permoHy ueHTpanHe Cpbuje”

KOja je moje ayTOpPCKo aeno.

[vcepTaumjy ca cBUM NpMno3Mma npesao/na cam y enekTpoHckom ¢opmaty norogHom 3a
TPajHO apxuBMpakse.

Mojy AOKTOPCKY AMcepTaumjy noxparbeHy y OUrntanHu penosutopujym YHusepsuteTta y
Beorpagy mory aa Kopucte cBM Koju nmowTyjy ogpenbe caaprkaHe y ogabpaHom tuny
nmueHue KpeatnsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oasyymo/na.

1. AytopcTtBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMNjaHO
@AyTopCTBo — HekomepumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOPCTBO — HEKOMEPLMjaNHO — AeNNUTU NO4 UCTUM YCI0BUMA
5. AytopcTBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — A4EANTU NoA4 UCTUM YC/I0BMMa

(Monmo fa 3a0KpyXuTe camo jedHy OA LWecT NoHyhHeHux AuUueHUW, KpaTak onuc
JINUEHUN AaT je Ha nonehuHu nucra).

MoTtnuc poKTOopaHAaa

Y beorpagy, 19.4.2016.
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