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Kratak sadrZzaj

Ova studija predstavlja prvi sveobuhvatan izvestaj o molekularnim karakteristikama sojeva
virusa africke kuge svinja (AKS) u Srbiji u periodu od 2019. do 2023. godine. Od prvog izbijanja
bolesti u julu 2019. godine, bolest je registrovana kod divljih i domacih svinja Sto je dovelo do
smanjenja broja svinja u Srbiji za vise od 19,7 %. U ovoj studiji, izvrsena je molekularna analiza
95 sojeva virusa africke kuge svinja iz 12 upravnih okruga u kojima je potvrdena bolest.
Sekvenciranje je obuhvatilo Cetiri genska markera: B646L, E183L, B602L, i intergensku regiju
(IGR) izmedu gena 173R-1329L. Pored toga, izvrseno je i sekvenciranje celog genoma pet sojeva
ukljucujuci one koji su izazvali pojavu bolesti 2019. godine. Na primarnim kulturama tkiva
poreklom od alveolarnih makrofaga i leukocita svinja, izvrSena je izolacija virusa i to na
primarnim leukocitima je uspesnost izolacije iznosila 72,7 %, dok je na alveolarnim makrofagama
svinja iznosila 91,3 %. Prostorno-vremenskom analizom pojave AKS kod divljih svinja u periodu
od 2020. do 2023. godine otkrivenoje postojanje pet klastera, dva u periodu 2020-2021, jedan u
2022, i dva u 2023. godini. Svi analizirani sojevi virusa AKS iz perioda 2019-2023. pripadaju
genotipu II. Na osnovu analize nukleotidnih sekvenci srpskih sojeva utvrdeno je postojanje vise
podgrupa, kao i dve linije na osnovu CVR B602L gena od kojih je jedna identi¢na sa referentnim
sojem iz Gruzije, a druga sa mutacijom T318A. Takode, po prvi put u Srbiji je identifikovana
dominantna IGR I1, kao i IGR III linija. Sekvenciranjem celih genoma virusa AKS ustanovljene su
znacajne mutacije u genima NP1450L, ECO2, 0174L, K145R, MGF, grupi gena ACD, kao i delecija
u genu L60L. Svi izolovani virusi su pokazali efekat hemadsorpcije i klasifikovani su u istu
serogrupu kao i referentni soj Georgia 2007/1. Retrospektivnom analizom utvrdeno je da su dva
nezavisna izbijanja AKS u 2019. godini proistekla iz razli¢itih izvora, Sto dodatno ukazuje na
sloZenost situacije i potrebu za nastavkom istraZivanja radi boljeg razumevanja i kontrole Sirenja
bolesti.

Kljucne reci: Africka kuga svinja, Srbija, molekularna karakterizacija, genotip II, B646L gen,
E183L gen, IGR region, hemadsorpcijski efekat, genomske mutacije, epizootioloski klasteri



Abstract

This study presents the first comprehensive report on the molecular characteristics of African
Swine Fever Virus (ASFV) strains in Serbia during the period from 2019 to 2023. Since its first
occurence in July 2019, the disease has been detected in both wild and domestic pigs, leading to a
reduction of the pig population in Serbia by more than 19,7 %. The study involved molecular
analysis of 95 positive samples collected from 12 infected administrative districts. Sequencing
covered four genetic markers: B646L, E183L, B602L, and the intergenic region (IGR) between the
I73R and 1329L genes. Additionally, whole-genome sequencing of five strains, including those
responsible for the outbreak in 2019, was conducted. Virus isolation was performed on primary
tissue cultures originating from alveolar macrophages and leukocytes of pigs, with successful
isolation with 71.7 % on primary leukocytes and 92.3 % on primary alveolar macrophages
assessed based on the hemadsorption effect. Spatial-temporal analysis of ASFV in wild pigs during
the research period from 2020 to 2023 revealed the existence of five clusters, with two in the
period 2020-2021, one in 2022, and two in 2023. All analyzed ASFV strains from the period 2019-
2023 belong to genotype II. Nucleotide sequence analysis of Serbian strains revealed the existence
of multiple subgroups, including two lines of the CVR B602L gene, one identical to the reference
strain from Georgia, and another with the T318A mutation. The dominant IGR Il line and the IGR
111 line, identified for the first time in Serbia, were also observed. Whole-genome sequencing of
ASFV identified significant mutations in the NP1450L, ECOZ2, 0174L, K145R, MGF, ACD gene group,
as well as a deletion in the L60L gene, in addition to 10 insignificant mutations. All isolates
demonstrated the hemadsorption effect and were classified in the same serogroup as the reference
strain Georgia 2007/1. Retrospective analysis confirmed that two independent ASF outbreaks in
2019 originated from different sources, highlighting the complexity of the situation and the need
for continued research to better understand and control the spread of the disease.

Keywords: African Swine Fever, Serbia, Molecular Characterization, Genotype II, B646L gene,
E183L gene, IGR region, Hemadsorption Effect, Genomic Mutations, Epizooziological Clusters



UuvoD

Znacajne ekonomske posledice koje izazivaju bolesti Zivotinja, a posebno bolesti koje ne
poznaju granice (Transboundary animal diseases, TADs, eng.) odraZavaju se na nivou
pojedinacnih farmi, ali i na regionalnom i nacionalnom ekonomskom planu. Ove posledice su
uslovljene gubicima u proizvodnji Zivotinja i visokim izdacima za mere prevencije, kontrole i
eradikacije ovih bolesti. Pojava TADs nosi sa sobom ne samo ekonomske, vec i ozbiljne socijalne
posledice. Ove posledice su posebno izraZzene u malim poljoprivrednim gazdinstvima u
zemljama u razvoju gde takve bolesti dovode do smanjenja ekonomske mo¢i. U dugoroc¢noj
perspektivi, suoCavanje sa takvim bolestima mozZe primorati ljude da napuste stocarstvo i
potraze alternativne izvore prihoda. Pojava ovih bolesti izaziva zabrinutost za bezbednost
hrane i moZe dovesti do smanjenja potrosSnje proizvoda Zivotinjskog porekla Sto utice i na druge
aktere u lancu snabdevanja ukljucujudi trgovce, zaposlene u klanicama i prodavce.

Africka kuga svinja (AKS) predstavlja trenutno najveéu pretnju za svinjarstvo u svetu. U toku je
panzootija africke kuge uzrokovana genotipom II koji se od 2007. godine proSirio na pet
kontinenata i koji je prijavljen u 73 drzave.

Africka kuga svinja je perakutno do hroni¢no oboljenje domacih (Sus Scrofa domestica) i divljih
svinja (Sus Scrofa) visokog stepena letaliteta.

Negativni uticaji AKS na zdravlje i dobrobit Zivotinja kao i na socio-ekonomske prilike,
nametnuli su potrebu za boljim i sveobuhvatnijim razumevanjem prirode ove bolesti, u
specificnim lokalnim uslovima koje karakterise veliki broj malih gazdinstava loSe biosigurnosti,
koja ni na koji nacin ne sprecavaju Sirenje virusa ve¢ naprotiv, doprinose. Najvedi rizik za pojavu
bolesti postoji na malim gazdinstvima gde nije moguce uspostaviti adekvatne biosigurnosne
mere. DrZave koje su pretrpele najznacajniju ekonomsku Stetu nakon pojave bolesti su one kod
kojih je najveci deo proizvodnje svinja baziran na malim gazdinstvima kao Sto su Vijetnam sa
77 % iKina sa preko 50 %. Samo u Vijetnamu je 2019. godine eutanazirano ili prinudno zaklano
6 miliona svinja usled pojave AKS. U Kini, najveéem proizvodacu svinjskog mesa na svetu je za
period 2018-2019. godine procenjena ekonomska Steta od 111 miliona dolara tj. 0,78 % bruto
domaceg proizvoda. U Evropskoj uniji, ekonomske Stete se uglavnom predstavljaju kroz
smanjenje izvoza svinjskog mesa za 15 %, proizvodnje za 4 % u godini nakon izbijanja zaraze, i
smanjenje sto¢nog fonda za 3-4 %. Proizvodnja svinjskog mesa u Srbiji ucestvuje sa 57,6 %
ukupne proizvodnje mesa. Prema rezultatima popisa poljoprivrednih gazdinstava, svinje se
uzgajaju na 355000 farmi od kojih je 39,8 % malih domacinstava na kojima se drZi tri do devet
svinja. Zbog primene mera za kontrolu ove bolesti koje podrazumevaju ubijanje zarazenih
svinja i preventivhu depopulaciju u kontaktnim dvoriStima, uzgajivaci dobijaju 100%
nadoknadu Stete. Prosecna vrednost naknade za jednu krmacu/nerasta u 2019. i 2020. godini
bila je oko 350 €, cena dezinfekcije je bila 0,17 €/m?, eutanazije svinje oko 8,5 €, a neskodljivog
uklanjanja u kafileriji oko 0,14 €/kg.

Africku kugu svinja uzrokuje istoimeni virus iz familije Asfarviridae i roda Asfivirus. Virus AKS
je graden od dvolancane DNK koja ¢ini nukleoproteinsko jezgro oko kojeg se nalaze unutrasnji
omotac, ikosaedarni kapsid i spoljasnji lipidni omotac. Virusi AKS se klasifikuju u 24 genotipa
(I-XX1V).



Klinicki znaci bolesti zavise od genotipa, soja i virulentnosti virusa, infektivne doze i nacina
nastanka infekcije kao i karakteristika samog domacina. Opisana su cCetiri toka bolesti:
perakutni, akutni, supakutni i hroni¢ni. Do sada su opisani visoko-virulentni sojevi virusa koje
karakteriSe perakutni ili akutni tok, sa poviSenom telesnom temperaturom (40-42 °C),
letargijom, anoreksijom, dijarejom, pobacajima kod gravidnih krmaca, krvarenjima po koZi i
posledi¢nim uginu¢ima. Supakutni tok izazivaju manje virulentni sojevi koji su detektovani u
Estoniji, Litvaniji i Poljskoj, uglavnom kod divljih svinja, i karakteriSe ga pojava blazih klini¢kih
znakova sa letalitetom izmedu 30 % i 70 %. Hroni¢na forma bolesti je vrlo retka, a karakterise
se multifokalnim nekrozama po kozi, artritisom, pobacajem, hroni¢nim mrsavljenjem,
poremecajima u rastu i respiratornim promenama.

Dijagnostika AKS se vrSi direktno dokazivanjem virusa ili njegovih strukturnih delova
(antigena, genoma) Kklasi¢nim virusoloSkim i molekularnim metodama i indirektno,
dokazivanjem humoralnog imunoloskog odgovora primenom seroloSkih metoda. Izolacija
virusa AKS se vrsi na primarnoj kulturi tkiva kao Sto su leukociti ili makrofagi svinja i pojedinim
kontinuiranim celijskim linijama kao $to su MA-104 ili VERO. . Ipak, molekularna dijagnostika
predstavlja metodologiju izbora jer omogucava precizno i brzo otkrivanje specifi¢nih genskih
sekvenci virusa.

SeroloSke metode imaju ogranicenu upotrebu u dijagnostici, imajuci u vidu brz tok bolesti.
Medutiim, od suStinskog znacaja su za otkrivanje preZivelih jedinki.

Trenutno ne postoji registrovana vakcina u Evropi protiv virusa AKS, te se kontrola Sirenja
bolesti zasniva na primeni dobrih biosigurnostih mera i kontroli prometa Zivotinja i namirnica
animalnog porekla kao i neskodljivim uklanjanjem inficiranih domacih svinja i leSeva divljih
svinja.

Afritka kuga svinja je prvi put otkrivena u Srbiji 28. jula 2019. godine u selu Rabrovac-Sume,
opStina Mladenovac. Na osnovu epizootioloSke analize utvrdeno je da je virus unet
kontaminiranim proizvodima animalnog porekla u kojima je registrovana zaraza. U januaru
2020. godine, AKS je po prvi put dijagnostikovana kod divljih svinja u Srbiji u zajecarskom
okrugu. Do juna 2023. godine prijavljeno je 474 Zarista u populaciji divljih svinja i 436 slucajeva
kod domacih svinja. Najveca ekspanzija bolesti je zabeleZena od pocetka 2023. godine kada je
za 11 meseci prijavljeno 762 Zarista kod domacih svinja i 198 slucaja kod divljih svinja.

Na osnovu podataka Republickog zavoda za statistiku Srbije, broj svinja u Srbiji se od 1.
decembra 2019. godine do 1. decembra 2023. godine smanjio za 19,7 %. Prema popisu
poljoprivrede iz 2023. godine ¢ak 61,7 % od ukupnog broja gazdinstava se bavi stoc¢arstvom.
Ocena biosigurnosnih mera na malim gazdinstvima, sprovedena na osnovu programa aktivnog
nadzora Uprave za veterinu, bila je vrlo niska.

Buduc¢i da su sve osobine virusa zapisane u genomu, molekularna epizootiologija treba da da
odgovore na pitanja odakle je virus AKS unesen u nasu zemlju, kako se menja i evoluira. Ovi
podaci pruzZi¢e dragocene podatke o dinamici i kontroli AKS u regionu, i doprineti razvoju
efikasnijih strategija prevencije i suzbijanja bolesti.



PREGLED LITERATURE

ETIOLOGIJA

O virusu

Grada virusa AKS

Virus AKS poseduje dvolancani linearni DNK (dsDNK) molekul duZine 170-190 kbp, pri cemu
veli¢ina genoma varira u zavisnosti od genotipa i podgenotipa i broja ponovljenih segmenata.
Virus je klasifikovan u porodicu Asfaviridae, rod Asfivirus i jedini je DNK arbovirus (virusi koje
prenose artropode-arthropod born virus, eng.) (Alonso i sar. 2018). Broj otvorenih okvira
Citanja (open reading frames-ORF, eng.) varira od 151 do 167 u zavisnosti od genotipa (Dixon i
sar. 2013). Na krajevima genoma se nalaze terminalne nekodiraju¢e ponovljenje sekvence
(Blome i sar. 2020). Izmedu nekodirajucih krajeva, nalazi se kodiraju¢i deo genoma koji nosi
informacije o sintezi preko 150 strukturnih i nestrukturnih proteina. Primenom elektronske
mikroskopije oko DNK virusa se uocavaju dva jasno odvojena ikosaedarna kapsida sa 1892-
2172 kapsomere, okruZena lipidnim omotacem koji tako ¢ine nukleokapsid virusa (Andrés i
sar. 2020) (Slika 1.). Unutrasnji kapsid €ini grupa poliproteina (pp) 220, pp 62 i p15. Spoljni
kapsid ¢ini 8300 kopija p72 proteina koji determiniSe genotip virusa. Formiranje spoljasSnjeg
kapsida je omoguceno proteinima koji imaju ulogu molekularnih pratilaca, a koje kodira B602L
gen (Liu i sar. 2019). U sastav ulaze i stabilizacioni proteini koji reaguju sa p72 (Blome i sar.
2020). Molekuli p72 se medusobno povezuju formirajudi trimere visine i Sirine od pribliZzno 85
A (Angstrom, jedinica za duzinu, 10-1° m) (Liui sar. 2019). Primenom elektronske mikroskopije,
struktura trimera je dalje razjaSnjena. Bazu p72 trimera formiraju monomerne jedinice u obliku
Zele rolne (eng,. ,jelly roll ili swiss roll fold“) tako da terminalni krajevi proteina ¢ine pseudo-
heksagonalnu bazu p72 trimera. Jednu ,jelly roll-swiss roll fold“ formiraju dve antiparalelne 3-
ploce pri Cemu se svaka [3-ploca sastoji od Cetiri antiparalelna -lanca. Lanci se obelezavaju
slovima latinice od B do L, tako da BIDG formira jednu 3-ploc¢u, a CHEF drugu. Izmedu lanaca se
nalaze insercije formirajuc¢i navoje, pri ¢emu se tri navoja nalaze na N terminalnom kraju (DEx,
FGn, HIN) i jedan navoj na C-terminalnom kraju (DEc). 3-2 lanci navoja DEn, HIn i DEc formiraju
»kapu“ p72 trimera, dok su sa bazom povezani preko 3-1 lanaca istih navoja (Liu i sar. 2019).

SPOLJNI OMOTAC

SPOLJNI KAPSID

UNUTRASNJA
MEMBRANA

NUKLEOID

JEZGRO

UNUTRASN]JI
KAPSID

Slika 1. ADAPTACIJA IZ PUBLIKACIJE: “African swine fever — A review of current knowledge”
Blome i sar. 2020.

Prilikom napustanja Celije domacina, virus stice lipidni omotac (Andrés i sar. 2020). Jedan od
najznacajnijih proteina u lipidnom omotacu je pCDv2 kojeg kodira EP420R gen. To je
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transmembranski protein slican CD2 proteinu domacina. Ta¢na fukcija pCDv2 nije u potpunosti
poznata. CD2 dovodi do vezivanja eritrocita za povrsinu inficiranih makrofaga i pretpostavlja
se da dovodi do vezivanja eritrocita za virione u krvi inficiranih Zivotinja. Jedna od funkcija ovog
virusnog proteina je verovatno i prenoSenje proteina kroz GoldZijev aparat inficirane cCelije
(Petrovanisar. 2020). Analizom nukleotidnih sekvenci virusnog EP420R gena, utvrden je visok
stepen homologije sa genom za T limfocitni adhezioni molekul CD2. Funkcionalan pCDv2 je,
takode, neophodan za replikaciju u Ornithodoros spp. (Rowlands i sar. 2009). Proucavanjem
atenuiranih i slabo virulentnih sojeva, primeceno je da kod njih dolazi do pojave skracenih
proteina (truncated, eng.) koji su nefunkcionalni (Karger i sar. 2019), usled Cega se ispoljavanje
efekta hemadsorpcije povezuje sa virulencijom soja. Takode, kod svinja koje su vakcinisane
sojem kome je deletiran EP420R gen postiZe se niZa viremija nakon veStacke infekcije visoko-
virulentnim sojem (Petrovan i sar. 2022). Sa unutrasnje strane lipidnog omotaca nalazi se p54
protein koji kodira E183L gen. Protein ¢ine 183 aminokiseline, od kojih 50 €ini unutrasnji N
terminalni kraj, a 133 C terminalni ektodomen. U okviru proteina postoje konzervirani i
varijabilni domeni, pri ¢emu je varijabilnost vezana primarno za ponovljene segmente prolina
i alanina (Pro-Ala-Ala-Ala) na C terminalnom kraju proteina. Analiza gena E183L je vrlo
znacajna za Kklasifikaciju podtipova u okviru jednog genotipa (Petrovan i sar. 2020). Najveca
varijabnost u E183L genu je zabeleZena kod genotipova I, V, X, dok je u okviru genotipa II
zabeleZen samo jedan p54 podgenotip. P54 kao i p30 imaju ulogu u vezivanju virusa za
receptore na prijemcivim Celijama. Uz pomo¢ p54 i dineina se odvija transport virusa u
perinuklearnu regiju Celije (Petrovan i sar. 2020).

Jedan od znacajnih nestrukturnih proteina je pB602L koji kodira B602L gen. Uloga pB602L
proteina je vezana za formiranje kapsida virusa. Protein B602L ima ulogu molekularnog
pratioca. Delecijom B602L gena dolazi do formiranja ,zipper-like“ (rajsferslus) formacija
umesto tipicnih ikosaedralnih viriona. Ovakvim aberantnim formacijama nedostaju ili su
smanjeni proteini kapsida (p72) kao i proteini koji se mogu pronaci sa unutradnje strane
lipidnog omotaca (pE120R). Sa smanjenom aktivnoséu pB602L dolazi i do pada broja kopija
p72, verovatno usled nepravilnog savijanja p72 i njegove smanjene stabilnosti (Epifano i sar.
2006).

U ranoj fazi infekcije virusom AKS, 173R gen je najaktivniji. Ovaj gen je odgovoran za sintezu
malog proteina (pI73R) koji u jedru suprimira informacionu RNK i time obustavlja proces
sinteze proteina domacina. Osim toga, ovaj faktor inhibira imunoloSke reakcije domacina i
podstice replikaciju virusa. Zbog toga se smatra da je I73R od sustinskog znacaja za patogenost
virusa AKS (Liu i sar. 2023). Delecija [73R gena predstavlja obecavaju¢u opciju za razvoj
atenuirane vakcine koja pokazuje dobar balans izmedu biosigurnosti i efikasnog imunog
odgovora (Liu i sar. 2023).

Virusni protein [329L kodira istoimeni gen koji je od [73R gena odvojen nekodiraju¢im
intergenskim regionom (IGR) bogatim ponavljaju¢im segmentima. pI329L je transmembranski
protein slicne grade kao i Toll receptori (Reis i sar. 2020). U svom esktracelularnom domenu
poseduje Cetiri leucinom bogata ponovljena segmenta homologna sa Celijskim Toll receptorom
za interleukin 1 (IL-1). Na osnovu 3D analize proteinske strukture, pretpostavlja se da je
antagonista toll receptora za IL-1. Infekcijom primarnih alveolarnih makrofaga autori Reis i sar.
(2020) su detektovali smanjenu koli¢inu produkovanog interferona I (IFN-I) usled nishodne
regulacije receptora. Delecijom ovog gena, nisu zabeleZzene promene u virulenciji visoko-
virulentnih sojeva, osim ukoliko nije izvrSena delecija i drugih gena znacajnih za produkciju
IFN-I (Reis i sar. 2020).
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Genotipizacija virusa AKS

Genotipizacija i klasifikacija virusa u genotipove, podgenotipove, linije i sojeve se vrsi na osnovu
razlika u genomu (Rowlands i sar. 2008; Lange i sar. 2014). Najveci diverzitet virusa je
karakteristican za Afriku gde su do sada detektovana 24 genotipa virusa. Pojava novih
genotipova je usko povezana sa silvaticnim ciklusom i cirkulacijom virusa izmedu krpelja i
Suida (Blome i sar. 2020). Van granica Afrike do sada su detektovani genotipovi I i II (Gallardo
i sar. 2023). Posmatrano u Sirem smislu, dsDNK je stabilnija i manje sklona spontanim
mutacijama od ribonukleinske kisline (RNK) (Dixon i sar. 2020). Kada se posmatraju
individualni geni virusa AKS, stopa mutacija varira, a prosetno iznosi 10-* po nukleotidu
godiSnje Sto odgovara stopi mutacija RNK virusa (Malogolovkin i Kolbasov 2019). Filogenetske
analize sugeriSu da veliki znacaj za genski diverzitet dsDNK virusa imaju genske rekombinacije.
Pronalazak veéeg broja insercija, delecija i tackastih mutacija u genomu AKS, sugeriSe da one
mogu biti rezultat homolognih rekombinacija i retropozicioniranja. Rekombinantna varijabilna
mesta deSifrovana su u genima koji kodiraju transmembranski protein tipa I spoljaSnjeg
omotaca virusa, EP402R (CDvs), strukturni protein E183R (p54), u genima koji izmedu ostalog
dovode do inhibicije stvaranja interferona I MGF (multiple gene family, eng. ), X64R i EP152R
(Malogolovkin i Kolbasov 2019; Faburay 2022). U drugim delovima genoma dominira indel tip
mutacija, kao $to je slucaj kod nestrukturnog fuzionog proteina B602L gena, razni intergenski
regioni (izmedu gena [73Ri1329L, [329L i I215L), zatim tackaste mutacije u delovima genoma
0174L (PolX gen) i K145R (Malogolovkin i Kolbasov 2019; Blome i sar. 2020; Faburay 2022;
Forth i sar. 2023; Gallardo i sar. 2023). Tako su definisani genski markeri odnosno delovi
genoma koji naj¢eSce podlezu promenama i koje je neophodno pratiti za bliZu karakterizaciju
sojeva.

Genotipizacija virusa AKS se vrs$i na osnovu analize p72 proteina virusnog kapsida koga kodira
B646L gena (Bastos i sar. 2003; Boshoffi sar. 2007), ali budu¢i da su genotipovi vrlo homogeni,
dalja diferencijacija na osnovu ovog gena nije moguca. U okviru istraZivanja iz 2009. godine
(Gallardo i sar. 2009) ispitana je moguc¢nost upotrebe E183L i B602L gena za dalje razlikovanje
sojeva unutar jednog genotipa. Ustanovljeno je da je na osnovu analize E183L gena moguce
razlikovanje podgenotipova unutar genotipova I, V, X i XX. Medutim, pojedini genotpovi su
izrazito homogeni, kao $to je genotip II, usled Cega dalja diferencijacija nije moguéa na ovaj
nacin. Ipak, analizom B602L gena unutar genotipa II, moguce je razlikovanje dva podgenotipa:
CVR 1 kojeg karakteriSe deset ponovljenih aminokiselinskih nizova (BNDBNDBNAA) i CVR 2
kojeg karakteriSe delecija kodona koji kodiraju aminokiselinski niz CASMCADTNVDT (Vilem i
sar. 2020). Dodatna diferencijacija je moguca analizom polimorfizma jednog nukleotida unutar
CVR podgenotipa (Gallardo i sar. 2023). Promene na nivou jednog nukleotida unutar B602L
gena su zabeleZene u Estoniji, Litvaniji, Poljskoj, Rusiji i Kini (Gallardo i sar. 2023) i
omogucavaju diferencijaciju sojeva unutar genotipa Il podgenotipa CVR 1. Analiza evropskih
sojeva virusa AKS genotipa Il vrSena je i praéenjem promena na nivou intergenskih regiona
(IGR) izmedu gena I73R11329L (Gallardo i sar. 2014). Najveci deo IGR predstavljaju ponovljene
nekodirajuce sekvence koje se karakteriSu ve¢com stopom mutacije. Analizom ,TATATAGGAA"
ponovljenih segmenata moguce je razlikovati Cetiri IGR podgenotipa (IGR I-1V) od kojih su svi
detektovani u Evropi. Najzastupljeniji podgenotip je IGR II koji je prvi put detektovan kod
sojeva iz Rusije iz 2012. godine, zamenivsi do tada najzastupljeniji gruzijski 2007/1 soj.
[stovremena cirkulacija sva Cetiri podgenotipa je do sada detektovana samo u Poljskoj. Pored
toga, jedino je u Poljskoj u blizini granice sa Rusijom (Kaliningradska oblast) detektovan
podgenotip IV (Mazur-Panasiukisar. 2020). Podgenotipovi I i Il su zabeleZeni u Poljskoj, Rusiji,
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Kini, Vijetnamu i Juznoj Koreji uglavnhom kao izolovani slucajevi (Gallardo i sar. 2023).
Sekvenciranjem celog genoma poljskih izolata, Mazur-Panasiuk i sar. (2019) su detektovali pet
varijanti virusa unutar gena MGF: MGF 110-7 L, MGF 505-5R, K145R, [267L i DP60R koji su
jedinstveni za njihove izolate i pruZaju dokaze o konstantnoj evolucija virusa. Autori Mazloum
i sar. (2021) su komparativnom analizom celih genoma ruskih izolata virusa AKS ustanovili
geografske karakteristike izolata i time pruZili uvid u mogucu evoluciju virusa. Autori J. H. Forth
i sar. (2023) su sekvenciranjem celog genoma utvrdili postojanje mutacije u genu 0174L koji
kodira sintezu polimeraze X usled Cega je zabeleZen veci broj varijanti virusa u Nemackoj u toku
2020. godine. Na osnovu sekvenciranja celog genoma J. H. Forth i sar. (2023) su po prvi put
pokazali da je moguce praéenje lokalnih varijanti virusa. Sekvenciranjem celog genoma dobijaju
se informacije o reorganizaciji razli¢itih delova genoma virusa, insercijama i delecijama.

U genomskoj analizi mekih krpelja (Ornithodoros spp.) otkriveni su fragmenti gena virusa AKS
locirani u blizini visoko-mobilnih genskih segmenata. Kroz pracenje mobilnih genskih
segmenata i njihovih hipervarijabilnih regija, identifikovani su integrisani genski elementi koji
pokazuju slicnost sa segmentima gena virusa AKS (Forth i sar. 2020). Analizom molekularnog
sata na osnovu AKS-slicnog EP1242L gena pronadenog kod O. porcinus i O. moubata
pretpostavlja se da se integracija dogodila najdalje pre 4,29 miliona godina (Forth i sar. 2020).
Identifikovano je 46 gena homologih virusu AKS u genomu krpelja, uglavhom vezanih za
replikaciju i transkripciju. Na osnovu komparativne analize genoma O. moubata i virusa AKS,
naucnici su dosli do zakljucka da se skoro 10 % genoma virusa AKS podudara sa genomom
vektora (Forth i sar. 2020).

Otpornost

Virus AKS je izuzetno otporan u spoljasnjoj sredini. Virus preZivljava vise od tri dana u
kontaminiranim prostorima i do nekoliko nedelja u svinjskom izmetu. Na sobnoj temperaturi,
virus opstaje u serumu i krvi do 18 meseci. U zamrznutom ili sirovom mesu, virus opstaje i do
1000 dana (Sanchez-Vizcaino i sar., 2019). Nakon obrade, npr. u parmskoj prsuti, virus AKS
opstaje do 300 dana, dok su Spanskim svinjskim proizvodima opstaje do 140. dana. Nije bilo
detekcije Zivog AKS-a u termicki obradenim proizvodima zagrejanim na 70 °C (Sanchez-
Vizcaino i sar., 2019).

Virus AKS pokazuje znacajnu izdrZljivost na niskim temperaturama. Medutim, virus je osetljiv
pri ekstremnim pH vrednostima, narocito ispod 3,9 ili iznad 11,5, bez prisustva seruma.
Zapazeno je da serum pruza odredenu zaStitu virusu, omogucavajué¢i mu da ostane aktivan do
21 dan pri pH vrednosti od 13,4. Za efektivno uniStavanje virusa africke kuge svinja u mesu,
potrebno je meso obraditi na temperaturi od 70 °C u trajanju od minimalno 30 minuta.
[strazivanja su dodatno pokazala da 30 minuta tretiranja na 60 °C adekvatno inaktivira virus u
serumu i ostalim telesnim te¢nostima. Detaljni podaci o vremenskim okvirima preZivljavanja
virusa AKS u raznim uslovima dostupni su u tabelama 1i 2 (Ministarstvo poljoprivrede 2018).

Za dezinfekciju prostora i povrsina, moguce je koristiti razli¢ita sredstva. Na primer, 0,8 %
rastvor natrijum-hidroksida (NaOH) delotvoran je tokom 30 minuta, kao i 0,3 % rastvor
formalina za isto vreme. Takode, efikasan je i 3 % rastvor orto-fenilfenola. Sredstva koja sadrze
hipohlorit, poput 2,3 % rastvora hlorina, pokazala su se uspeSnim u periodu od 30 minuta. Za
CiS¢enje neporoznih povrsSina preporucuje se upotreba natrijum-hipohlorita (ili varikine), 1 %
rastvora limunske Kkiseline, jodnih preparata i kvaternarnih amonijumovih jedinjena. Rastvor
od 2 % limunske kiseline ili 2000 ppm natrijum hipohlorita efikasni su za dezinfekciju drvenih
povrsina. Efikasna dezinfekcija osoke se moZe postici koriS¢enjem 1 % NaOH ili Ca(OH)z na 4
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°C u trajanju od jednog minuta, ili 0,5 % NaOH ili Ca(OH)2 tokom 30 minuta. Tretman od jednog
sata s 1 % rastvorom orto-fenilfenola je uspesan u eliminisanju virusa AKS (Ministarstvo

poljoprivrede 2018).

Tabela 1. PreZivljavanje virusa AKS u raznim uslovima sredine

PreZivljavanje virusa AKS u raznim uslovima

Medijum bez seruma na 50 °C
Medijum bez seruma na 56 °C
Medijum bez seruma na 60 °C
Krvna 4 °C

Krv na drvenim povrsSinama
Feces na 18 - 25 °C, u mraku
Urinna 37 °C

Urin na 4 °C

Krv

Kontaminirani -objekti

Osoka na 65 2C

Zaledeni leSevi

3 sata

70 minuta
20 minuta
18 meseci
70 dana
11 dana

3 dana

15 dana
15 sedmica
1 mesec

1 mesec
Nekoliko

Tabela 2: Vreme preZivljavanja virusa AKS u raznim proizvodima od mesa

Prezivljavanje virusa AKS u raznim proizvodima od mesa (u

danima)

Meso sa/bez kostiju i mleveno meso
Usoljeno meso sa/bez kostiju
Kuvano meso 30 min na 70 °C

Konzerve

Suvo meso sa/bez kostiju
Dimljeno otktoSteno meso
Smrznuto meso

Ohladeno meso

Iberijska prSuta

Parmska prsuta

[znutrice

KoZa/mast

105
182
0

0
300
30
1000
110
140
183
105

300




EPIZOOTIOLOGIJA

Geografska rasprostranjenost

Istorijski podaci

Montgomeri je 1921. godine prvi otkrio AKS opisujudi slucajeve iz 1910. godine u britanskom
protektoratu istocne Afrike (danasnja Kenija). Bolest se ispoljila kod domacih, uvezenih rasa
svinja u vidu cijanoze uSiju, odbijanja uzimanja hrane, teSkog hodanja, visoke temperature i
uginuca 48 casova od pojave prvih klini¢kih znakova (Eustace Montgomery 1921). Opisane su
slicne promene i kod autohtonih rasa svinja, ali u znacajno blazoj formi. Tada se smatralo da su
domorodacke domace svinje bile izvor infekcije za evropske rase svinja (Penrith i sar. 2013).

Nakon prvog Montgomerijevog opisa, novootkrivena bolest je povezivana sa poznatim
uzrocnikom crvenog vetra (Erysipelothrix rhusiopathiae). Uprkos ranom opisu, tek je 1943.
godine dokazano da je uzro¢nik AKS virus (Penrithisar., 2013). Medutim, interesovanje naucne
zajednice za virus AKS pocinje krajem 50-tih godina proslog veka, nakon pojave bolesti na
Pirinejskom poluostrvu (Penrith i sar., 2013).

Sirenje AKS u Africi tokom dvadesetog veka

Tokom 50-ih godina proslog veka, zabeleZena je pojava novih slu¢ajeva AKS u zemljama
zapadne Afrike. Bolest se kontinuirano Sirila prema zapadu i u relativno kratkom vremenskom
periodu, AKS je bila prijavljena u vecini zemalja supsaharske Afrike (Penrith i sar., 2013).
Tokom 60-ih godina, pojava AKS zabeleZena je u Malaviju i Mozambiku. Do sredine 70-ih
godina, virus AKS-a je bio identifikovan i prijavljen u veéini zemalja istoCne i juZne Afrike, prema
studiji koju su sproveli Penrith i saradnici (2013). lako prva zvani¢no registrovana pojava
virusa u isto¢noj Africi datira iz 1978. godine u Senegalu, postoji indicija da je virus i ranije
cirkulisao u populaciji svinja. Ova pretpostavka je podrzana izolacijom virusa AKS iz uzoraka
koji su prikupljeni 1959. godine u Senegalu (Bastos i sar. 2003). Nakon toga, pojava AKS bila je
zabeleZena u Kamerunu tokom 1982. i 1985. godine. U toku 90-ih, bolest je dijagnostikovana u
nizu zemalja supsaharske Afrike. Obala Slonovace je prijavila sluc¢ajeve 1996. godine, dok su
Benin, Nigerija, Burkina Faso, Gana, Senegal, Gambija, Madagaskar i Zelenortska ostrva beleZili
prisustvo bolesti u periodu od 1997. do 2003. godine. Po poslednjem izvestaju Svetske
organizacije za zdravlje Zivotinja (World Organisation for Animal Health - WOAH) u momentu
pisanja ove disertacije, AKS je prijavljena u isto¢noj Africi u Nigeriji, Obali Slonovace, Kongu,
zatim u zapadnoj Africi u Mozambiku, Tanzaniji, Keniji, Malaviju, Zambiji i na jugu u
JuZnoafric¢koj Republici, Namibiji i Bocvani (World Organisation for Animal Health 2023).

Sirenje AKS u Evropi tokom dvadesetog veka

Prva pojava AKS van africkog kontinenta je zabeleZena u Portugaliji 1957. godine.
Epizootioloska ispitivanja su pokazala da je bolest najverovatnije unesena u zemlju ostacima
hrane iz aviona u blizini aerodroma u Lisabonu (Costard i sar. 2009). Ubrzo nakon suzbijanja
ovog ZariSa doslo je do druge pojave AKS 1960. godine i Sirenja bolesti po celom Pirinejskom
poluostrvu (Penrith i sar. 2013; Mufioz-Pérez i sar. 2022). Posle 35 godina eradikacija bolesti
je uspesno zavrSena 1995. godine (Mufioz-Pérez i sar., 2022). Otkriveno je da se bolest ne
prenosi direktno sa obolele na zdravu Zivotinju, ve¢ da je za prenos potreban posrednik,
odnosno vektor (Sanchez 1963). Prvi vektor je otkriven u Spaniji prou¢avanjem krpelja vrste
Ornitodoros erraticus (Sanchez, 1963). Istrazivanjem stanista gde divlje svinje borave u
Nacionalnom parku Serengeti u Tanzaniji, pronadeni su krpelji vrste 0. moubata i prepoznati
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su kao glavni vektori i rezervoari virusa u prirodi na teritoriji Afrike (Plowrighti sar. 1969). Ovi
nalazi potvrdeni su deset godina kasnije u Malaviju gde je otkrivena infekcija svinja virusom
AKS iako nije bilo prethodnog kontakta sa divljim svinjama, a pronaden je i veliki broj krpelja
vrste 0. moubata (Haresnape i Mamu 1986; Haresnape i sar. 1988). Francuska prijavljuje AKS
1964, 1967.11977. godine, Italija 1967.11980. godine, Malta 1978. godine, Belgija 1985. godine
i Holandija 1986. godine (Plowright i sar. 1994). Pretpostavlja se da je usled izbijanja zaraze u
Portugaliji skoro 20000 svinja uginulo ili eutanazirano (Zhang i sar. 2023b). Svi slucajevi AKS
genotipa [ su eradikovani u Evropi, osim na Sardiniji, gde se do danas virus odrZao u populaciji
divljih svinja (Danzetta i sar. 2020).

Genotip II - trenutna panzootija pocevsi od 2007. godine do sada
Trenutna panzootija AKS je pocela 2007. godine kada je bolest potvrdena u Gruziji (Rowlands i

iz Mozambika i Madagaskara (Rowlands i sar., 2008), unet preko kontaminiranih pomija preko
luke Poti na obali Crnog Mora (Gogin i sar. 2013; Lange i sar. 2014). Kasnije, iste godine, virus
je detektovan u JuZnoj Osetiji, Jermeniji i AzerbejdZanu. Uginule divlje svinje su pronadene
krajem godine na Kavkazu na jugu Rusije (Goginisar. 2013; Koeltz i sar. 2018). Pocetkom 2008.
godine zabeleZeni su i prvi slucajevi infekcije domacih svinja virusom AKS u Rusiji. Tokom
naredne Cetiri godine, virus je cirkulisao u populaciji divljih i domacih svinja na prostorima
jugozapadne Rusije, sve do 2012. godine kada je zabeleZen prvi sluc¢aj AKS u Ukrajini (Cwynar
i sar. 2019). Prvi slucaj je zabeleZen na malom gazdinstvu kod domacih svinja, dok je drugi
slucaj zabeleZen kod divljih svinja, svega godinu dana kasnije (Sdnchez-Vizcaino i sar. 2015;
Cwynar i sar. 2019). Sredinom 2013. godine prvi slucajevi AKS su zabeleZeni u Belorusiji, a
pocetkom 2014. godine i u Litvaniji (Sanchez-Vizcaino i sar. 2015; Cwynar i sar. 2019). Nekoliko
meseci kasnije, AKS je zabeleZena i u drugim Balti¢kim drZavama (Letoniji i Estoniji) i Poljskoj
(Gallardo i sar. 2014; Wozniakowski i sar. 2021). Nakon tri godine relativne stabilizacije, novi
talas $irenja bolesti je zabelezen 2017. godine sa prvim slu¢ajevima AKS u Rumuniji i Ce$koj
Republici, zatim 2018. godine u Madarskoj, Bugarskoj, Moldaviji i Belgiji (Cwynar i sar. 2019;
Gallardo i sar. 2023). Ce$ka Republika i Belgija su jedine drzave u Evropi koje su uspele uspe$no
da eradikuju AKS kod divljih svinja. Medutim, krajem 2022. godine zabeleZen je novi slucaj AKS
kod divlje svinje u Ceskoj Republici (WOAH 2022). Prvi sluc¢aj AKS u Srbiji je registrovan 20109.
godine (Milicevi¢ i sar. 2019). Naredne godine, prisustvo virusa je prvi put potvrdeno na
jednom malom gazdinstvu u Grc¢koj (Brellou i sar. 2021). Brzom reakcijom nadleZnih vlasti,
ZariSte je ugaSeno i u Grc¢koj nije zabeleZen ni jedan slu¢aj AKS kod divljih svinja sve do 20.
januara 2023. godine. Prvi slucaj genotipa II virusa AKS je zabeleZen u kontinentalnom delu
Italije 2022. godine (Iscaro i sar. 2022). Prvi slucajevi virusa AKS su 2023. godine zabeleZeni u
Hrvatskoj i Bosni i Hercegovini, a po¢etkom 2024. godine i kod divljih svinja u Crnoj Gori
(European Commission: Animal Disease Information System 2024).

Prijemcive vrste

Prijemcive vrste u Africi za virus ASK su divlje africke svinje (bradavicasta svinja Phacochoerus
africanus, pustinjska bradaviCasta svinja Phacochoerus aethiopicus i recna svinja
Potamochoerus larvatus) i domace svinje, dok su to u Evroaziji divlja svinja (Sus scrofa) i domaca
svinja (Sus scrofa domesticus), ali se smatra se da je pravi domacin virusa krpelj (Pautienius i
sar. 2018).



Prenosenje virusa

U epizootioloskom kontekstu razlikuju se Cetiri nacina cirkulacije virusa i to:

1. Silvati¢ni ciklus koji podrazumeva prenoSenje virusa sa inficiranih krpelja na africke
divlje svinje.

2. Cirkulacija virusa u populaciji domacih svinja bez prisustva kompetentnih vektora.

3. Cirkulacija virusa izmedu divljih i domacih svinja.

4. Cirkulacija virusa kod divljih svinja.

Silvatic¢ni ciklus

Krpeljiiz roda Ornithodoros spp. su prvi put okarakterisani kao vektori virusa AKS 1969. godine
od strane istrazivaca Plowright i sar. kada su pronadeni u brlogu obolelih divljih svinja.
Najznacajniji predstavnik ovog roda je O. moubata s.1. koji se pronalazi u isto¢noj i juznoj Africi.
Postoji vec¢i broj 0. moubata vrsta koji se svi nazivaju jednim imenom 0. moubata complex. Ovi
krpelji se fenotipski ne mogu razlikovati. Provode manje od sat vremena hrane¢i se i ve¢inu
Zivota provode na domacinu ili u skrovistu domacina (Jori i sar. 2023). Virus se kod krpelja
prenosi transstadijalnim, transovarijalnim i seksualnim putem tj. virus se moZe odrzati u
populaciji krpelja bez prisustva pravog domacina, vrsta roda Suidae (Jori i sar., 2023). Primarna
infekcija krpelja nastaje hranjenjem na viremi¢nom pravom domacinu, ili vertikalnim putem.
Kod inficiranih krpelja je zabeleZen period eklipse koji u proseku iznosi 7-14 dana. Autori
Kleiboeker i sar. (1998) opisuju vrlo nisku infektivnu dozu virusa 0,9-4 logio HADso za krpelje
0. porcinus porcinus. U istoj studiji, autori opisuju znacajan rast titra virusa u krpeljima koji
nakon 7-14 dana iznosi 6 logio HADso/mg teZine krpelja. Visoki titar koji se odrZava godinu
dana, omogucava infekciju svinja ¢ak i do 469 dana nakon infekcije krpelja (Kleiboeker i sar.
1998; Kleiboekeri Scoles 2001). Autori Boinasisar. (2011) su uspesno inficirali svinje vrstama
krpelja O. erraticus 380 dana posle infekcije krpelja. Takode, autori Boinasisar. (2011) sugeriSu
da O. erraticus moZe predstavljati dugotrajan izvor infekcije, s obzirom na to da velike nimfe i
adulti mogu prezZiveti bez obroka pet godina, a da Zivotni vek mekih krpelja moZe da iznosi 15-
20 godina (Boinasisar. 2011).

Ultrastrukturnim analizama razlic¢itih tkiva eksperimentalno inficiranih krpelja Chiredzi/83/1
sojem virusa AKS, autori Kleiboeker i sar. (1998) su pokazali da se primarna replikacija virusa
odvija u fagocitima srednjeg creva krpelja, a da do generalizacije dolazi ve¢ 15 dana po infekciji.
Nakon primarne replikacije, virus prodire kroz bazalnu laminu srednjeg creva u hemocel i Siri
se po organizmu. Sekundarna replikacija se odvija u hemoceluy, pljuva¢nim Zlezdama, koksalnim
zlezdama, vezivnom i reproduktivnom tkivu (Kleiboeker i sar., 1998; Kleiboeker & Scoles,
2001). Prisustvo virusa je dokazano u svim inficiranim tkivima krpelja. Replikacija virusa zavisi
od prijemcivosti Celija srednjeg creva na soj virusa AKS, zbog Cega se neki sojevi virusa AKS ne
replikuju u krpeljima. Autori Kleiboeker i sar. (1998) su izvrSili eksperimentalnu infekciju O.
porcinus sojem Malawi Lil20/1 AKS i pokazali, da se pomenuti soj ne umnoZava u Celijama
srednjeg creva niti je moguca njegova transmisija izmedu krpelja, a ni izmedu krpelja i svinja.
Kod odraslih krpelja i inficiranih nimfi nije uocen porast mortaliteta, uprkos dugotrajnoj
replikaciji virusa u Celijama srednjeg creva krpelja (Kleiboeker & Scoles, 2001). Virus se sa
krpelja na svinje prenosi preko salivarnih i koksalnih Zlezda krpelja. Pretpostavlja se da krpelji
imaju mali znacaj u prenoSenju virusa na domace svinje u Africi, ve¢ da je za njih primarni izvor
infekcije divlja svinja. Replikacija virusa kod odraslih kategorija Phacochoerus africanus i
Potamochoerus larvatus ne moZe se ustanoviti, za razliku od mladih kategorija koje se inficiraju
jo$ dok su u brlozima i kod kojih se razvijaju visi titri virusa u krvi (Kleiboeker & Scoles, 2001).
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Kompetentni Ornithodoros spp. vektori su pronadeni i van Afrike. Na tlu Evrope, O. erraticusi O.
verrucosus se smatraju potencijalnim kompetentnim vektorima. Ornithodoros erraticus je
rasprostranjen na prostoru Pirinejskog poluostrva. Kao i ve¢ina Ornithodoros spp. krpelja,
karakteriSe ga vrlo ograniceno staniSte. Prvi opis O. erraticus kao kompetentnog vektora za
virus AKS je dao Sanchez (1963), dok je kasnijim istraZivanjima dokazana mogucnost
seksualnog i transstadijalnog prenosSenja virusa, s tim da transovarijalna transmisija nije
dokazana (Boinas i sar. 2014). Ornithodoros verrucosus je takode proucavan kao kompetentan
vektor za AKS. Ovaj krpelj nastanjuje isto¢nu Evropu (Ukrajina, Kavkaz). Autori de Oliveira i
sar. (2019) su u studiji iz 2019. godine konstatovali izostanak replikacije evropskih sojeva
virusa AKS u krpeljima O. erraticus i O. verrucosus i smatraju da je njihov znac¢aj za transmisiju
evropskih sojeva virusa nizak. Dalja istraZivanja sa drugim sojevima virusa su neophodna radi
procene potpune kompetentnosti vektora. U severnoj Americi su takode detektovani
potencijalni vektori i to: O. coriaceus, O. turicata i O. puertoricensis (Golnar i sar. 2019).

Cirkulacija virusa u populaciji domacih svinja bez prisustva kompetentnih
vektora

Infekcija domacih svinja nastaje direktnim kontaktom sa drugim inficiranim svinjama ili
indirektnim putem preko kontaminirane hrane, mehanickih vektora, kontaminirane opreme i
ljudi. Vecina sojeva virusa izaziva akutnu hemoragijsku groznicu i 100 % letalitet 8-12 dana
nakon infekcije (Costard i sar. 2009). Kod domacih svinja opisan slucaj infekcije
srednjevirulentnim sojem genotipa II virusa AKS u Kini 2020. godine (Sun et al. 2021 a, b).
Trideset dana nakon inicijalne infekcije, svinje mogu prenositi virus putem direktnog kontakta.
Virus opstaje u tkivima inficiranih svinja mesecima, te neadekvatno zbrinuti leSevi uginulih
domacih i divljih svinja mogu predstavljati dugotrajan izvor infekcije. Jedan od najznacajnijih
izvora infekcije za domace svinje predstavljaju i mesne preradevine i svinjsko meso kada se
nadu u pomijama. Hranjenje svinja pomijama je jedan od najznacajnijih izvora infekcije u ve¢ini
zemalja Afrike, Azije i nekim delovima Evrope (Costard i sar. 2009).

Epizootska pojava AKS u populaciji domacih svinja bez prisustva kompetentnih vektora i divljih
svinja je opisana u drZzavama zapadne Afrike. Na ovim prostorima, prva epizootija je trajala
1957-1980. godine u istom periodu kada se AKS prvi put pojavilaiu Evropi, a druga 1996-2003
godine (Penrith i sar. 2019). Pretpostavlja se da je tada doslo do infekcije najveceg broja svinja
i da se uzrocnik odrzavao u populaciji domacih svinja, uz brojne antropogene aktivnosti koje su
doprinosile Sirenju virusa (Penrith i sar. 2019).

Cirkulacija virusa izmedu divljih i domacih svinja
Virus moZe nezavisno da se odrZava u populacijama divljih i domacih svinja. Medutim,
dvosmerno prenoSenje virusa izmedu ove dve populacije predstavlja klju¢an faktor u Sirenju
razlicitih sojeva (Pepin i sar. 2023). Jedan od znacajnih faktora za unosenje virusa u populacije
divljih svinja koje do tada nisu bile zaraZene je nepropisno odlaganje leSeva uginulih domacih
svinja. U situacijama gde su biosigurnosne mere loSe i gde postoji moguénost medusobnog
kontakta, postoji rizik od prenosSenja virusa sa divljih na domace svinje. Osim direktnog
kontakta, Sirenje virusa se moze vrSiti i posrednim putem, poput hranjenja domacih svinja
pomijama, hranjenja svinja kontaminiranom hranom kao S$to je detelina i zelena trava, zatim
koriS¢enjem proizvoda dobijenih od odstreljenih divljih svinja ili preko kontakta sa lovcima.
Znacaj antropogenih faktora u prenoSenju virusa izmedu populacije domacih i divljih svinja ne
treba zanemariti (Guinat i sar. 2016). To obuhvata neodgovarajuce postupanje sa stajnjakom,
nepropisno bacanje proizvoda poreklom od svinja u prirodu, neadekvatan transport leSeva
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uginulih ili eutanaziranih svinja, kao i nepravilno odlaganje leSeva, ukljucujuci i bacanje leSeva
u prirodu. Opisani su slucajevi infekcije srednje virulentnim i nisko-virulentnim sojevima koji
dovode do hronicnih infekcija divljih svinja (Pershin i sar. 2019; Gallardo i sar. 2021)

Cirkulacija virusa kod divljih svinja

Odrzavanje virusa u populaciji evropskih divljih svinja (Sus scrofa) se uglavnom povezuje sa
kontaminiranim stanistem. Virus se na divlje svinje moZe prenositi i Siriti direktnim kontaktom
ili strvinarenjem na leSevima uginulih divljih svinja. Drugi leSinari mogu raznositi delove
uginulih jedinki i na taj nacin Siriti zarazu (Probst i sar. 2017). OdrZavanju virusa doprinosi
covek prihranjivanjem divljih svinja kao i namernim ukrstanjem domacih i divljih svinja u cilju
dobijanja F1 generacije meleza Cije meso predstavlja specijalitet u nekim krajevima. Visoka
vlaga i niske temperature omogucavaju dugotrajno odrzavanje virusa u okolini. Za razliku od
klasi¢cne kuge svinja (KKS), gde je odrzavanje virusa u populaciji divljih svinja povezano
primarno sa njihovom gustinom, kod AKS to nije slu¢aj. Naime KKS je u populacijama sa velikom
gustinom svinja samoogranicavaju¢eg karaktera usled male infektivne doze, visoke
virulentnosti, kratkog inkubacionog perioda i kratkog toka bolesti (Moennig 2015). Slicne
pretpostavke su postojale i u slucajevima pojave AKS, ali zbog visoke oralne infektivne doze,
visoke otpornosti virusa kao i pojave srednje virulentnih sojeva do samoograni¢avanja nije
doslo ¢ak ni u populacijama koje se karakteriSu niskom gustinom divljih svinja (Chenais i sar.
2018, 2019).

PATOGENEZA

AKS je prirodno vektorska bolest africkih svinja kod kojih infekcija nastaje ubodom zaraZenog
krpelja. U odsustvu Krpelja, infekcija najceS¢e nastaje oro-nazalnim putem S$to objasSnjava
visoku infektivnu dozu neophodnu za nastanak infekcije. Primarna replikacija virusa se odvija
u tonzilama i regionalnim limfnim ¢vorovima odakle se virus Siri putem limfnih i krvnih sudova
do sekundarnih organa. Viremija traje 4-8 dana, a moZe da traje nedeljama i mesecima usled
nedostatka efikasnih neutralizacionih antitela (Sanchez-Vizcaino i sar. 2019).

Virus ima najvedi afinitet prema ¢elijama monocitno-makrofagnog sistema. Uprkos Cinjenici da
se radi o DNK virusu, replikacija se odvija u citoplazmi inficirane celije, a ne u jedru. U
inficiranim makrofagima mogu se uociti intracitoplazmatske inkluzije (jukstanuklearne). Smrt
inficirane Celije nastaje usled nekroze ili apoptoze. Do kog vida cCelijske smrti ¢e doc¢i zavisi od
virusnih gena. Virus AKS poseduje gene koji mogu vrsiti aktivaciju ili inhibiciju gena za
programiranu Celijsku smrt. Usled replikacije, virus dovodi do ushodne regulacije Celijskih gena
odgovorih za produkciju citokina kao Sto su IL-1, TNF-« i IL-6 time indukuje oluju citokina i
posledi¢no masovnu apoptozu limfocita (Salguero 2020).

Virus se umnozava u celijama pluénih intravaskularnih makrofaga, dovode¢i do njihove
nekroze i sekrecije velikog broja citokina (IL-1, TNF-a) usled Cega dolazi po povecane
propustljivosti endotela i stvaranja edema (Salguero 2020).

12



KLINICKI SIMPTOMI

Klini¢ki znaci i patomorfoloSke promene

Klinicki znaci kod AKS mogu varirati u zavisnosti od virulencije virusa, infektivne doze, ulaznih
vrata i karakteristika domacina. U skladu s tim, tok bolesti moZe moze biti perakutan do
hronican.

Inkubacija traje od cetiri do devetnaest dana. U eksperimentalnim uslovima, u zavisnosti od
doze i nacina inokulacije virusa, inkubacija traje svega dva do pet dana (Sanchez-Vizcaino i sar.
2019).

Perakutni tok bolesti

Perakutni tok bolesti AKS je karakteristican za infekcije nastale visoko-virulentnim sojevima.
Klini¢ki znaci nastaju naglo i obuhvataju visoku telesnu temperaturu (42 °C), anoreksiju i
letargiju. Uginuc¢a nastaju u roku od par dana. Letalitet dostiZe 100 %. Usled brzog toka bolesti,
patomorfoloske promene Cesto nisu evidentne.

Akutni tok bolesti

Akutni tok bolesti je najces¢i i karakteristican je za infekcije uzrokovane srednje do visoko-
virulentnim sojevima virusa AKS. Klini¢ki znaci ukljuc¢uju visoku telesnu temperaturu (40-42
°C), letargiju, anoreksiju, cijanoti¢ne promene oko uSne $koljke, njuske, abdomena, udova, repa
i perianalne regije. Promene po koZi se karakteriSu pojavom petehija i ekhimoza. Visoko-
virulentni sojevi Cesto izazivaju promene na respiratornom sistemu, sa pojavom pulmonalnog
edema. Moguca je pojava nosnog iscetka, epistakse, melene, dijareje i povracanja. Kod gravidnih
krmaca Cesti su pobacaji. Patomorfoloske promene kod akutnog toga se karakteriSu brojnim
hemoragi¢nom infarktima sa splenomegalijom. Slezina je uvecana, tamne boje, mrviCaste
konzistencije. Takode, u velikom broju slucajeva su zabeleZene hemoragi¢ne promene po
limfnim ¢vorovima (multifokalni hemoragi¢ni limfadenitis). Limfni ¢vorovi su izrazito
hemoragicni sa slabo vidljivom strukturom. Promenama su najces¢e zahvaceni gastrohepaticni,
renalni, ileocekalni i mezenteri¢ni limfni ¢vorovi. Petehije se mogu zapaziti po kori bubrega,
krvarenja po mukozi i serozi unutrasnjih organa, tankom crevu, epikardu srca i mokracnoj
besici (Salguero 2020).

Hronicni tok bolesti

Hronican tok bolesti je veoma redak, javlja se kod infekcija niskovirulentnim sojevima. Hroni¢ni
tok bolesti je opisan na Pirinejskom poluostrvu i Dominikanskoj Republici tokom Sezdesetih
godina proslog veka. Klinicki znaci se karakteriSu multifokalnim nekrozama po kozi, artritisom
i hronitnim mrsSavljenjem, respiratornim znacima i pobacajima (Salguero, 2020). Srednje
virulentni sojevi virusa genotipa II AKS koji su otkriveni u toku trenutne epizootije nisu doveli
do ispoljavanja hroni¢nog toka bolesti (Salguero, 2020).

DIJAGNOSTIKA

Dijagnostika
Dijagnostika AKS se zasniva na pojavi klinickih znakova i laboratorijskoj potvrdi dijagnoze.

U laboratoriji, infekcija virusom AKS se moZe potvrditi direktno, izolacijom virusa ili njegovih
strukturnih delova, ili indirektno dokazivanjem humoralnog imunoloskog odgovora.
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Izolacija virusa

Za izolaciju virusa se mogu koristiti primarne kulture tkiva i kontinuirane Celijske linije. Veliki
problem predstavlja nemoguénost izolacije terenskih sojeva virusa AKS na kontinuiranim
¢elijskim linijama. Inicijalna izolacija virusa je izvrSena na primarnoj kulturi tkiva poreklom od
leukocita svinja jo$ 1960. godine, a dalji napredak i razlikovanje AKS od klasi¢ne kuge svinja je
omoguceno otkri¢em efekta hemadsorpcije (Malmquist i Hay 1960).

Buduci da su monociti i makrofagi ciljne Celije za replikaciju virusa ¢elijske linije poreklom od
ovih cCelija se koriste za izolaciju virusa. Za izolaciju se mogu koristiti monociti iz razlicitih
organa sa razli¢itim tehnickim modifikacijama u zavisnosti od moguénosti dobijanja Sto Cistije
kulture. Osteljivost ovih Celija takode zavisi od maturacije i stepena diferencijacije.

NajcCesce koriScene primarne kulture tkiva poreklom od svinja:

1.

2.

Monociti poreklom iz krvi svinja

Divlji sojevi virusa AKS uspesno se replikuju u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi
Sto se indirektno dokazuje testom hemadsorpcije (Meloni i sar. 2022). Sojevi virusa koji
nemaju sposobnost hemadsorpcije se dokazuju indirektno, na primer
imunofluorescentnim testovima. Rad sa primarnim celijskim kulturama pored brojnih
prednosti, ima i nedostatke kao $to su vreme trajanja ogleda i eticka neprihvatljivost (de
Leonisar. 2013).

Alveolarni makrofagi svinja

Alternativni izvor makrofaga za izolaciju virusa AKS su alveolarni makrofagi dobijeni
lavaZom pluca svinja. Tehnika koriS¢ena za dobijanje alveoalrnih makrofaga je inicijalno
opisana na kuni¢ima, a kasnije modifikovana za svinje. Najvece prednosti ove celijske
kulture su visoka prijemcivost za divlje sojeve virusa, zatim mogucnost proizvodnje
velikih serija Celija Cime se obezbeduju isti uslovi i ponovljivost eksperimenta (Meloni i
sar. 2022). Glavni nedostaci su veliki tehnicki zahtevi, ugroZavanje dobrobiti Zivotinja i
varijacije u fenotipu dobijenih makrofaga u zavisnosti od Zivotinje od koje se dobijaju.

Monociti poreklom iz kosStane srZi svinja

Monociti poreklom iz koStane srzi se, takode, mogu korisiti za izolaciju virusa AKS. U
zavisnosti od koriS¢ene metodologije varira i njihova vijabilnost kao i uspesnost izolacije
(Meloni i sar. 2022). Monociti poreklom iz koStane srZzi svinja su uspeSno korisceni za
izolaciju soja virusa AKSpri ¢emu nakon 6 pasaZa nije doSlo do promene antigenskih
karakteristika soja (Chen i sar. 2020). Opisani su i novi protokoli za proizvodnju ovih
¢elijskih kultura kojim se dobijaju ¢elije vece osetljivosti za divlje sojeve i koje produkuju
viSe titre virusa (Puzankova i sar. 2023).

Renalni makrofagi poreklom od svinja

Virus AKS je moguce izolovati i na primarnim kulturama tkiva poreklom od bubrega
svinja (Oh i sar. 2021). Iz primarnih kultura bubrega mogu se dalje dobiti celijske linije
koje ispoljavaju karakteristike monocita poSto na svojoj povrSini ispoljavaju CD163,
CD172a i Ibal markere karakteristicne za monocite (Meloni i sar. 2022) Sto ih Cini
prijemcivim za virus AKS (Oh i sar. 2021; Meloni i sar. 2022).
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Najznacajnije kontinuirane celijske linije poreklom od majmuna koje se mogu
Koristiti za izolaciju AKS

Izvodenje klasicnih virusoloskih metoda na primarnim kulturama tkiva nije samo neprakti¢na,
vecC i eticki neprihvatljiva. Medutim, ovakvi izazovi prevazilaZeni su prilagodavanjem divljih
sojeva Celijskim linijama poreklom od majmunskih bubrega, poput VERO, MS i COS. Ipak, tokom
adaptacije sojeva deSavaju se znacajne promene na nivou genoma usled c¢ega ove Celijske linije
imaju ogranicenu upotrebu.

1. VERO ¢elijska linija

VERO C¢elijska linija je dobijena od bubrega africkog zelenog majmuna. Prvu izolaciju
virusa AKS na VERO ¢elijama su izvrSili Hes i sar. 1971. godine. Za razliku od primarnih
kultura tkiva, na VERO ¢elijskoj liniji moZe da se radi neutralizacioni test redukcije plaka
(Meloni i sar. 2022). Direktna izolacija divljih sojeva virusa na VERO c¢elijama nije
moguca, ve¢ je neophodna prethodna izolacija na primarnim kulturama tkiva.
UmnoZavanjem sojeva na VERO celijama dolazi do akumulacije tackastih mutacija i
delecija u genomu virusa Sto dovodi do gubitka imunogenosti i virulentnosti. Jedan od
takvih primera je i BA71V soj koji je razmatran kao kandidat za vakcinu (Meloni i sar.
2022).

2. COS celijske linije

COS ¢elijske linije su dobijene od bubrega zelenog majmuna i mogu se koristiti za in vitro
replikaciju virusa AKS (Carrascosa i sar. 2011). Za izolaciju AKS se mogu koristiti COS-1
i COS-7 celijske linije. COS-1 celijske linije su uspeSno koriS¢ene za izolaciju sojeva
genotipa I i genotipa II. Slicno kao i kod Vero ¢elijskih linija, odredivanje titra virusa se
moZe vrsiti na osnovu testa redukcije plaka (Meloni i sar. 2022). Sojevi virusa AKS
umnozeni na COS-1 ¢elijskim linijama pokazuju vecu gensku stabilnost. BA71VACD?2 i
AEP153R sojevi, deletirani mutanti genotipa II koji ne mogu da se umnoZavaju u
alveolarnim makrofagima svinja mogu umnoZavati na COS ¢elijskim linijama. Od skora,
COS-7 celijske linije su uspesno koriS¢ene za umnozavanja vakcinalnih sojeva (NH/68)
virusa AKS (Gallardo i sar. 2018).

3. MA-104 Celijske linije

MA-104 je kontinuirana celijska linija poreklom od epitelnih celija bubrega africkog
zelenog majmuna. Na ovoj Celijskoj liniji su uspesno izolovani sojevi genotipa II kao i
laboratorijski adaptirani sojevi. Ispitivanje hemadsorpcionih sposobnosti virusa se
moZe vrsiti na ovoj Celijskoj liniji (Meloni i sar., 2022).

Najznacajnije kontinuirane celijske linije poreklom od svinja koje se mogu
Koristiti za izolaciju virusa AKS:

4. WSL Celijske linije
WSL Celije su poreklom od pluca fetusa divljih svinja. KarakteriSe ih veliki broj
eksprimiranih SLA I i SW3 receptora, a manji broj CD163 i CD169 Sto ukazuje da se
radi o prekursorima makrofaga (Sanchez i sar. 2017). Na ovoj celijskoj liniji je
moguce umnozavati modifikovane i vecinu divljih sojeva virusa sa vrlo slicnom

uspeSnoScu kao i kod pluénih alveolarnih makrofaga (Sanchez i sar. 2017; Kef3ler i
sar. 2018).
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5. IPAM Celijske linije

Besmrtni pluéni alveolarni makrofagi poreklom od svinja su nova celijska linija
proizvedena od svinjskih alveolarnih makrofaga. Besmrtni klonovi su dobijeni
transfekcijom primarnih PAM celija plazmidom pSV3neo koji nosi gene za sintezu
velikih SV40 T antigena. NajceSc¢e koris¢eni klon je 3D4. U IPAM Ccelijskoj liniji
replikuju se ASFV-Lisabon 61, Lillie SI/85, Lisabon57, Malawi82, ali ne i sojevi
Armenia/07 i atenuirani soj NH/P68 (Sanchez i sar. 2017).

Detekcija virusnih antigena

Za utvrdivanje prisustva virusnih antigena mogu se koristiti AgELISA testovi, s tim da je
osetljivost ovih ELISA testova niza od osetljivosti PCR testova ili izolacije na ¢elijskim linijama.

1. Test lateralnog protoka (Lateral flow device, LFD, eng.), brzi testovi.

Testovi lateralnog protoka predstavljaju brze dijagnosticke testove koji se koriste
za utvrdivanje prisustva antigena i/ili antitela. Test se bazira na obojenoj reakciji
antigen-antitelo koja se odvija na celuloznoj traci na koju su na odredenim mestima
naneti virusni antigeni (detekcija antitela) ili antitela (detekcija antigena). Znacajna
prednost ovih testova je jednostavnost njihovog koriS¢enja kao i moguénost
upotrebe u terenskim uslovima Sto ne isklju¢uje potrebu za laboratorijskom
potvrdom rezultata. Razvijeni su novi LFD testovi koji kao detekcioni sistem koriste
fluorescentne nanocestice obeleZene europiumom kojima se istovremeno moze
detektovati i virusni antigen i specificna antitela. Ovakav tip testa omogucava
potvrdu infekcije u slu¢ajevima kada titar virusa u krvi pocinje da opada (nakon 7
dana infekcije), jer raste titar antitela (Aira i sar. 2023).

2. AgELISA test

Ag ELISA test se moze koristiti za detekciju antigena virusa AKS. Osetljivost testa je
dosta niZa od izolacije virusa na kulturi tkiva kao i molekularnih metoda detekcije te
se usled toga rezultati ELISA testa moraju potvrditi navedenim metodama (WOAH
Terrestrial Manual 2024).

Molekularne metode detekcije virusa AKS

1. Lancana reakcija polimeraze

LancCana reakcija polimeraze (Polymerase Chain Reaction-PCR) se koristi za utvrdivanje
prisustva delova genoma specifi¢nih za virus AKS. Zasniva se na umnoZzavanju specificnog dela
genoma DNK polimerazom sa odgovaraju¢im komplementarnim oligonukleotidnim kratkim
sekvencama (prajmeri). UmnoZeni fragmenti se mogu vizuelizovati bojenjem interkalatnim
bojama vidljivim pod UV svetlom nakon elektroforeze. Kada se reakcija amplifikacije prati
eksponencijalnim porastom signala koji daje interkalatna boja vezana za dvostruki lanac DNK
u realnom vremenu, metoda se naziva real time PCR.

U zavisnosti od dela genoma koji se amplifikuje, PCR moze biti genotipski specifican. Opisan je
veliki broj razli¢itih konvencionalnih i real-time protokola za detekciju virusa AKS kao i
komercijalnih PCR kitova.

Svetska zdravstvena organizacija za zdravlje Zivotinja preporucuje koriS¢enje tri protokola,
jedan za konvencionalni PCR i dva za real-time PCR. Protokol za konvencionalni PCR po Agliero
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i sar. (2003) se moZe koristiti kao multiplex metoda za istovremenu detekciju virusa AKS i KKS
(WOAH Terrestrial Manual 2024).

Protokoli opisani za real-time PCR obuhvataju protokol po King i sar. (2003) koji omogucava
detekciju C-terminalnog kraja B646L gena kao i protokol po Fernandez-Pinero i sar. (2013) koji
je pokazao visoku dijagnosticku osetiljivost i moZe se koristiti i za detekciju genoma virusa u
ranim i kasnim fazama infekcije. Takode u upotrebi se nalaze i komercijalni kitovi razli¢itih
proizvodaca za brzu detekciju nukleinske kiseline virusa AKS.

2. Sekvenciranje genoma

a. Sanger sekvenciranje

Sekvenciranje po Sangeru, poznato i kao metoda ,terminacije lanca", predstavlja tehniku
sekvenciranja DNK razvijenu od strane Frederika Sangera 1977. godine (Sanger i
Coulson 1975). Ova metoda se koristi za precizno utvrdivanje redosleda nukleotida
kratkih DNK segmenata.

b. Sekvenciranje celog genoma

Sekvenciranje celog genoma virusa AKS je prvi put uspeSeno izvedeno 1995. godine
kada je sekvenciran soj BA71V. Danas se za sekvenciranje celog genoma koriste
napredne tehnike:

1)

2)

~Shotgun sequencing“ - Druga generacija platformi za sekvenciranje

Shotgun sequencing je metoda koja se zasniva na razbijanju DNK u male fragmente
(50-500 bp) koji se potom sekvenciraju. Dobijene sekvence se zatim softverski slazu
u odnosu na zadate sekvence tako da se dobije jedna sekvenca celog genoma.
Opisana metoda je vrlo precizna i pouzdana. Osnovni nedostatak ove metode je
neselektivnost tj. vrsi se sekvenciranje svih zatecenih DNK molekula, ukljucujudi i
¢elijsku DNK. Radi prevazilaZzenja ovog nedostataka vrsi se ,obogalenje mete”
(target enrichment, eng.) i uklanjanje genoma domacina (host depletion, eng.).

Treca generacija sekvencera - ocitavanje dugih i ultra dugih sekvenci

Treca generacija sekvenciranja se zasniva na dobijanju ekstra dugih sekvenci (long
reads, eng.). Ovaj tip sekvenciranja smanjuje vreme neophodno za rekonstrukciju
genoma s tim da preciznost (accurracy, eng.) i pokrivenost (coverage, eng.) genoma
opadaju. Autori Forth i sar. (2019) su koristili uredaj ION (Oxford Nanopore, UK) u
cilju dobijanja rekonstruisanog genoma, a nedostatak u preciznosti su nadomestili
hibridnim sekvenciranjem na platformama druge generacije (Illumina, SAD). ION
nanopore tehnologija se zasniva na provlac¢enju niti DNK kroz nanopore, pri ¢emu sa
svakim prolaskom nukleotida dolazi do promene u naelektrisanju koje uredaj beleZzi
kao jednu azotnu bazu. Drugi sistemi kao Sto je PacBio (The Pacific Biosciences, eng.)
su takode koriS¢eni za sekvenciranje celih genoma (Granberg i sar. 2016).

Detekcija antitela

1. ELISA testovi

Detekcija antitela se moZe vrSiti primenom komercijalnih indirektnih ili kompetitivnih
ELISA kitova. Vecina komercijalnih ELISA testova zasnovana je na detekciji specificnih
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antitela protiv p72 proteina kao najimunodominantnijeg. U dizajnu ELISA postoji
mogucnost upotrebe i drugih virusnih proteina, na primer pB602L (Yang i sar. 2022).
ELISA su prakti¢ni i jednostavni za koriS¢enje, ali specificnost i osetljivost variraju.
Uporedujuc¢i komercijalne ELISA testove, utvrdena je generalno visoka osetljivost, ali
specifitnost je varirala od 80 % do 100 % u zavisnosti od proizvodaca kita (Gallardo i
sar. 2015).

2. Virus neutralizacioni - imunoperoksidaza test (VNT-IPT)

Imunoperoksidaza testom (IPT) se vrsi vizualizacija/bojenje imunih kompleksa nastalih
u postupku neutralizacije virusa specificnim antitelima. Test se izvodi na VERO ili MS
¢elijskim linijama, ili primarnim kulturama tkiva. Nakon inokulacije odredenim titrom
adaptiranog soja virusa AKS, celijske linije se fiksiraju na 96-bunarskim plo¢ama i
koriste kao antigeni u reakciji. Ukoliko su u ispituju¢em serumu prisutna specificna
antitela, dolazi do reakcije sa virusnim antigenima i nastanka imunih kompleksa. Za
vizuelizaciju se koriste anti svinjska IgG antitela obeleZena protein A - peroksidazom
(enzim) i vodonik-peroksid. Kao rezultat reakcije dolazi do crvenog prebojavanja Celija

ili imunoblot testova (IBT) (Gallardo i sar. 2022).

3. Imunoblot test

Imunoblot predstavlja brzu i visokoosetljivu metodu za detekciju antitela, a zasniva se
na inherentnoj specificnosti Ag-At rekacije. Ova procedura podrazumeva solubilizaciju
virusnih proteina, njihovo elektroforetsko razdvajanje na osnovu molekulske mase, kao
i transfer razdvojenih proteina na specijalne membrane, najces¢e od nitroceluloze.
Membrana se potom inkubira sa ispituju¢im serumom. U slucaju prisustva specifi¢nih
antitela protiv virusa AKS u serumu, nastali imunokompleksi se vizuelizuju dodavanjem
proteina A konjugovanog peroksidazom i 4-hloro-1-naftolom kao supstratom. Serumi
koji pokazuju specifican obrazac reakcije sa proteinima odredene molekulske mase kao
i pozitivna kontrola se smatraju pozitivnim na prisustvo antitela. IBT karakteriSe nesto
niza osetljivost od ELISA testova, a viSa specificnost usled Cega se koristi kao potvrdna
analiza (Gallardo i sar. 2015).

Diferencijalna dijagnostika

Diferencijalna dijagnostika AKS predstavlja imperativ usled klinickih simptoma koji se ¢esto
mogu pomesati sa drugim bolestima svinja. Kod pojave klini¢nih znakova dole pobrojanih
bolesti treba uzeti u obzir i obavezno iskljuciti AKS:

=

© PN LA W

Klasi¢na kuga svinja,

Crveni vetar (Erysipelotrix rhusiopathiae),
Salmoneloza,

Pastereloza,

Aktinobacilusna pleropneumonija,

Edemska bolest svinja,

Cirkovirus svinja,

Reproduktivni i respiratorni sindrom svinja,
Parvoviroza svinja.
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PREVENCIJATKONTROLA

Vakcinacija

Vakcinacija protiv AKS bi mogla predstavljati najoptimalniju strategiju za prevenciju i kontrolu
AKS, ali do danas nije razvijena ni jedna vakcina zadovoljavajucih karakteristika.

Do sada su opisani pokus$aji razvoja inaktivisanih, subjedini¢nih i atenuiranih vakcina.

1. Inaktivisane vakcine protiv AKS

Prve inaktivisane vakcine protiv AKS su nastale tokom Sezdesetih godina 20. veka. Inaktivacija
virusa je vrSena termickim i hemijskim postupcima, ukljucuju¢i upotrebu toluena,
formaldehida i kristal violeta. Osnovni nedostatak inaktivisanih vakcina je bila loSa
imunogenost (Blome i sar. 2014).

2. Zive atenuirane vakcine protiv AKS

Atenuirane vakcine protiv AKS koncipirane su in vitro, koriS¢enjem prirodnih ili veStackih
metoda slabljenja virusa. Osnovni nedostatak ovih vakcina je reverzna virulencija.

a) Prirodno atenuirani sojevi virusa AKS

Prirodno atenuirani sojevi virusa AKS su izolovani iz mekih krpelja i hroni¢no inficiranih
svinja. Vakcine na bazi Zivih atenuiranih sojeva mogu pruziti odredeni nivo zastite od
srodnih sojeva virusa kod svinja. Medutim, efikasnost varira zbog individualnih razlika,
doze imunogena i varijabilnosti sojeva koji izazivaju infekciju. Svinje imunizovane
vakcinama sa prirodno atenuiranim sojevima cesto pokazuju znaajne neZeljene
reakcije, ukljuCujuci simptome poput povisSene telesne temperature, spontanih pobacaja
i hroni¢nih infekcija (Zhang i sar. 2023a). Vrlo znacajna je i mogucnost vracanja
virulencije i pojave novih vakcinalnih visoko-virulentnih sojeva. Prirodno atenuirani
sojevi su do sada pronadeni u baltickim zemljama. Uspesno je izolovan jedan srednje do
nisko-virulentan soj koji ne pokazuje moguénost hemadsorpcije iz Letonije
(Lv17/WB/Riel). Svinje inficirane Lv17/WB/Riel pokazuju atipi¢ne Kklinicke znakove
ili dolazi do pojave supklini¢ke infekcije(Gallardo i sar. 2019). Zivi prirodno atenuirani
sojevi su dobri kandidati za vakcine koje bi se primenile u populacijama divljih svinja,
ali opasnost od moguceg ponovnog Sirenja soja i vrac¢anja virulencije kao i nedostatak
studija o trajanju imuniteta ogranicava njihovu primenu.

b) Sojevi atenuirani pasaZzama na Celijskim linijama

Prilikom propagacije virusa na kontinuiranim celijskim linijama (VERO) dolazi do
atenuacije virusa usled znacajnih genskih delecija (Zhang i sar. 2023a). U istraZivanjima
sprovedenim Sezdesetih godina proslog veka, utvrdeno je da je vakcina sa oslabljenim
sojem dobijenim pasazama na ¢elijama koStane srZzi svinja dala dobre rezultate. Sa druge
strane, vakcine dobijene od sojeva pasiranih 110 puta na VERO Ccelijskoj liniji ne
obezbeduju nikakvu zaStitu protiv divljih sojeva virusa (Zhang i sar. 2023a).

c) Atenurane vakcine sa ciljnim genskim delecijama
Jedan od obecavajucih pristupa u borbi protiv AKS predstavlja kreiranje atenuiranih
vakcina sa delecijom gena koji su fundamentalno povezani sa virulentnoScu,

imunosupresivnim svojstvima virusa, ili strukturnim genima koji uzrokuju anomalije u
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formiranju viriona. Geni kao Sto su CDV2, E184L, [177L, DP148R, timidin kinaza (TK) i
mnogi drugi imaju klju¢nu ulogu u virulenciji virusa (Zhang i sar. 2023a). Prva
komercijalna atenuirana vakcina sa delecijom gena, ASFV-G-AI177L, razvijena je u
Vijetnamu (Zhang et al. 2023a). PoCetna istrazivanja u kojima je vakcina aplikovana na
svinjama evropskog i vijetnamskog porekla u minimalnoj zastitnoj dozi od 102 HADso
ASFV-G-AI177L, pokazala su da vakcina obezbeduje zastitu prilikom vestacke infekcije
genotipom II virusa AKS (Tran et al. 2022b, a). Informacije o efikasnosti vakcine u
uslovima komercijalnih farmi nisu bile dostupne u trenutku pisanja ove disertacije.

d) Subjedini¢ne vakcine
Subjedini¢ne vakcine su proteinske vakcine dobijene specificnom ekspresijom pojedinih
gena virusa u Bacullovirusnom sistemu. Na ovaj nacin je omogucena stimulacija
humoralnog i celularnog imunog odgovora domacina, bez opasnosti od pojave novih
mutanata ili reverzije virulencije virusa. Do sada su razvijene subjedini¢ne vakcine na
osnovu p72, p54, CDV2, p30, p12, i p22, ali ve¢ina koriS¢enih antigena ne dovodi do
stvaranja zaStitnog imuniteta (Niedzwiecki 2011).

e) DNK vakcine

DNK vakcine predstavljaju najceSc¢e plazmid koji sadrZi odredene virusne gene koji se
transkribuju po ulasku u ¢elije domacina. Imunizacija svinja ovim tipom vakcina dovodi
do jakog ¢elijskog imunoloSkog odgovora. Rekombinantni plazmidi (pCMV-PQ i pCMV-
APCH1PQ, p54/p30) koji su do sada testirani nisu dali zadovoljavajuce rezultate usled
izostanka stvaranja neutralizacionih antitela (H. Zhang i sar., 2023).

f) Vektorske vakcine

Vektorske vakcine podrazumevaju upotrebu apatogenih virusa kao nosaca klju¢nih gena
virusa AKS. Za proizvodnju vektorskih vakcina protiv AKS su koriS¢eni virusni vektori u
koje su umetnuti p30, pp62, p54, p72 i CD2v kao imajuc¢i u vidu njihovu visoku
imunogenost i pokretanje proizvodnje neutralizacionih antitela. Takode, ovaj tip
vakcina je u skladu sa DIVA (Razlikovanje vakcinisanih od inficiranih Zivotinja -
Differentiating Infected from Vaccinated Animals, eng.) strategijom. Inicijalna
ispitivanja pokazuju relativno dobre rezultate posebno kada se vektorske vakcine
kombinuju sa atenuiranim vakcinama, pri ¢emu su vektorske vakcine koriS¢ene za
primarnu imunizaciju, a atenuirane za pojacavanje imunoloskog odgovora (Murgia i sar.
2019). Nove tehnologije kao Sto je reverzna genetika, CRISPR/Cas9 izmena gena nude
nove mogucnosti u proizvodnji rekombinovanih vakcina (H. Zhang i sar. 2023).

CILJEVI 1 ZADACI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ove doktorske disertacije su:

1. Izolacija i genska karakterizacija virusa AKS u Srbiji u periodu 2019-2023. godine
ispitivanjem reprezentativnog broja sojeva virusa u odnosu na vrstu domacina i
prostorno-vremensku distribuciju klasi¢nim virusoloSkim i molekularnim metodama.

2. Genotipizacija i utvrdivanje podgenotipova virusa koji su u navedenom vremenskom
periodu prisutni u Srbiji analizom Cetiri genska markera.
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3. Posredno utvrdivanje virulencije srpskih sojeva izolacijom virusa na primarnim
¢elijskim kulturama.
4. Utvrdivanje promena u genskom materijalu virusa sekvenciranjem celog genoma.

Rezultati ovih ispitivanja treba da doprinesu rasvetljavanju i boljem razumevanju puteva unosa
virusa u zemlju, lokalnog Sirenja i odrzavanja.

Zadaci istrazivanja ove doktorske disertacije su:

Zadatak 1. TrijaZno testiranje pozitivnih uzoraka iz banke uzoraka Naucnog instituta za
veterinarstvo Srbije real-time PCR metodom; odabir najmanje 90 pogodnih uzoraka (Ct<25) za
dalja molekularna ispitivanja u odnosu na vrstu i prostorno-vremensku distribuciju (5 uzoraka
po okrugu u kom je prijavljenja AKS, po godini od 2019-2023). Selekcija uzoraka se vrsi u
Microsoft Excel programu (Microsoft Corporation, Redmond, WaSington, SAD).

Zadatak 2. Ekstrakcija virusne DNK iz odabranih uzoraka i amplifikacija Cetiri genska markera
odabranih uzoraka koriS¢enjem prajmera preporucenih od strane Referentne laboratorije EU
za AKS primenom metode klasi¢nog PCR; izdvajanje PCR proizvoda specificne duZzine,
preciS¢avanje i Sanger sekvenciranje (LGC Genomics GmbH, Berlin, Nemacka).

Zadatak 3. Analiza nukleotidnih sekvenci primenom softvera GeneiousPrime (Geneious Prime,
Dotmaticus, Boston, Masacusets, SAD) i filogenetska analiza uzoraka u softveru Molecular
Evolutionary Genetic Analysis - MEGA X (Pensilvanija, SAD); deponovanje obradenih sekvenci
u banku gena Nacionalnog centara za biotehnoloske informacije (NCBI GenBank, Maryland,
SAD).

Zadatak 4. Odabir i priprema najmanje 20 pozitivnih uzoraka pogodnih za izolaciju virusa na
primarnim cCelijskim linijama poreklom od alveolarnih makrofaga svinja i leukocita svinja.
Odabir uzoraka bice izvrSen nakon filogenetske analize i utvrdivanja svih varijanti virusa AKS
koji cirkuli$u u Srbiji.

Zadatak 5. Priprema primarnih ¢elijskih kultura poreklom od alveolarnih makrofaga svinja i
leukocita svinja; inokulacija primarnih ¢elijskih kultura pripremljenim pozitivnim
materijalima; svakodnevno pracenje pojave citopatogenog efekta (CPE) i hemadsorpcije.

Zadatak 6. Sekvenciranje celog genoma najmanje 5 uzoraka odabranih na osnovu

koncentracije i Cistoe nukleinske kiseline; sekvenciranje metodom ,shotgun“ na Ilumina
platformi (Milton, Cambridge, UK).

Zadatak 7. Analiza celih sekvenci virusa AKS primenom kompjuterskih programa
GeneiousPrime (Geneious Prime, Dotmaticus, Boston, MA, SAD) i deponovanje u NCBL.

MATERIJAL I METODE

MATERIJAL

Uzorci za ispitivanje:
Za potrebe ovog istrazivanja koris¢eni su uzorci pozitivni na prisustvo virusa AKS iz banke
uzoraka Naucnog instituta za veterinarstvo Srbije koji je Nacionalna referentna laboratorija za
ovu bolest u Srbiji. Uzorci su uzeti od odstreljenih divjih svinja, uginulih divljih i domacih svinja,
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kao i obolelih domacih svinja u okviru pasivnog i aktivnog nadzora na prisustvo virusa AKS.
Izabrani uzorci obuhvataju 280 uzoraka poreklom od divljih svinja i 174 uzorka od domacih
svinja, iz Cetrnaest okruga Srbije (Srednjebanatski, JuZnobanatski, Grad Beograd, Podunavski,
Branicevski, Borski, Pomoravski, Rasinski, Zajecarski, NiSavski, Pirotski, Jablanicki, Toplicki,
P¢injski), u periodu od juna 2019. do marta 2023. godine.
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TrijaZno ispitivanje 280
uzoraka divljih svinjai 174
uzorka domacih svinja.

5 uzoraka sa koncentracijom
nukleinske kiseline 100-200 ng/ml i
Odnos absorbance 280/260 nm <
1,81260/230nm 2 - 2,2,

Sekvenciranje celog
genoma.

Uzorci sa Ct > 25 nisu
koriséeni u daljim analizama.

v

95 uzoraka sa Ct < 25 izabrani
za sekvenciranje.
\ 4
173R-
B646L E183L B602L 13901,
85 89 76 64

Slika 2. Dijagram rada
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Izbor 22 virusa za izolaciju na
primarnoj kulturi tkiva.

/

Inokulisana 22 virusa
na kulturi tkiva
poreklom od
alveolarnih makrofaga
svinja.

\

Inokulisana 22 virusa
na kulturi tkiva
poreklom od leukocita
svinja.




Vrsta i nacin pripreme uzoraka:

Reprezentativnost uzoraka je obezbedena ispitivanjem uzoraka iz svakog okruga na teritoriji u
kojoj je zabeleZeno prisustvo virusa AKS, od divljih i domacih svinja, i svaku kalendarsku godinu
u periodu 2019-2023. Uzorci su obuhvatali 94 uzorka organa (slezina i bubreg), 330 uzoraka
krvi natopljene na pamucni bris (bris krvi) i 30 uzoraka kostane srzi od uginulih divljih.

Uzorci su u zavisnosti od tipa pripremljeni za dalja ispitivanja na slede¢i nacin. Organi (slezina,
bubreg) su homogenizovani tuckom i tarionikom i pripremljeni kao 10 % suspenzija u
minimalnoj esencijalnoj podlozi (MEM) sa dodatkom antibiotika (gentamicin 120 mg/l).
Suspenzija organa je centrifugirana na 1500 g tokom 10 minuta, zatim je supernatant odliven i
zamrznut na temperaturi od -80 °C do daljih ispitivanja.

Brisevi krvi su bili pripremljeni potapanjem u 1 ml MEM-a, zatim homogenizovani u aparatu
TissueLyser LT (QIAGEN, Venlou, Holandija) i centrifugirani na 1500 g tokom 10 minuta.
Supernatant je odliven i zamrznut na temperaturi od -80 °C do daljih ispitivanja.

Uzorci koStane srzi su uzeti pamuc¢nim brisevima natopljenim PBS-om iz epifiza dugih kostiju
(femur) i zatim potopljeni u 900 pl PBS zatim homogenizovani u aparatu TissueLyser LT
(QIAGEN, Venlou, Holandija) i centrifugirani na 1500 g tokom 10 minuta. Supernatant je odliven
i zamrznut na temperaturi od -80 °C do daljih ispitivanja.

EKSTRAKCIJA DNK:

Automatska ekstrakcija DNK iz pripremljenih supernatanata organa i briseva je izvedena
upotrebom komercijalnog kita (IndiSpin Pathogen Kit, Indical, Nemacka) i koriS¢enjem
QIAcube Connect automatskog ekstraktora (QIAGEN, Venlou, Holandija). Volumen suspenzije
za ekstrakciju je bio 200 pl, a volumen elutovane DNK virusa 100 pl.

Spisak opreme koris¢ene za ekstrakciju:

1. Biohazard kabinet (B-MaxPro, Berner flow Safe, ElImSorn, Nemacka),

2. Univerzalna centrifuga za 24 uzorka (5430R, Eppendorf, Hamburg, Nemacka),

3. Homogenizator (TissueLyser LT, QIAGEN, Venlou, Holandjija),

4. Uredaj za ekstrakciju (QIAcube Connect automatskog ekstraktora, QIAGEN, Venlou,
Holandija).

Postupak ekstrakcije virusne DNK je izvrSen po protokolu opisanom od strane proizvodaca kita.

REAL TIME PCR

Trijazno testiranje uzoraka je izvedeno real time PCR testom po protokolu opisanom od strane
King i sar. (2003) upotrebom komercijalnog kita.

Spisak opreme koriscene za real time PCR:

Laminarna komora (VBH48C2, Thermo Scientific, SAD),

MicroAmp® Optical 8-Cap Strips (Applied Biosystems - Thermo Scientific, SAD),
MicroAmp® Optical 8-Tube Strip, 0.2 mL (Applied Biosystems - Thermo Scientific, SAD),
Centrifuga (FVL-2400N, Combi-Spin, Micigen, SAD),

Real time PCR aparat (QIAquant 96 5 plex, Qiagen, Venlou, Holandija).

v W

24



Spisak reagenasa koris¢enih za real time PCR (Tabela 3,41 5.):

1. Komercijalni gPCR kit (Luna® Universal Probe qPCR Master Mix, New England Biolabs,
Ipswich, MA, SAD),

2. PCR ¢ista voda (Thermo Scientific, SAD),

3. Ekstrahovana nukleinska kiselina.

Tabela 3. Reakciona smesa koris¢ena u real time PCR-u.

Reagensi Zapremina (12,5 ul)
Voda 2,75
Luna Universal Probe qPCR Master Mix 6
F prajmer (10 uM) 0,50
R prajmer (10 pM) 0,50
Proba (10 pM) 0,25
Nukleinska kiselina 2,5

Tabela 4. Spisak prajmera i proba koji su koris¢eni u real time PCR reakcliji.

Sekvenca prajmera i probe Referenca
AKS-F [5’-CTGCTCATGGTATCAATCTTATCGA-3]
AKS-R [5’-GATACCACAAGATCRGCCGT-3’] King i sar. (2003)
AKS-P [5'-FAM CCACGGGAGGAATACCAACCCAGTG TAMRA - 3]

Tabela 5. Temperaturni profil koris¢en u real time PCR.

Koraci Temperatura Vreme Broj ciklusa
Denaturacija DNK virusa 95 °C 1 minut x1
Vezivanje prajmera 95 °C 15 sekundi <50
Sintetisanje lanca DNK 60 °C 30 sekundi

Uzorci sa Ct (Cycle treshold, eng.) vrednostima ispod 35 su smatrani pozitivnim. Uzorci sa Ct
vrednostima 35-40 su smatrani sumnjivim i ponovljeni, a uzorci sa Ct vrednostima preko 40 su
smatrani negativnim. Za dalje analize izabrani su uzorci ¢ije su Ct vrednosti bile ispod 25.

U svaku analizu su ukljucene interne pozitivne i negativne kontrole ekstrakcije i amplifikacije.

KONVENCIONALNI PCR

Konvencionalni PCR je izveden za Cetiri genska markera: B646L, E183L, B602L i intergenski
region izmedu I73R i 1329L gena. Za amplifikaciju ovih genskih markera koriS¢eni su ranije
objavljeni prajmeri i temperaturni profil (Gallardo i sar. 2009, 2014) (Tabela 7-9.).

Spisak opreme koriséene za umnoZavanje Cetiri genska markera:
1. Laminarna komora (VBH48C2, Thermo Scientific, SAD),

2. Centrifuga (FVL-2400N, Combi-Spin, Micigen, SAD),

3. Tube zapremine 0,2 ml (Sarstedt, Nemacka),

4. PCR aparat (Eppendorf Mastercycler, Nemacka).
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Spisak reagenasa koris¢enih za reakciju klasi¢nog PCR (Tabela 6):

1. Komercijalni kit (QIAGEN HotStarTaq Master Mix, Les Ulis, Francuska),
2. PCR ¢ista voda (Thermo Scientific, SAD),
3. Ekstrahovana nukleinska kiselina virusa.

Tabela 6. Reakciona smesa koris¢ena u PCR reakcliji.

Reagensi Zapremina (20 ul)
Voda 9,1
QIAGEN HotStarTaq Master Mix 7,5
F prajmer (10 uM) 0,7
R prajmer (10 uM) 0,7
Nukleinska kiselina 2

Tabela 7. Spisak prajmera koji su korisé¢eni u PCR-u.

DuZina
Sekvenca prajmera PCR Gen Referenca
proizvoda

P72-U [5"- GGCACAAGTTCGGACATGT - 37]

P72-D [5'- GTACTGTAACGCAGCACAG- 3'] 478bp  B646L.  Boshoff

sar., 2007.

ECO1A [5'-CCATTTATCCCCCGCTTTGG-3] IGR
356 b 173- Gallardo i
ECO1B [5-TCGTCATCCTGAGACAGCAG-3'] p 1329L sar., 2014.

PPA89 [5- TGTAATTTCATTGCGCCACAAC - 37]
Gallardo i
PPA722 [5- CGAAGTGCATGTAATAAACGTC - 37] 558 bp E183L sar., 2009.
CVR1 [5- ACTTTGAAACAGGAAACAATGATG -37]

350-400 B602L Gallardo i
CVR2 [5- ATATTTTGTAATATGTGGGCTGCTG- 37] bp sar., 2011.

Tabela 8. Temperaturni profil koris¢en u PCR reakciji za umnoZavanje B646L, E183L i B602L
genskih delova.

Koraci Temperatura Vreme Broj ciklusa
Aktivacija Taq polimeraze 95 °C 15 minuta x1
Denaturacija DNK virusa 95 °C 30 minut
Vezivanje prajmera 50 °C 30 sekundi x 40
Sintetisanje lanca DNK 72 °C 1 minut
Finalno izduZivanje lanca DNK 72 °C 10 minuta x1

Tabela 9. Temperaturni profil koris¢en u PCR reakciji za umnoZavanje intergenskog regiona
izmedu I73L i I329L gena.

Koraci Temperatura Vreme Broj ciklusa
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Aktivacija Taq polimeraze 95 °C 15 minuta x1

Denaturacija DNK virusa 95 °C 30 minut
Vezivanje prajmera 60 °C 30 sekundi x 40

Sintetisanje lanca DNK 72°C 1 minut
Finalno izduZivanje lanca DNK 72 °C 10 minuta x1

Dobijeni PCR proizvodi su vizuelizovani elektroforezom na 1,5 % agaroznom gelu, na 60 V
tokom 1 sata.

Spisak opreme koris¢ene za elektroforezu.

1. 1,5 % agarozni gel,

2. Transiluminator (Tcp-20-m, Vilber Lourmat, KoleZejn, Francuska),

3. Kada za elekroforezu (Hoefer, Nemacka),

4. Sistem za elektroforezu (EPS301, Amersham Pharmacia Biotech, UK).

Priprema 1,5 % agaroznog gela:

Neophodni reagensi:

=

Analiticka vaga,

Mikrotalasna pec¢nica,

Erlenmajerov sud od 200 ml,

Menzura,

Staklene posude of 500 ml,

Destilovana voda,

Agar (Biosell, Nemacka),

Etidijum bromid (Serva, Nemacka),

50x TAE pufer (50x ROTIPHORESE®TAE, Roth, Nemacka).

OO W

Priprema:

U 75 ml 1xTAE pufera dodato je 1,5 g agaroze i skuvano u mikrotalasnoj pe¢nici (Tabela 10).
Gel je razliven u kadicu i ,c¢eSalj“ za formiranje bunara postavljen. Gel je osuSen tokom 45
minuta na sobnoj tempertauri i potom uronjen u 1xTBE.

Tabela 10. Spisak reagenasa za pravljenje 1,5 % agaroznog gela

Reagensi Koli¢ina
Agaroza 15¢g
1x TAE pufer sa etidijum bromidom
razblaZen sa destilovanom vodom 1:50 75 ml

Duzina PCR proizvoda je odredena poredenjem sa DNK markerom koji u sebi sadrzi produkte
duZine od 100 do 1000 baznih parova. PCR proizvodi specificne duZine su preciS¢eni
koriS¢enjem GeneJET PCR Purification Kit (ThermoFisher Scientific, SAD) prema uputstvu
proizvodaca.

Spisak opreme koriséene za preciséavanje PCR proizvoda.
1. Biohazard kabinet (B-MaxPro, Berner flow Safe, ElImSorn, Nemacka),
2. Univerzalna centrifuga za 24 uzorka (5430R, Eppendorf, Hamburg, Nemacka).
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Koncentracijja i ¢isto¢a preciS¢enih PCR proizvoda su odredeni merenjem i izracunavanjem
odnosa OD vrednosti izmerenih za talasne duZine 260 nm i 280 nm spektrofotometrijski
(EPOH, Biotek, Milano, Italija). Optimalne vrednosti spektrofotometrijskih merenja iznose 1,8-
2 za Cisto¢u odnosno 20-50 ng/ul za koncentraciju PCR proizvoda. Svi PCR proizvodi koji su
imali odgovarajuce vrednosti su pripremljeni i poslati u komercijalan servis za sekvenciranje
(LGC Gemomics GmbH, Berlin, Nemacka) koriS¢enjem Sanger metodologije.

SEKVENCIRANJE CELOG GENOMA

Za sekvencirajne celog genoma izabrano je pet uzoraka na osnovu koncentracije i Cistoce
ekstrahovanih nukleinskih kiselina. Koncentracija i Cisto¢a nukleinskih kiselina je vrSena
spektrofotometrijskim merenjem na 230 nm, 260 nm i 290 nm na uredaju Nanodrop
(ThermoFisher, SAD). Kao pogodni za sekvenciranje izabrani su uzorci sa koncentracijom
nukleinskih kiselina izmedu 100 i 200 ng/ml, sa odnosom apsorbancije 280/260 nm ispod 1,8
i odnosom apsorbancije 260/230 nm izmedu 2 i 2,2. Uzorci su sekvencirani na I[llumina (San
Diego, Kalifornija, SAD), platformi u Servisu sa sekvenciranje Novogene (Milton, Cambridge,
UK) ,shotgun” metodom.

ANALIZA NUKLEOTIDNIH SEKVENCI

Dobijene sekvence su analizirane koris¢enjem softvera GeneiousPrime (Geneious Prime,
Dotmaticus, Boston, Masacusets, SAD), a filogenetska analiza je vrSena primenom softvera
MEGA X. Uklanjanje sekvenci prajmera, analiza kvaliteta, kao i formiranje konsenzus sekvence
je vrSeno primenom GeneiousPrime softvera i posebnih dodataka u okviru samog programa.
Obradene sekvence su deponovane u banku gena Nacionalnog centara za biotehnoloske
informacije (NCBI GenBank, Maryland, SAD). Algoritmi koji su kori$¢eni za filogenetsku analizu
su odredeni koriS¢enem opcije ,Best Fit Models“* MEGA X programa. Modeli sa najnizim
vrednostima su koriS¢eni za analizu.

Parcijalne genske sekvence i celi genomi virusa su poredeni sa drugim sekvencama iz banke
gena za svaki deo genoma ponaosob (tabele 11 - 14), kao i za cele genome virusa (tabela 15)

Tabela 11. Sekvence B646L gena iz NCBI GenBank koris¢ene za poredenje.

Naziv soja Vrsta Zemlja Godina Pns%gg; broj
Pol18_28298_0111 Divlja svinja Poljska 2017 MT847621
Pol17_55892_C754 Divlja svinja Poljska 2017 MT847620

ASFV_HU_2018 Divlja svinja Madarska 2018 MN715134

ASFV Moldavija 2017/1 Divlja svinja Moldavija 2017 LR722599
Estonia 2014 Divlja svinja Estonija 2014 LS478113
ASFV/LT14/1490 Divlja svinja Litvanija 2014 MK628478
2802/AL/2022 Italija Domaca svinja [talija 2022 ON108571
ASFV Nemacka 2020/1 Domaca svinja Nemacka 2020 LR899193
Belgium/Etalle/wb/2018 Divlja svinja Belgija 2018 MK543947
ASFV /Kyiv/2016/131 Divlja svinja Ukrajina 2016 MN194591
ASFV/Kaliningrad_18/WB-9763 Divlja svinja Rusija 2018 0OM966717
ASFV/Primorsky 19/WB-6723 Divlja svinja Rusija 2019 MW306191
ASFV/Ulyanovsk 19/WB-5699 Divlja svinja Rusija 2019 MW306192
ASFV/Amur 19/WB-6905 Divlja svinja Rusija 2019 MW306190
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ASFV Gruzija 2007/1 Domaca svinja Gruzija 2007 FR682468
Kina/Jilin/2018/boar Divlja svinja Kina 2018 MK189457
Ukr12/Zapo Domaca svinja Ukrajina 2012 KJ620037
Kina/Guangxi/2019 Domaca svinja Kina 2019 MK670729
Pol19_01529_C88/19 Domaca svinja Poljska 2018 MT889536
Pol17_31177_081 Divlja svinja Poljska 2019 MT847622
D/ASF/P1/Vijetnam/2019 Domaca svinja Vijetnam 2019 MW451091.1
D/ASF/P15/Vijetnam/2020 Domaca svinja Vijetnam 2020 MW451093.1
ASFV/Kaliningrad_18/WB-12516 Divlja svinja Rusija 2018 0M966720
Krasnodar_2012 Domaca svinja Rusija 2012 KJ195685.1
103483/2018 Divlja svinja Ceska 2018 MW889890.1
Lisbon/57 Divlja svinja Portugalija 1957 AF301537.1
Korea/Pig/Hwacheon1/2020 Divlja svinja Juzna Koreja 2020 MZ682070.1
Khabarovsk/30.04.2021/ Domaca svinja Rusija 2021 0P019317.1
Indo/2020/Pig/West_]Java Domaca svinja Indonezija 2020 MT851941.1
Amur/19.08.19. Domaca svinja Rusija 2019 MT840356.1
Ukraine_2014_Lugansk Divlja svinja Ukraine 2014 KJ496127.1
MK200 Divlja svinja Mozambik / KJ526369.1
MOZ/94/1 Divlja svinja Mozambik 1994 AF270711.1
SPEC/260 / Juzna Afrika / DQ250121.1
SPEC/245 / JuzZna Afrika / DQ250117.1
RSA/1/96 / JuZna Afrika / DQ250125.1
MOZ_10/2006 Meki krpelj Mozambik / KY353989.1
RSA/1/99/W / JuZna Afrika / AF449477.1
RSA/1/95 / Juzna Afrika / DQ250123.1
BOT/1/99 / Botsvana 1999 AF504886.1
SPEC/125 / JuzZna Afrika / DQ250112.1
NAM/1/95 / Namibija / DQ250122.1
ZIM/92/1 / Zimbabve / DQ250119.1
Ndjassi-77 / DR Kongo 1977 KM236553.1
NYA/12 / Zambija / AY351555.1
Malawi/1978_ / Malawi 1978 AF270707.1
TAN/1/01 / Tanzanija / AY494552.1
TAN/2003/2 / Tanzanija / AY494551
MFUE6/1 / Zambija / AY351561
KAB/62 / Zambija / AY351522.1
SUM/1411 / Zambija / AY351542.1
ETH/1 Domaca svinja Etiopija / KT795354.1
UGA2003/1 / Uganda / AY351564.1
Hinde/1 / Kenija / AY351530.1
Tabela 12. Sekvence E183L gena iz NCBI GenBank koris¢ene za poredenje.
Naziv soja Vrsta Zemlja Godina Genotip Podgenotip z:;jt;gg;
Mkuzi_1979 Omits};‘;doms Juzna Afrika 1979 I AY261362
Pretoriuskop/96/4 Omit:;;doros Ju#na Afrika 1996 XX AY261363
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Tengani_62_ Domaca svinja Malavi 1962 \% a AY261364
Warthog_Namibia Bradavicasta Namibija 2003 I AY261366
svinja
Portugal_1957 Domaca svinja Portugalija 1957 I FJ174420
Fr64 Domaca svinja Francuska 1963 I a FJ174421
Moz64 Domaca svinja Mozambik 1964 \Y b FJ174422
MwLil20/1 Ornithodoros Malavi 1983 VIII FJ174425
Ug64 Domaca svinja Uganda 2008 X a FJ174430
ASFV_Georgia_2007 Domaca svinja Gruzija 2007 11 FR682468
LISBON_60 Divlja svinja Portugalija 1960 I c X84889
Krasnodar_2012 Domaca svinja Rusija 2012 11 11 KJ380910
Rom4 Domaca svinja Rumunija 2018 I1 I1 MK863061.1
ASFV_HU_2018 Divlja svinja Madarska 2018 11 11 MN715134
103483/2018 Divlja svinja Ceska 2018 11 11 MW889888.1
Pol14/Sz Divlja svinja Poljska 2014 I1 I1 KJ627195.1
Tabela 13. Sekvence B602L gena iz NCBI GenBank koris¢ene za poredenje.
Naziv soja Vrsta Zemlja Godina Pristupni broj NCBI
South_Korea/19S5464/wb/2019 Divlja svinja JuZna Koreja 2019 MT300325.1
Orel2015 Divlja svinja Rusija 2015 KY372397
Krasnodar2016 Domaca svinja Rusija 2016 KY372398
RO/SM/2017/CVR Domaca svinja Romanija 2017 MN809122
Pol17_31177_081 Divlja svinja Poljska 2019 MW361944.1
D/ASF/P1/VietNam/2019 Domaca svinja Vijetnam 2019 MW451102.1
D/ASF/P15/VietNam/2020 Domaca svinja Vijetnam 2020 MW451105
Korea/YC1/2019 Divlja svinja JuZna Koreja 2019 ON075797
Korea/HC224/2020 Divlja svinja Juzna Koreja 2020 0P628183
AbkQ7 Domaca svinja Gruzija 2007 JX857523.1
Est16/WB/Tartul?7 Divlja svinja Estonija 2016 MT647531.1
Est15/WB-Tartu39 Divlja svinja Estonija 2020 MT647535.1
Est17/WB/HARJU6 Divlja svinja Estonija 2017 MT647548.1
Khabarovsk 2021/2132 Domaca svinja Rusija 2021 0K358673
Az08B Domaca svinja Azerbejdzan 2008 JX857530
Rostov09 Domaca svinja Rusija 2009 JX857532
Tver0312/Torjo Divlja svinja Rusija 2011 KJ627200
Tver0712/Les Divlja svinja Rusija 2011 KJ627200
Est16/WB/Tartul9 Divlja svinja Estonija 2016 MT647533
Est16/WB/Tartul8 Divlja svinja Estonija 2016 MT647532.1
Est17/WB/Parnull Divlja svinja Estonija 2011 MT647550
Est17/DP/Parnul Domaca svinja Estonija 2017 MT647544
Est17/DP/Parnu2 Domaca svinja Estonija 2017 MT647545
Est17/DP/Parnu3 Domaca svinja Estonija 2017 MT647546
Est17/WB/Parnul2 Divlja svinja Estonija 2011 MT647551
Est17/DP/Parnu4 Domaca svinja Estonija 2017 MT647547
Est17/WB/Parnul3 Divlja svinja Estonija 2017 MT647552
Est17/WB/LANE12 Divlja svinja Estonija 2017 MT647549
Est17/WB/Parnul4 Divlja svinja Estonija 2017 MT647553



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT647550.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=18&RID=RCEM28P7016

Pol14/Sz Divlja svinja Poljska 2014 KJ627206
LT14/1482 Divlja svinja Litvanija 2014 K]627204
LT14/1490 Divlja svinja Litvanija 2014 KJ627205

Bel13/Grodno Domaca svinja Belorusija 2013 KJ627203
Ukr12/Zapo Domaca svinja Ukrajina 2012 JX857535
Sudogda-Vladimir_16 Domaca svinja Rusija 2016 ON098019
Arkhangelsk_16 Domaca svinja Rusija 2016 ON098020
Gorokhovets-Vladimir_17 Divlja svinja Rusija 2017 ON098021
Orel_17-WB/337 Divlja svinja Rusija 2017 ON098022
Krasnodar_07/15 Domaca svinja Rusija 2017 ON098023
Crimea_Martins_01/16-DP Domaca svinja Rusija 2016 ON098024
Sobinka-Vladimir_16-WB Divlja svinja Rusija 2016 ON098025
Anino-Moscow_13-WB Divlja svinja Rusija 2013 ONO098026
Sobinka-Vladimir_15-WB Divlja svinja Rusija 2015 ON098027
Kashino-Tver_13-WB Divlja svinja Rusija 2013 0ON098028
Karamzino-Tver_13-WB Divlja svinja Rusija 2013 ON098029
Shihobalovo-Vladimir_13-WB Divlja svinja Rusija 2013 ON098030
Boguchary-Voronezh_13-DP/2051 Domaca svinja Rusija 2013 ON098031
Volgograd_13-DP/2078 Domacda svinja Rusija 2013 ON098032
Volgograd_13-DP/2059 Domacda svinja Rusija 2013 ON098033
Voronezh_Agro_14-DP Domacda svinja Rusija / ON098034
Grafskoe-Belgorod_14-WB Divlja svinja Rusija 2014 ON098035
Odintsovo_02/14-Moscow_14-WB Divlja svinja Rusija 2014 ON098036
Gribovo-Kaluga_14-WB Divlja svinja Rusija 2014 ON098037
Vasilenki-Kaluga_08/14-WB Divlja svinja Rusija 2014 ON098038
Antonovo-Pskov_14-DP Domacda svinja Rusija 2014 ON098039
Ryazan_15-WB Divlja svinja Rusija 2015 ON098040
Saratov_01/15 Domaca svinja Rusija 2015 ON098041
Guskhrustalny-Vladimir_15-DP Domaca svinja Rusija 2015 ON098042
Ryazan(Autumn)_15-WB Divlja svinja Rusija 2015 ON098043
Bolhovsky-Orel_15-DP Domaca svinja Rusija 2015 ON098044
Kurtnikovo-Moscow_15-DP Domaca svinja Rusija 2015 ON098045
Sashino-Vladimir_15-WB Divlja svinja Rusija 2015 ON098046
Smolensk_15-DP Domaca svinja Rusija 2015 ON098047
Kursk_15-DP Domaca svinja Rusija 2015 ON098048
Sokolckie_Vol-Krasnodar_15-DP Domaca svinja Rusija 2015 ON098049
Orel_15-DP Domaca svinja Rusija 2015 ON098050
Krasnodar_07/17 Domaca svinja Rusija 2017 ON098051
South_Osetia_16/DP/2325 Domaca svinja Rusija 2016 ON098052
Ryazan_03/16 Divlja svinja Rusija 2016 ON098053
Ryazan_07/16-WB Divlja svinja Rusija 2016 ON098054
Shatsky_-_Ryazan_16-DP Domaca svinja Rusija 2016 ON098055
Orel-Mtsensk_16-DP Domaca svinja Rusija 2016 ON098056
Kropotkin-Krasnodar_16-DP Domaca svinja Rusija 2016 ON098057
Crimea_16-WB Divlja svinja Rusija 2016 ON098058
Vrachovo-Moscow_16-DP Domaca svinja Rusija 2016 ON098059
Penza_16-DP Domaca svinja Rusija 2016 ONO098060
Kolchugino-Vladimir_17-DP /5662 Domaca svinja Rusija 2017 ON098061
Sobinka-Vladimir_17-DP/5660 Domaca svinja Rusija 2017 ON098062
Sobinka-_Vladimir_17-DP/328 Domaca svinja Rusija 2017 ON098063
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Omsk_17-DP/5665 Domaca svinja Rusija 2017 ON098064
Vyaznikovski-Vladimir_17-WB/330 Divlja svinja Rusija 2017 ON098065
Irkutsk_17-DP/447 Domaca svinja Rusija 2017 ON098066
South_Osetia_17-DP/2196 Domaca svinja Rusija 2017 ON098067
Crimea_17-WB/470 Divlja svinja Rusija 2017 ON098068
Krasnoyarsk_10/2017 Divlja svinja Rusija 2017 ON098069
Omsk_10/2017 Domaca svinja Rusija 2017 ON098070
Belgorod_10/17 Domaca svinja Rusija 2017 ON098071
Belgorod_12/17 Divlja svinja Rusija 2017 ON098072
Kaliningrad_12/17 Domaca svinja Rusija / ON098073
Kina/GX/201938 / Kina 2019 0M986235
Kina/GX/201933 / Kina 2019 0M986230
Kina/GX/201912 / Kina 2019 0M986209
Kina/GX/201904 / Kina 2019 0M986201

Tabela 14. Sekvence IGR I73R i I329L gena iz NCBI GenBank koris¢ene za poredenje.

Naziv soja Vrsta Zemlja Godina Podgenotip Pristupni broj
NCBI

ASFV/Amur Divlja svinja Rusija 2019 I MW306190

ASFV Georgia Domaca svinja Gruzija 2007 I FR682468
China/Jilin/201 Divlja svinja Kina 2018 I MK189457

Ukr12/Zapo Domaca svinja Ukrajina 2012 I1 KJ620037
Pol18_28298_.0  Domaca svinja Poljska 2017 11 MT847621
Pol17_55892_C  Domaca svinja Poljska 2017 11 MT847620
ASFV_HU_2018 Divlja svinja Madarska 2018 I1 MN715134
China/Guangxi/  Domaca svinja Kina 2019 111 MK670729
Pol19_01529_C Domaca svinja Poljska 2019 11 MT889536
POL18/WBCAS Divlja svinja Poljska 2018 v 0Q030919
Pol19/WB/CAS Divlja svinja Poljska 2019 IV 0Q030929

Tabela 15. Sekvence celih genoma koris¢enih za poredenje sa izolatima iz ove studije

Naziv soja Vrsta Godina Pristupni broj NCBI
ASFV Georgia 2007 /1 Domaca svinja 2007 NC044959
2802/AL/2022 Italy Domaca svinja 2022 ON108571
ASFV Moldova 2017/1 Domaca svinja 2017 LR722599
Pol17_31177_081 Divlja svinja 2017 MT847622
ASFV /Kaliningrad_18/WB-12516 Divlja svinja / 0M966720
ASFV Germany 2020/1 Domaca svinja 2020 LR899193
Belgium/Etalle/wb/2018 Divlja svinja 2018 MK543947
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PRIPREMA PRIMARNE KULTURE TKIVA OD ALVEOLARNIH MAKROFAGA

Alveolarni makrofagi svinja se mogu koristiti kao zamena za krvne monocite svinja jer dele
mnoge zajednicke karakteristike zbog ¢ega predstavljaju odli¢an izbor za in vitro izolaciju
virusa AKS.

Potreban materijal:

Svinja (starija od 3 meseca, 20 do 30 kg),
Anestetik,

Fetalni tele¢i serum (FBS Gibco, ThermoFisher, SAD),
Dimetil sulfoksid (DMSO, ThermoFisher, SAD),
Skalpeli, makaze, kostotom,

Sternalni retraktor,

Hemostatska kleSta i pincete,

Boce od 1 litar,

Heparin (Hemofarm, Srbija),

10. Levak,

11. Boce od 1],

12. Sterilne tube zapremine 50ml,

13. RPMI podloga (RPM], Gibco, ThermoFisher, SAD),
14. Tube of 50 ml (Sarstedt, Numbreht, Nemacka),

15. 96 bunarske ploce (Sarstedt, Numbreht, Nemacka).

O XONUT W

Anestezija i eutanazija Zivotinje:

Anestezija i eutanazija je sprovedena na osnovu Misljenja etiCke komisije za zastitu dobrobiti
Fakulteta veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu (05-3/2023) i ReSenja o odobrenju
sprovodenja ogleda na Zivotinjama pod nazivom ,lzolacija i genska karakterizacija virusa
africke kuge svinja u Srbiji u periodu 2019-2023. godine“ (01-342/2) Ministarstva
poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede, Uprave za veterinu.

Svinja je anestezirana kombinovanim tretmanom sa ketaminom (Bayer, Nemacka) (12 mg/kg),
midazolamom (Bayer, Nemacka) (0,5 mg/kg) i atropinom (Bayer, Nemacka) (0,03 mg/kg). Dok
je eutanazija vrSena u skladu sa dobrobiti odnosno iskrvarenje ubodom u ruc¢noglaveno
arterijsko stablo koje je uobicajena metoda komercijanog klanja ove Zivotinjske vrste.

1. Podrucije sternuma je ociS¢eno 70 % etanolom i napravljen je rez skalpelom do
sternuma.

2. Sternum je iseCen kostotomom.

3. Torakalna Supljina je rasirena retraktorom radi dobijanja pristupa gornjem delu traheje.
Traheja je zatim zatvorena hemostatskim kleStima.

Bronhoalveolarna lavaza:
1. Uklonjena su pluca, srce i duSnik bez skidanja kleme.
2. Odvojeno srce, krvni sudovi i jednjak, a plu¢a su spolja oprana PBS-om.

3. Pluca su napunjana sa 600 ml PBS-a koji sadrZi 10 IU heparina/ml. Ovako napunjena
pluca su masirana da bi se tecnost rasporedila u oba reZnja.

4. Tecnost iz pluca je zatim izlivena u sterilnu bocu (500 ml).

[spiranje pluca je ponovljeno jos dva puta.
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6.

Dobijena tecnost je cuvana na 4 °C do dopremanja u laboratoriju.

Priprema primarne Celijske linije:

1.
2.

Dobijena tecnost je razlivena u tube zapremine 50 ml.

Tube su zatim centrifugirane (MPW Med Instruments, Varsava, Poljska) na 2000 g, na
sobnoj temperaturi (20-24 °C) .

Supernatant je odliven, a ¢elije resuspendovane u PBS-u sa heparinom (10 [U/ml).
[spiranje je ponovljeno jo$ dva puta.

Supernatant je odliven, a beli sloj "pahuljica" na vrhu celijskog peleta je uklonjen uz
lagano meSanje uz izbegavanje odvajanja Celijskog sedimenta koji je sastavljen od
Celijskih ostataka i trombocita.

Celije su resuspendovane u RPMI podlozi sa 10 % svinjskog seruma i 20 IU heparina/ml.

Ocekivan broj alveolarnih celija je 1,5-2 x 109, sa < 10 % eritrocitne kontaminacije (koji
se lako prepoznaju kao manje sferne celije bez jedra). Oko 50 % alveolarnih ¢elija su
makrofagi.

Celije su izbrojane primenom Nauberove komorice, a koncentracija pode$ena na 400
000 ¢elija/100 pl.

Priprema 1 % svinjskih eritrocita u PBS:

1. Izvadeno je 5 mlkrvi svinje u epruvetu sa antikoagulansom.

2. Krv je centrifugirana na 1200 g 3 minuta.

3. Krvna plazma je odlivena i dodato je 10 ml fizioloSkog rastvora.

4. Krvna plazma je centrifugirana na 1200 g 3 minuta.

5. Supernatant je odliven i dodato je 10 ml fizioloSkog rastvora. Postupak je ponovljen jo$
dva puta

6. Suspenzija eritrocita je napravljena dodavanjem odgovarajuce kolic¢ine fizioloSkog
rastvora u suspenziju eritrocita.

Inokulacija:

1. Dobijene ¢elije su razlivene u 96 bunarske ploce u koli¢ini od 100 pl/bunaru.

2. Nakon maturacije ¢elija u trajanju od 24 h, izvrSena je inokulacija sa 10 ul prethodno
pripremljene suspenzije uzoraka (ukupno 22 uzoraka).
Posle 24 h doliveno je 10 pl prethodno pripremljenih svinjskih eritrocita u PBS-u.

4. Celije su posmatrane svakog dana pod svetlosnim mikroskopom (Leica, Nemacka).

Nakon nedelju dana inokulisane celije su zamrznute i odmrznute tri puta, zatim su
negativni uzorci podvrgnuti drugoj pasazi, a pozitivni uzorci (CPE ili HAD) testirani na
prisustvo genoma virusa Aujeckijeve bolesti (Ma i sar. 2008) zbog diferencijalne
dijagnostike.
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PRIPREMA PRIMARNE KULTURE TKIVA OD LEUKOCITA SVINJA

Za pripremu kulture tkiva koriscen je sledec¢i materijal

1.
2.
3.

© PN G

Svinje starije od 3 meseca, 20 do 30 kg,

70 % etanol,

Staklene boce od 100 ml sa antikoagulansom i antibioticima (40 IU/ml heparina, 100
[U/ml penicilina, 0,1 mg/ml streptomicina),

Sterilne tube zapremine 50ml,

Fosfatni puferski rastvor (PBS),

Svinjski serum sa heparinom,

Pufer za razgradnju eritrocita (0, 83 % amonijum hlorid u destilovanoj vodi),
Minimalni esencijalni medijum za Celijske linije (RPMI),

Atraumatske igle (22 G),

10 UZad za vezivanje Zivotinja,
11. Inkubator na 37 °C,
12. Centrifuga sa hladenjem.

Uzorkovanje krvi:

1.

2.
3.

4,

Zivotinja je poloZena u ledni poloZaj, imobilizirana pomoé¢u uzadi, drZeéi glavu ne
previse zategnutu unazad kako bi se omogucio protok vazduha kroz traheju.

Podrucije sternuma je dezinfikovano 70 % etanolom.

Ubod u krvni sud je vrSen atraumatskom iglom veli¢ine 23 G (Gauge, eng.) blizu prvog
rebra na sternumu pod uglom od 30°.

Napredovanje igle u krvni sud je zaustavljeno po prvoj pojavi krvi u Spricu. Zatim je uzeta
krv (50 ml) u staklenu bocu od 100 ml u koju je prethodno naliven antikoagulans i
antibiotik (40 IU/ml heparina, 100 IU/ml penicilina i 0,1 mg/ml streptomicina).

Boca sa krvlju je blago promeSana i nagnuta pod uglom od 45° u trajanju od 60 minuta
na temperaturi od 37 °C radi sedimentacije vec¢ine crvenih krvnih zrnaca.

Gornja faza bogata leukocitima je pazljivo sakupljena u bocu od 100 ml i pomesSana sa tri
puta vecom zapreminom (75 ml) PBS-a koji sadrZzi 20 IU heparina/ml.

Celije su centrifugirane 5 minuta na 1000 g na sobnoj temperaturi, a zatim je supernatant
odliven.

Celije su resuspendovane u tri puta veéoj zapremini (75 ml) PBS-heparina i ispitanje je
ponovljeno jo$ dva puta.

Razgradnja eritrocita:

1.

Celijski pelet je resuspendovan na ledu u 0,1 % zapremine (2,5 ml) ohladenog PBS-a (4
°C) sa 5 % svinjskog seruma i dodato je 0,025 % zapremine (0,6 ml) pufera za razgradnju
eritrocita uz blago meSanje.

Nakon 4 do 5 minuta razgradnja eritrocita je posmatrana zamucenjem rastvora.
Leukociti su sakupljeni nakon centrifugiranja u trajanju od 5 min na 1000 g, na
temperaturi od 4 °C.

Ostaci eritrocita isprani su dva puta resuspendovanjem celija u 5 ml DMEM-a sa 5 %
svinjskog seruma i 20 IU heparina/ml i centrifugiranjem 5 min na 1000 gi 4 °C.

Poslednji Celijski pelet je resuspendovan u 6 ml DMEM-a sa 10 % svinjskog serumai 20
U heparina/ml.
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5. Na ovaj nacin se uobicajeno dobije oko 20x10¢ leukocita/ml, od kojih je oko 6 %
monocita.

6. Ovako pripremljenje Celije se mogu zamrzavati ili odmah koristiti.

Inokulacija:

1. Dobijene cCelije su razlivene u 96 bunarske ploce u koli¢ini od 100 pl. Optimalna
koncentracija po bunaru iznosi 300 000 leukocita.

2. Nakon maturacije leukocita u trajanju 24-48 h, ¢elije su inokulisane sa 10 pl prethodno

pripremljene suspenzije uzoraka (ukupno 20 uzoraka).

Posle 24 h doliveno je 10 pl prethodno pripremljenih svinjskih eritrocita u PBS.

4. Inokulisane celije su posmatrane svakog dana pod svetlosnim mikroskopom radi
pracenja pojave hemadsorpcionog i/ili citopatogenog efekta.

5. Nakon nedelju dana celije su zamrznute i odmrznute tri puta, a negativni uzorci
stavljeni na drugu pasazu. Uzorci okarakterisani kao pozitivni su testirani real time PCR
metodom u cilju iskljucivanja infekcije virusom Aujeckijeve bolesti (Ma i sar. 2008).

w

STATISTICKA OBRADA PODATAKA:

Broj uzoraka po okrugu i vrsti je odreden upotrebom platforme Epitools (Ausvet, Australija,
https://epitools.ausvet.com.au/randomnumbers) i primenom opcije nasumi¢nog izbora
uzoraka iz okvira uzorkovanja.

Prostorno-vremenska analiza i izrada mapa je izvrSena upotrebom DIVA-GIS
(https://www.diva-gis.org/) i SaTScan (https://www.satscan.org/) programskih paketa.
Koordinate koriS¢ene u analizi kao i za izradu mapa su dobijene od Republicke veterinarske
inspekcije.

Za prostorno vremensku analizu koriS¢en je programski paket SatScan na sledec¢i nacin: kreiran
je CaseFile; uzorcima su dodeljeni generisani Id brojevi; kreiran je dokument sa podacima o
geografskoj Sirini i duzini za svaki uzorak; period proucavanja (Study period, eng.) je podeSen
od 2020. do 2023. godine; vremenska preciznost (Time precision, eng.) je podeSena na godinu
dana; izabran je prostorno-vremenski (Space-Time, eng.) tip analize; model verovatnoce je
podeSen na prostorno-vremensku permutaciju (Space-time permutation, eng.); nacin
skeniranja je podeSen na visoke stope (High rates, eng.); simulacija za izrac¢unavanje p vrednosti
je podesena na Monte-Karlo metod zasnovan na hipotezi nulte raspodele tj. odsustvu Kklastera.
Kriterijum za sekundarne klastere je podeSen tako da nema centra jednog klastera u drugom
klasteru. Uzorci iz 2019. godine nisu koriS¢eni u analizi zato Sto nije bilo pozitivnih uzorka kod
divljih svinja.
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REZULTATI

Od 454 uzorka koji su reagovali pozitivno na real time PCR izabrano je 95 uzoraka sa Ct
vrednoScu ispod 25 za sekvenciranje i filogenetsku analizu (Mapa 1.). Od 95 ispitanih uzoraka,
kod 64 (67,4 %) uzorka uspesno su amlifikovana i sekvencirana sva €etiri molekularna markera
(Tabela 16). 0d 95 ispitanih uzoraka kod 5 (5,3 %) uspesno su amplifikovana i sekvencirana tri
dela genoma (B646L, E183L i B602L). Od 95 ispitanih uzoraka kod 11 (11,6 %) uspesno su
amplifikovani i sekvencirani B646L i E183L delovi genoma, a kod tri (3,2 %) uzorka uspesno
su amplifikovani i sekvencirani samo B646L i B602L gen, takode kod tri (3,2 %) uzorka uspeSno
su amplifikovani i sekvencirani samo E183L i B602L geni. Od 95 ispitanih uzoraka kod dva (2,1
%) je izvrSena samo amplifikacija i sekvenciranje B646L gena, kod 6 (6,3 %) je izvrSena
amplifikacija i sekvenciranje samo E183L gena, kod 1 (1,1 %) je izvrSena amplifikacija i
sekvenciranje samo B602L gena.

Mapa Srbije sa prikazanim pozitivhim uzorcima izabranjim za sekvenciranje poreklom od domac¢ih i divlji svinja.
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Legenda

® Pozitivni uzorci izabrani za sekvenciranje poreklom od domacéih i divlji svinja.
100 km

] Okruzi u kojima su detektovani pozitivni uzorci domaéih i divljih svinja.

[ okruzi u kojima nisu detektovani pozitivni uzorci domacih i divljih svinja.

Mapa 1. Mapa Srbije sa prikazanim pozitivnim uzorcima izabranim za sekvenciranje poreklom
od domacih i divljih svinja u periodu od 2019. do 2023. godine.

Tabela 16. Spisak sekvenciranih uzoraka sa pristupnim brojevima u NCBI.
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. ] Pris'tupni Pris.tupni Pristupni broj Pristupni broj
Naziv soja Vrsta Okrug broj NCBI broj NCBI NCBI B602L NCBI IGR
B646L gen E183lgen gen
SRB/2020/1 Divlja svinja Pirotski 0Q336124 0Q335972 0Q336062 0Q336193
SRB/2020/13 Divlja svinja Borski 0Q336125 0Q335973 0Q336063 0Q336194
SRB/2020/27 Divlja svinja Nisavski 0Q336126 0Q335974 0Q336115 0Q336207
SRB/2020/46 Divlja svinja Zajecarski 0Q336127 0Q335975 0Q336088 0Q336195
SRB/2020/78 Divlja svinja Zajecarski 0Q336128 0Q335976 0Q336119 0Q336216
SRB/2020/80 Divlja svinja Borski 0Q336129 0Q335977 0Q336120 0Q336244
SRB/2021/157 Divlja svinja Zajecarski 0Q336130 0Q335978 0Q336074 0Q336217
SRB/2020/166 Divlja svinja Zajecarski 0Q336132 0Q335979 0Q336066 0Q336218
SRB/2020/167 Domaca svinja Borski 0Q336133 0Q335980 0Q336076 0Q336209
SRB/2020/168 Domaca svinja Nisavski 0Q336134 0Q335981 0Q336077 0Q336210
SRB/2020/175 Domaca svinja Jablanicki 0Q336135 0Q335982 0Q336078 0Q336211
SRB/2022/181 Divlja svinja Borski 0Q336136 0Q335984 0Q336079 0Q336213
SRB/2021/190 Divlja svinja Zajecarski 0Q335985
SRB/2022/202 Domaca svinja Borski 0Q335986
SRB/2020/355 Divlja svinja Jablanicki 0Q336137 0Q335987
SRB/2020/356 Domaca svinja Jablanicki 0Q336138 0Q335988 0Q336084
SRB/2021/429 Divlja svinja NiSavski 0Q336139 0Q335989 0Q336086 0Q336221
SRB/2020/525 Domaca svinja Borski 0Q336140 0Q335990 0Q336090 0Q336226
SRB/2020/585 Divlja svinja Rasinski 0Q336141 0Q335991 0Q336095 0Q336222
SRB/2020/611 Domaca svinja Borski 0Q336142 0Q335992 0Q336100 0Q336253
SRB/2022/777 Divlja svinja Branicevski 0Q336131 0Q335993 0Q336118 0Q336250
SRB/2020/833 Divlja svinja Zajecarski 0Q336145 0Q335994 0Q336122 0Q336245
SRB/2020/931 Divlja svinja Rasinski 0Q336146 0Q335995 0Q336092 0Q336249
SRB/2022/962 Domaca svinja Juznobanatski 0Q336147 0Q335996 0Q336080 0Q336247
SRB/2022/963 Domaca svinja JuZnobanatski 0Q336148 0Q335997 0Q336108 0Q336248
SRB/2022/1041 Divlja svinja Branicevski 0Q336003 0Q335998
SRB/2022/1044 Domaca svinja Podunavski 0Q336149 0Q335999 0Q336064 0Q336198
SRB/2020/1116 Divlja svinja Branicevski 0Q336150 0Q336000 0Q336067 0Q336223
SRB/2022/1238 Divlja svinja Branicevski 0Q336151 0Q336001 0Q336071 0Q336204
SRB/2021/1261 Domaca svinja Pomoravski 0Q336152 0Q336002 0Q336072 0Q336205
SRB/2022/1520 Domaca svinja Pomoravski 0Q336143 0Q336004 0Q336073 0Q336206
SRB/2021/1641 Divlja svinja Borski 0Q336153 0Q336005 0Q336075 0Q336208
SRB/2022/2013 Divlja svinja Jablanic¢ki 0Q336154 0Q336006 0Q336111 0Q336196
SRB/2022/2068 Divlja svinja Branicevski 0Q336156 0Q336007 0Q336070 0Q336215
SRB/2021/2217 Divlja svinja Branicevski 0Q336157 0Q336008 0Q060635
SRB/2021/2218 Divlja svinja Branicevski 0Q060619 0Q336003
SRB/2021/2328 Divlja svinja Pirotski 0Q060621 0Q336009 0Q060637 0Q336219
SRB/2021/2292 Domaca svinja Rasinski 0Q060620 0Q060636
SRB/2022/2346 Divlja svinja Borski 0Q336158 0Q336010
SRB/2021/2352 Domaca svinja Pomoravski 0Q336159 0Q336011 0Q336082 0Q336220
SRB/2021/2401 Divlja svinja Rasinski 0Q060622 0Q336012 0Q060638 0Q336197
SRB/2021/2347 Domaca svinja Rasinski 0Q060623 0Q336013 0Q060639 0Q336256
SRB/2021/2651 Domaca svinja Rasinski 0Q060625 0Q336014 0Q060641 0Q336255
SRB/2021/2837 Domaca svinja Borski 0Q060626 0Q336015 0Q060642 0Q336212
SRB/2021/3314 Domaca svinja ZajecCarski 0Q336160 0Q336016 0Q336083 0Q336224
SRB/2021/3391 Domaca svinja Zajecarski 0Q060627 0Q335983 0Q060643 0Q336254
SRB/2021/3392 Divlja svinja JuZnobanatski 0Q060628 0Q336017 0Q060644 0Q336214
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SRB/2021/3449 Domaca svinja Pcinjski 0Q060629 0Q336018 0Q060645 0Q336251
SRB/2020/4433 Domaca svinja Pirotski 0Q336161 0Q336019

SRB/2020/4435 Domaca svinja Pirotski 0Q336162 0Q336020 0Q336087 0Q336225
SRB/2021/5003 Divlja svinja Branicevski 0Q060624 0Q336021

SRB/2021/5005 Domaca svinja Branicevski 0Q336022 0Q336090

SRB/2021/5431 Domaca svinja Branicevski 0Q336192 0Q336093

SRB/2022/5844 Domaca svinja Pcinjski 0Q336163 0Q336023 0Q336094 0Q336227
SRB/2019/5943 Domaca svinja Grad Beograd 0Q336169 0Q336024 0Q336096 0Q336229
SRB/2019/5945 Domaca svinja Grad Beograd 0Q336170 0Q336025 0Q336097 0Q336230
SRB/2019/5974 Divlja svinja JuZnobanatski 0Q336171

SRB/2019/6022 Domaca svinja Grad Beograd 0Q336144 0Q336026 0Q336098 0Q336231
SRB/2019/6034 Domaca svinja Grad Beograd 0Q336168 0Q336027 0Q336099 0Q336232
SRB/2022/6177 Domaca svinja Juznobanatski 0Q336028 0Q336101

SRB/2022/6203 Domaca svinja JuZnobanatski 0Q336172 0Q336029 0Q336103 0Q336233
SRB/2022/6252 Domaca svinja Nisavski 0Q336173 0Q336030 0Q336104 0Q336201
SRB/2022/6298 Domaca svinja Branicevski 0Q336031

SRB/2021/6310 Divlja svinja Podunavski 0Q336174 0Q336032 0Q336085 0Q336234
SRB/2019/6314 Divlja svinja Grad Beograd 0Q336175 0Q336033 0Q336105 0Q336235
SRB/2021/6347 Divlja svinja Borski 0Q336176 0Q336034 0Q336106 0Q336236
SRB/2022/6429 Domaca svinja Zajecarski 0Q336177 0Q336036 0Q336107 0Q336237
SRB/2021/6455 Divlja svinja NiSavski 0Q060630 0Q336037 0Q060646 0Q336238
SRB/2022/6457 Divlja svinja Branicevski 0Q336038

SRB/2021/6511 Domaca svinja Jablanicki 0Q060631 0Q336039 0Q060647 0Q336252
SRB/2021/6535 Domaca svinja JuZnobanatski 0Q336178 0Q336040 0Q336109 0Q336200
SRB/2022/6719 Divlja svinja JuZnobanatski 0Q336179 0Q336041 0Q336110 0Q336239
SRB/2019/6759 Domaca svinja Srednjebanatsk 0Q336180 0Q336042 0Q336113 0Q336228
SRB/2022/6759 Domaca svinja Juznobanatski 0Q336181 0Q336043 0Q336112 0Q336240
SRB/2022/6760 Domaca svinja JuZnobanatski 0Q336182 0Q336044 0Q336081 0Q336205
SRB/2021/6828 Divlja svinja JuZnobanatski 0Q336183 0Q060624

SRB/2022/6896 Domaca svinja JuZnobanatski 0Q336184 0Q336045 0Q336114 0Q336241
SRB/2020/7511 Domaca svinja Rasinski 0Q336164 0Q336047 0Q336116 0Q336242
SRB/2020/7512 Domaca svinja Rasinski 0Q336165 0Q336048 0Q060640

SRB/2020/7513 Domaca svinja Rasinski 0Q336166 0Q336049 0Q336117 0Q336243
SRB/2021/8063 Domaca svinja Podunavski 0Q336050 0Q336121

SRB/2020/8897 Domaca svinja Branicevski 0Q336185 0Q336051

SRB/2020/9481 Domaca svinja Podunavski 0Q336186 0Q336052

SRB/2020/9610 Domaca svinja Podunavski 0Q336187 0Q336053

SRB/2020/11049 Divlja svinja Zajecarski 0Q336188 0Q336054 0Q336065
SRB/2020/11051 Divlja svinja Zajecarski 0Q336055

SRB/2021/11631 Domaca svinja Nisavski 0Q336189 0Q336056 0Q336068
SRB/2020/11700 Domaca svinja Borski 0Q336167 0Q336057

SRB/2021/11754 Domaca svinja Branicevski 0Q336190 0Q336058 0Q336069 0Q336199
SRB/2021/11912 Divlja svinja Branicevski 0Q336089
SRB/2021/12082 Divlja svinja Péinjski 0Q336059

SRB/2021/12220 Divlja svinja Branicevski 0Q060632 0Q336060 0Q060648 0Q336202
SRB/2021/12229 Divlja svinja Branicevski 0Q060633 0Q336061 0Q060649 0Q336203
SRB/2021/12236 Divlja svinja Branicevski 0Q060634 0Q060650
SRB/2021/12082 Divlja svinja Branicevski 0Q336191
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FILOGENETSKA ANALIZA C-TERMINALNOG DELA B646L GENA

Sekvence iz ove studije su poredene sa drugim sekvencama iz NCBI baze podataka (tabela 11).
Nukleotidne sekvence su deponovane u banku gena Nacionalnog centara za biotehnoloske
informacije (NCBI GenBank, Maryland, SAD) pod brojevima 0Q336124-0Q336192 i
0Q060619-0Q060634 (tabela 16).

Filogenetskom analizom je utvrdeno da svi uzorci AKS iz Srbije pripadaju genotipu II ¢iji je
referentni predstavnik soj Georgia 2007 /1 (FR682468.2) (slika 3).
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Slika 3. Na slici su prikazani filogenetski odnosi izmedu parcijalnih B646L sekvenci iz ove studije
(0Q336124-0Q336192 i 0Q060619-0Q060634) i drugih sojeva preuzetih iz NCBI baze podataka
(tabela 11). Analiza je izvedena u MEGA X softveru primenjujuci algoritam Maksimalne
Verovatnoce i Jukes-Cantor model, sa 1000 ,,bootstrap” ponovaka. Vrednosti manje od 70 nisu
prikazane.

FILOGENETSKA ANALIZA E183L GENA

0d 95 sekvenciranih sojeva, dobijeno je 89 (93,7 %) sekvenci visokog kvaliteta. Sekvence
analizirane u ovoj studiji (0Q335972-0Q336061) (tabela 16) su poredene sa odgovaraju¢im
sekvencama iz NCBI baze podataka (tabela 12). Sekvence AY261360, AY261362, AY261363,
AY261364, AY261366, FJ174420, F]J174421, FJ174422, F]J174425, F]J174430, FR682468 i
X84889 su dodate kao sekvence koje predstavljaju razliCite podgenotipove koji se mogu
diferencirati sekvenciranjem E183L gena i predstavljaju sekvence izvan grupe genotipova l, V,
VIII, X. Genskom analizom nisu ustanovljene mutacije u ovom delu genoma kod lokalnih sojeva,
a svi sojevi AKS sojevi su grupisani unutar genotipa II (Slika 4).
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Slika 4: Filogenetsko stablo na osnovu E183L sekvenci iz ove studije (0Q335972—0Q336061) i
sekvenci preuzetih iz NCBI baze podataka (tabela 12). Analiza je izvedena u MEGA X softveru
koriséenjem algoritma Maksimalne Verovatnoce i Jukes-Cantor model. U analizu je ukljuceno

1000 bootstrap ponovaka i uniformna brzina izmedu mesta Gama distribucije (+ G) sa 5
kategorija brzine. Vrednosti niZze od 70 nisu prikazane. Sojevi iz ove studije su obeleZeni crnim
tackama

FILOGENETSKA ANALIZA CVR UNUTAR B602L GENA

Od 95 uzoraka, visoko-kvalitetne sekvence CVR regiona B602L gena dobijene su za 76 sojeva
(80 %). Sekvence su deponovane u NCBI GenBank pod pristupnim brojevima 0Q336062-
0Q33612310Q060635-0Q060650 (tabela 16). CVR sekvence dobijene iz sojeva u ovoj studiji
su poredene sa 104 sekvence genotipa II virusa AKS preuzete iz NCBI baze podataka (Tabela
11). Filogenetskom analizom se na osnovu B602L gena moZe razlikovati Sest podgrupa virusa
(Slika 5). Sojevi iz ove studije svrstavaju se u Cetiri razli¢ite podgrupe. Vecéina sojeva je
grupisana zajedno sa referentnim sojem ASFV Georgia 2007/1 (podgrupa I). Soj
SRB/2021/5431 pripada zasebnoj podgrupi (podgupa II). Ostali sojevi iz ove studije sa
promenom T318A grupisani su u podgrupu IlIl. Tri soja iz ove studije su grupisana u podgrupu
IV.

ANALIZA MUTACIJA B602L GENA

Od 76 sekvenci koje su koriS¢ene u analizi B602L gena, kod 16 (21.1 %) je ustanovljena
sinonimna mutacija T318A u okviru B602L gena. Kod soja SRB/2020/7511 pronadene su tri
promene nukleotida. Jedna od njih je sinonimna T318A4, dok je druga nesinonimna G522A $to
je rezultiralo u promeni aminokiseline Met184Ile u aminokiselinskoj sekvenci B602L gena.
Treca nesinonimna promena T583A je dovela do promene Cis195Ser aminokiselinske sekvence
B602L gena. Ove promene su prikazane na slici 5. Zamena metionina izoleucinom i cisteina
serinom u soju SRB/2020/7511 nije dovela do promene polariteta bo¢nog lanca aminokiseline.
Kod SRB/2021/5431 ustanovljene su dve nukleotidne promene, sinonimna T572A i
nesinonimna T642C promena nukleotida Sto je rezultiralo Asn191Val u aminokiselinskoj
sekvenci. Zamena asparaginske amino kiseline valinom u SRB/2021/5431 dovela je do
promene polariteta boCnog lanca proteina (slika 6). Ostalih 60 sojeva je u potpunosti
podudarno sa referentnim sojem ASFV Georgia 2007/1 (FR682468.2).
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Slika 5. Filogenetsko stablo na osnovu B602L gena lokalnih sojeva (0Q336062-0Q336123 i

0Q060635-0Q060650) i sekvenci preuzetih iz NCBI (Tabela 13.). Za analizu je koris¢en
algoritam maksimalne verodostojnosti i Jukes-Cantor model u softveru MEGA X. Anal
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Slika 6. A) Promene nukleotida (nt) unutar CVR parcijalnog B602L gena. Sekvence su poredene
sa referentnim sojem ASFV Gruzija 2007/1. Formirane su razlicite grupe na osnovu promena
koje su ustanovljene u parcijalnim sekvencama B602L gena. Ukupno je osam razli¢itih grupa

koje su obojene razli¢itim bojama.

B) Promene aminokiselina (ak) unutar CVR parcijalne B602L aminokiselinske sekvence u
poredenju sa referentnim sojem ASFV Gruzija 2007/1.

ANALIZA MUTACIJA IZMEDU 173R 1 1329L GENA

0d 64 sekvence koris¢ene u analizi, kod sedam (10,9 %) sekvenci je zabeleZena insercija 245T,
dok je kod Sest (9,4 %) zabeleZena nesinonimna mutacija C54A. Kod 63 (98,6 %) sekvence
zabeleZno je prisustvo tri ponavljaju¢a ,TATATAGGAA" segmenta Sto omogucava klasifikaciju

ovih sojeva u IGR II grupu, a kod soja SRB 2022 /777 prisustvo cCetiri ,TATATAGGAA" segmenta
Sto omogucava klasifikaciju ovog soja u IGR - III grupu (Slika 7).
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Slika 7. Poredenje svih podgenotipa IGR 173R i I329L gena (I-1V) sa sekvencama preuzetim iz NCBI (Tabela 14.) Crvenom bojom je oznacen soj SRB
2022/777 koji pripada podgenotipu IGR II1.
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FILOGENETSKA ANALIZA CELIH GENOMA

Od svih pet uzoraka koji su izabrani za sekvenciranje celog genoma dobijene su visoko
kvalitetne sekvence. Sekvence su deponovane u NCBI GenBank i dodeljeni su im
pristupni brojevi OR660695 - OR660699. Sekvence dobijene u ovoj studiji su poredene
sa 7 sekvenci celih genoma preuzetih iz NCBI (tabela 15). Filogenetskom analizom se
mogu razlikovati tri podgrupe sojeva. Sojevi NC044959, ON108571, LR722599
pripadaju prvoj podgrupi, sojevi MT847622, MT847622, LR899193 se izdvajaju u drugu
podgrupu, dok su se sojevi iz ove studije izdvojili u tre¢u podgrupu zajedno sa
MK543947 sojem (slika 8). Distance sekvenci celih genoma koriS¢enih u filogenetskoj
analizi date su u tabli 17.
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Slika 8. Filogenetsko stablo konstruisano na osnovu celih genoma lokalnih sojeva (OR660695-
99) i sekvenci preuzetih iz NCBI (tabela 13.) koris¢enjem algoritma maksimalne verodostojnosti
i Tamura-Nei modela u softveru MEGA X. Analiza je ukljucivala 1000 bootstrap replikacija i
uniformnu stopu medu mestima Gama raspodele (+ G) sa 5 kategorija stopa. Vrednosti niZe od
60 nisu prikazane. Sekvence iz Srbije su oznacene crnim tackama.
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ANALIZA SEKVENCI CELOG GENOMA VIRUSA AKS

Analizom nukleotidnih sekvenci celih genoma ustanovljene su promene u razli¢itim genima u
odnosu na nukleotidnu sekvencu referentnih sojeva NC044959 (ASFV Georgia 2007/1) i
LR899193 (ASFV Germany 2020/1).

Analizom soja OR660695 (SRB 6511/21) ustanovljenje su slede¢e promene:

1.

Cetiri nesinonimne mutacije u okviru ACD00190 genaito T12577A, A12578T, G12580A4,
A12581G koje su dovele do promene i to Tyr6lle i SerSLeu u kodiraju¢em delu
ACD00190 gena. Promena aminokiseline tirozin u izoleucin ne dovodi do promene u
polaritetu lanca, iako tirozin ima fenolnu strukturu u svom bo¢nom lancu, dok izoleucin
nema. Promena serina u leucin dovodi do promena polariteta buduci da je serin polarna
aminokiselina sa hidroksilnom grupom u bo¢nom lancu, a leucin nepolarna hidrofobna
aminokiselina.

Nesinonimna mutacija u okviru ACD00210 genaito C13596T koja je dovela do promene
u aminokiselinskom nizu i to Ser43Pro u kodiraju¢em delu ADC00210 gena. Promena
serina u prolin ¢ini promenu polarne aminokiseline sa hidroksilnom grupom u bo¢nom
lancu u nepolarnu aminokislinu sa ciklicnom strukturom u bo¢nom lancu.

Sinonimna mutacija u okviru NP1450L gena i to G133527A koja ne dovodi do promene
u aminokiselinskom nizu.

Nesinonimna mutacija u okviru 1215L gena T174906C koja rezultira promenom u
Glu80Gly u kodiraju¢em delu gena. Promena glutamina u glicin moZe rezultirati
promenom u naelektrisanju aminokiselinskog lanca s obzirom da je glutamin polarna
nenaelektrisana aminokiselina, a glicin nepolarna alifati¢na aminokiselina.

Delecija niza “TTTTTCAGTAGTGA”129301-129314 u okviru gena 0174L.

Sinonimna mutacija C186895T u okviru MGF 360-19Ra gena praena promenom
Ala213Val.

Analizom soja OR660696 (SRB 6314/19) ustanovljenje su slede¢e promene:

Insercija na poziciji 12522A sa promenom Ile9Leu u kodiraju¢em delu gena ACD00190.
Cetiri nesinonimne mutacije u okviru ACD00190 genaito T12577A, A12578T, G12580A4,
A12581G koje su dovele do promene u nizu i to Tyr6lle i Ser5Leu u kodiraju¢em delu
ACDO00190 gena. Promena aminokiseline tirozin u izoleucin ne dovodi do promene u
polaritetu aminokiselinskog lanca, iako tirozin ima fenolnu strukturu u svom bo¢nom
lancu, dok izoleucin nema. Promena serina u leucin dovodi do promena polariteta s
obzirom da je serin polarna aminokiselina sa hidroksilnom grupom u bo¢nom lancu, a
leucin nepolarna hidrofobna aminokiselina.

Nesinonimna mutacija u okviru ACD00210 genaito C13596T koja je dovela do promene
u aminokiselinskom nizu i to Ser43Pro u kodiraju¢em delu ADC00210 gena. Promena
serina u prolin ¢ini promenu polarne aminokiseline sa hidroksilnom grupom u bo¢nom
lancu u nepolarnu sa cikli¢cnom strukturom u bo¢nom lancu.

Sinonimna mutacija u okviru NP1450L gena i to G133527A koja ne dovodi do promene
u aminokiselinskom nizu.

Nesinonimna mutacija u okviru 1215L gena T174906C koja rezultira promenom u
Glu80Gly u kodirajuéem delu gena. Promena glutamina u glicin moZe rezultirati
promenom u naelektrisanju aminokiselinskog lanca s obzirom da je glutamin polarna
nenaelektrisana aminokiselina, a glicin nepolarna alifaticna aminokiselina.
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6.

7.

Nesinonimna mutacija C186895T u okviru MGF 360-19Ra gena pra¢ena promenom
Ala213Val.
Poli C insercija na poziciji 15672-15676 u intergenskom regionu.

Analizom soja OR660697 (SRB 167/20) ustanovljenje su slede¢e promene:

1.
2.

Potpuna delecija gena L60L 5273del5413.

Nesinonimna mutacija u okviru ACD00210 genaito C13596T koja je dovela do promene
u aminokiselinskom nizu i to Ser43Pro u kodiraju¢em delu ADC00210 gena. Promena
Serina u Prolin ¢ini promenu polarne aminokiseline sa hidroksilnom grupom u bo¢nom
lancu u nepolarnu sa ciklicnom strukturom u bo¢nom lancu.

Nesinonimna mutacija u okviru K145R gena i to A66065G koja je dovela do promene u
aminokiselinskom nizu i to [le157Met.

Sinonimna mutacija u okviru NP1450L gena i to G133527A koja ne dovodi do promene
u aminokiselinskom nizu.

Nesinonimna mutacija u okviru 1215L gena T174906C koja rezultira promenom u
Glu80Gly u kodiraju¢em delu gena. Promena glutamina u glicin moZe rezultirati
promenom u naelektrisanju aminokiselinskog lanca s obzirom da je glutamin polarna
nenaelektrisana aminokiselina, a glicin nepolarna alifati¢na aminokiselina.

Delecija u nekodiraju¢em delu na mestima 11919-11948, 17787-17850, 21796-21802,
45134-451591165144-165200.

Analizom soja OR660698 (SRB 6759/19) ustanovljenje su slede¢e promene:

1.

2.

Insercija Poly CCCC regiona na poziciji 14123-141238 u okviru MGF 110-114 proteina
koja je rezultirala promenom u aminokiselinskom nizu sa insercijom dva 63Glu 64Glu .
Nesinonimna mutacija u okviru E120R gena koja rezultira promenom Leu75Pro u
kodiraju¢em delu gena.

Analizom soja OR660699 (SRB 7540/22) ustanovljenje su sledece promene:

1.

Nesinonimna mutacija u okviru gena ACD 00210 C13591T koja rezultira promenom u
Pro39Ser u kodiraju¢em delu genoma. Zbog specifi¢ne ciklicne strukture bo¢nog lanca
prolina koja ograni¢ava rotaciju izmedu N i C veze, prolin Cesto zauzima mesta na kojima
se aminokiselinski lanac savija. Stoga bi zamena prolina serinom mogla uticati na nacin
savijanja proteinskog lanca i potencijalno izazvati promene u njegovoj strukturi.
Nesinonimna mutacija u okviru 505-4R gena A38237G koja rezultira promenom u
Asp252Glu u kodiraju¢em delu genoma. Asparagin je kisela aminokiselina sa negativno
naelektrisanim boc¢nim lancem, dok je glicin nepolarna aminokiselina bez
naelektrisanja. Ova promena moZe uticati na ukupno naelektrisanje proteina i mogla bi
da utice na interakcije proteina s drugim proteinima ili sa ligandima.

Nesinonimna mutacija u okviru gena MGF 505-9R A43875G koja rezultira promenom
[le58Val u kodiraju¢em delu genoma. [ako su izoleucin i valin hidrofobne aminokiseline
koje se obi¢no nalaze u unutrasnjosti proteina, izoleucin poseduje neznatno veci boc¢ni
lanac. Ova zamena moZe prouzrokovati blagu promenu u lokalnom prostornom
rasporedu molekula.

Sinonimna mutacija u okviru NP1450L gena i to G133527A koja ne dovodi do promene
u aminokiselinskom nizu.

Nesinonimna mutacija u okviru 1215L gena T174906C koja rezultira promenom u
GluB0Gly u kodiraju¢em delu gena. Promena glutamina u glicin moZe rezultirati
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promenom u naelektrisanju aminokiselinskog lanca s obzirom da je glutamin polarna
nenaelektrisana aminokiselina, a glicin nepolarna alifaticna aminokiselina.
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Tabela 17. Distance sekvenci celih genoma koriséenih u filogenetskoj analizi.

LR722599 NC044959 | ON108571 OR660695 | OR660696 OR660698 = OR660699 OR660697 [IMK5439471 O0M966720 | MT847622 ||LR899193"
LR722599 99.99 99.98 99.75 99.80 99.99 99.80 99.85 99.49 99.99 99.99 99.98
NC044959  99.99 99.98 99.75 99.79 99.98 99.80 99.84 99.48 99.98 99.98 99.97
ON108571  99.98 99.98 99.74 99.79 99.98 99.80 99.84 99.48 99.98 99.97 99.97
OR660695  99.75 99.75 99.74 99.94 99.94 99.94 99.61 99.61 99.93 99.93 99.74
OR660696  99.80 99.79 99.79 99.94 99.99 99.98 99.66 99.66 99.98 99.97 99.78
OR660698  99.99 99.98 99.98 99.94 99.99 99.99 99.84 99.70 99.98 99.98 99.97
OR660699  99.80 99.80 99.80 99.94 99.98 99.99 99.66 99.66 99.98 99.98 99.78
OR660697  99.85 99.84 99.84 99.61 99.66 99.84 99.66 99.34 99.85 99.84 99.85
PMK543947) 99.49 99.48 99.48 99.61 99.66 99.70 99.66 99.34 99.99 99.98 99.47
OM966720  99.99 99.98 99.98 99.93 99.98 99.98 99.98 99.85 99.99 99.99 99.98
MT847622 99.99 99.98 99.97 99.93 99.97 99.98 99.98 99.84 99.98 99.99 99.99
L LR899193 99.98 99.97 99.97 99.74 99.78 99.97 99.78 99.85 99.47 99.98 99.99

Na tabeli 17. su prikazane distance celih genoma koris$éenih u filogenetskoj analizi. 0znake uzoraka se nalaze u prvom redu i prvoj koloni. Svaki
uzorak je ozna¢en drugom bojom. Vrednosti su oznacene brojevima od 0 do 100. Sto je vrednost visa, sli¢nost izmedu sojeva je visa.
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REZULTATI IZOLACIJE VIRUSA AKS NA PRIMARNO]J KULTURI TKIVA POREKLOM OD
ALVEOLARNIH MAKROFAGA

Od 22 inokulisana uzorka virusa AKS, u prvih 24 sata izolovano je 10 uzoraka (45,5 %) sa
efektom hemadsorpcije (Slika 9-11). Nakon 48 sati, broj izolovanih uzoraka povecao se na 12
(54,5 %). Nakon 72 sata i druge pasaZze, ukupno je izolovano 16 uzoraka (72,7 %).

”
\ . [ )

Slika 9. Uvelic¢anje 400x. Crnim strelicama su obeleZene nakupine eritrocita na inficiranim
makrofagima 48 h od inokulacije.
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Slika 10. Uvelicanje 50x. Crnim strelicama su obeleZene nakupine eritrocita na inficiranim
makrofagima 48h od inokulacije.

Slika 11. Uvelicanje 400x. Negativan nalaz, bez pojave nakupina eritrocita na makrofagima.
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REZULTATI IZOLACIJE VIRUSA AKS NA PRIMARNO] KULTURI TKIVA POREKLOM OD
LEUKOCITA

0Od 22 inokulisana uzorka, virus AKS je uspesno izolovan kod 20 uzoraka (91,3 %) sa efektom
hemadsorpcije (oznaceno crnom strelicom) (slika 13-14). Prisustvo virusa je zabeleZeno u 15
uzoraka (68,2 %) 24 sata nakon inokulacije. Nakon 48 sati, broj pozitivnih uzoraka je 18 (81,8
%). Konacan broj od 20 pozitivnih uzoraka (91,3 %) postignut je nakon 72 sata (slika 12-13).

Slika 12. Uveli¢anje 50x . Crnim strelicama su obeleZene nakupine eritrocita na inficiranim
leukocitima 48h od inokulacije.
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Slika 13. Uvelicanje 400x. Crnim strelicama su obeleZene nakupine eritrocita na inficiranim
leukocitima 48 h od inokulacije.
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PROSTORNO VREMENSKA ANALIZA POZITIVNIH UZORAKA POREKLOM OD DIVLJIH
SVINJA OD 2020. DO 2023. GODINE

Prostorno-vremenskom analizom pojave AKS, ustanovljeno je postojanje pet klastera (Tabela
18.). Distribucija klastera u koordinatnom sistemu geografske Sirine i duZine teritorije Srbije je

prikazana na Slici 14. Na Mapi 2. je prikazana prostorno-vremenska distribucija Zarista AKS kod
divljih svinja od 2020. do 2023. godine.

Tabela 18. Klaster A-E, vrednosti zabeleZene tokom prostorno vremenske analize.

Klaster A
Koordinate i precnik: (42.320307 N, 21.577248 E)/107.90 km?
Vremenski okvir: 2023/1/1to 2023/12/31
Broj slucajeva 172
Ocekivani broj slucajeva 97.19
Stvarni/ocekivani broj slucajeva 1.77
Statistika testa 33.374910
p-vrednost < 0.00000000000000001
Klaster B
Koordinate i precnik: (43.451200 N, 21.732300 E)/39.54 km?
Vremenski okvir: 2022/1/1to0 2022/12/31
Broj slucajeva 57
Ocekivani broj slucajeva 16.41
Stvarni/ocekivani broj sluc¢ajeva 3.47
Statistika testa 32.582448
p-vrednost <0.00000000000000001
Klaster C
Koordinate i precnik: (43.165546 N, 22.952582 E)/45.76 km?
Vremenski okvir: 2022/1/1to0 2022/12/31
Broj slucajeva 39
Ocekivani broj slucajeva 11.66
Stvarni/ocekivani broj slucajeva 3.34
Statistika testa 20.720462
p-vrednost < 0.0000000001
Klaster D
Koordinate i precnik: (44.186810 N, 22.466075 E)/57.83 km?
Vremenski okvir: 2020/1/1to0 2021/12/31
Broj slucajeva 42
Ocekivani broj slucajeva 13.30
Stvarni/ocekivani broj slucajeva 3.16
Statistika testa 20.690327
p-vrednost 0.00000000011
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Klaster E

Koordinate i precnik: (43.192492 N, 22.199736 E)/19.05 km?
Vremenski okvir: 2023/1/1to 2023/12/31
Broj slucajeva 39

Ocekivani broj slucajeva 24.80
Stvarni/ocekivani broj slucajeva 1.57

Statistika testa 3.723559
p-vrednost 0.004

s |
Cartesian Coordinates Map

435 o

422 -
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Slika 14. Distribucija klastera geografske Sirine i duZine teritorije Srbije prikazana u

koordinatnom sistemu. Na X osi je prikazana geografska duZina, a na Y osi geografska duZina.
Na mapi su krugovima obeleZeni klasteri pozitivnih divljih svinja obeleZenih slovima A-E.

Mapa Srbije sa prikazom prostorno-vremenske distribucije Zari$ta AKS ked divljih svinja od 2020 do 2023. godine.

Legenda

#® Pozitivni uzorci
[ Klaster

[ Okruzi u kojima su detektovani pozitivni uzorci

Okruzi u kojima nisu detektovani pozitivni uzorci

- Klaster 2023. godina
- Klaster 2020-2021. godina
- Klaster 2020-2021. godina
- Klaster 2022. godina
- Klaster 2023. godina

Mmoo W

Mapa 2. Mapa Srbije sa prikazom prostorno-vremenskom distribucijom Zarista AKS kod divljih
svinja od 2020. do 2023. godine.
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DISKUSIJA

EPIZOOTIOLOSKA ANALIZA AKS

Od pojave u Gruziji 2007. godine, AKS se Sirila preko Kavkaza ka Rusiji i potom zapadno prema
Evropi. Od tada je zabeleZena pojava AKS u mnogim evropskim zemljama ukljucujuci Jermeniju,
Azerbejdzan, Rusiju, Ukrajinu, Moldaviju, Belorusiju, Poljsku, Rumuniju, Slovacku, Nemacku,
Gréku, Madarsku, Italiju, Belgiju, Bugarsku, Republika Cesku, Estoniju, Letoniju, Litvaniju,
Srbiju, Hrvatsku, Bosnu i Hercegovinu, Crnu Goru i Severnu Makedoniju (Rowlands i sar. 2008;
OlSevskis i sar. 2016; Koeltz i sar. 2018; Sargsyan i sar. 2018; Mili¢evic i sar. 2019; Sauter-Louis
i sar. 2021b; WozZniakowskKi i sar. 2021; Jo i Gortazar 2021; Iscaro i sar. 2022; Gallardo i sar.
2023; Ladosi i sar. 2023, European Comission (ADIS) 2024). Belgija i Ce$ka - su uspele da
iskorene AKS kod divljih svinja, s tim da se bolest ponovo pojavila u Ce$koj kao rezultat novog
unosa virusa (WOAH 2022).

Virus AKS je prvi put identifikovan u Srbiji 28. jula 2019. godine u selu Rabrovac-Sume koje
pripada opstini Mladenovac. Inicijalno ZariSte virusa je uspeSno suzbijeno zahvaljujuci brzoj
reakciji i primeni hitne depopulacije svinja u primarnom ZariStu. Imaju¢i u vidu udaljenost
najbliZeg Zarista, kao i rezultate epizootioloSkih anketa, pretpostavljeno je da je virus unet
antropogenim aktivnostima (Mili¢evi¢ i sar. 2019). Drugi sluc¢aj AKS u Srbiji je zabeleZen iste
godine u blizini granice sa Rumunijom, u selu Srpski Itebej, takode, kod domacih svinja. Nakon
hitne depopulacije svinja u zahva¢enom podruciju, nova Zarista nisu zabeleZena do kraja 2019.
godine.

Prvim slucajevima kod divljih svinja u Srbiji koji su se pojavili ve¢ u januaru 2020. godine,
doprinela je migracija divljih svinja iz zaraZenih podrucja u okolnim zemljama. Tokom te godine
zabeleZena su 63 ZariSta kod divljih svinja u jugoistocnom delu Srbije (u Pirotskom,
Zajecarskom i Borskom okrugu). U 2021. godini broj Zarista kod divljih svinja se pove¢ao na 73,
takode, na podrucju jugoistocne Srbije. Prostorno-vremenskom analizom identifikovana su dva
klastera: klaster B sa centrom u Pirotskom okrugu i klaster C koji obuhvata slucajeve iz
Zajecarskog, Borskog i Branicevskog okruga. Klaster B obuhvata povrsinu od 39,54 km?, dok
klaster C pokriva 65,76 km?, pri ¢emu je statisticka znacajnost oba klastera ispod 0,05, Sto ih
¢ini statisticki znacajnim. Klasteri se definiSu kao visoka uclestalost slucajeva bolesti u
odredenom regionu c¢ija je verovatnoc¢a slucajnog nastanka mala. U 2022. godini identifikovan
je klaster D koji se nalazi zapadnije, u Nisavskom okrugu veli¢ine 57,83 km?2. Iste godine
zabeleZeni su i prvi slucajevi zaraze kod domacih svinja u Pomoravskom okrugu koji su van
klastera D, te se pretpostavlja da su ti slu¢ajevi rezultat antropogenog Sirenja zaraze (GliSi¢ i
sar. 2023). Broj slucajeva bolesti dostigao je maksimum u 2023. godini kada je registrovano
198 Zarista kod divljih svinja do 14. novembra 2023. godine. Prostorno-vremenskom analizom
su utvrdena dva klastera na jugu zemlje. Klaster A, koji se prostire na povrsini od 107,9 km?,
obuhvata teritorije pet okruga: PcCinjski, Pirotski, Jablanicki, Topli¢ki i NiSavski. Pored toga,
postoji i klaster E koji zauzima manju povrsinu od 19,05 km?, ali se istice vecom koncentracijom
slucajeva, posebno u NiSavskom, Pirotskom i JablanicCkom okrugu. ZaraZene divlje svinje se
smatraju kljunim faktorom u odrZavanju virusa u prirodi. Medutim, za prenoSenje bolesti na
domace svinje uglavnom je odgovoran covek direktnim ili indirektnim delovanjem. Znacajan
problem predstavlja veliki broj malih gazdinstava na kojima se uzgaja od 3 do 10 svinja koje
¢ine 39,6 % ukupnog broja registovanih gazdinstava u Srbiji.
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Procena prevalencije bolesti kod divljih svinja zavisi primarno od pasivnog nadzora koji se
temelji na prijavljivanju uginulih divljih svinja. Navedeni prisutup zahteva aktivan angazman
lovaca i Sumara u prijavljivanju i traZenju leSeva u loviStima. Vergne i sar. (2016) anketirali su
lovce iz Bugarske, Rusije i Nemacke u vezi sa prijavljivanjem pronadenih leSeva divljih Zivotinja
u loviStima. Oko 70 % lovaca je navelo da su prijavili le$ u lovistu, dok su oni koji to nisu ucinili
kao glavni razlog naveli ,neinformisanost. Pored toga, autori navode i druge razloge za
neprijavljivanje uginu¢a kao Sto su zatvaranje loviSta zbog izbijanja zaraze i gubitak
potencijalnog profita.

Sli¢no, Costard i sar. (2015) su pokazali da su mali proizvodaci, uprkos edukaciji, cesto nevoljni
da prijave pojavu zaraze. Ovo ne samo da oteZava postavljanje pravovremene dijagnoze, vec i
doprinosi Sirenju virusa. Uginule domace svinje koje nisu prijavljene cesto se odlaZzu na
deponijama, pored i u vodenim tokovima ili Sumama Sto ih ¢ini potencijalnim izvorima infekcije
za divlje svinje. U nekim podrucjima se praktikuje i slobodan uzgoj svinja, gde se Zivotinje
drZane na otvorenom, slabo ogradenom ili neogradenom prostoru, $to im omogucava kontakt
sa divljim svinjama i povecava rizik od Sirenja zaraze. I pored zakonske zabrane hranjenja
svinja pomijama, ova praksa se ne moZe potpuno iskljuciti kao mogu¢i put Sirenja infekcije.
Dodatno, veterinarski radnici, takode, mogu $iriti bolest jatrogenim putem.

Svi ovi faktori doveli su do razvoja najvece epizootije AKS do sada u Srbiji koja je zabeleZena u
2023. godini.

S obzirom na to da virus cirkuliSe kod divljih svinja skoro cetiri godine ocekuje se pojava
prezivelih divljih svinja i nastanak sojeva srednje virulencije. Gervasi i Guberti (2021) su opisali
razvoj epizootije u populaciji divljih svinja kroz Cetiri faze. Prva faza, koja traje izmedu jedne i
dve godine, predstavlja period kada je mogucnost suzbijanja zaraze najveca. Druga faza, koja
traje naredne tri do Cetiri godine, se karakteriSe najbrzim Sirenjem zaraze i postepenom
prelasku u enzootiju. Treca faza, koja traje narednih pet do sedam godina, predstavlja
enzootsku fazu bolesti nakon koje sledi Cetvrta faza odnosno novi talas epizootije. Ako se uzme
u obzir ovaj model Sirenja, AKS u Srbiji je trenutno u drugoj fazi i moZe se ocekivati da
prevalencija dostigne 3 %. Pretpostavlja se da ¢e prevalencija opadati u budu¢nosti usled
smanjenja broja divljih svinja.

KLASIFIKACIJA SOJEVA NA OSNOVU ANALIZE GENSKIH MARKERA

Razliciti regioni virusa mutiraju razlicitim brzinama, veli¢ina genoma virusa oteZava pracenje
takvih mutacija. Prema Bastos i sar. (2003), sekvenciranje C-terminalnog kraja B646L gena koji
kodira p72 protein je neophodno za genotipizaciju. Sojevi unutar jednog genotipa su uobicajeno
veoma homogeni. Samo se sojevi u pojedinim genotipovima mogu dalje diferencirati u
podgenotipove kao Stosul (a, b, ¢, d), V (a, b), X (a, b) i XX (a, b) na osnovu E183L gena koji
kodira p54 protein (Gallardo i sar. 2009).

Sekvenciranje samo B646L gena i E183L gena nije dovoljno za molekularnu epizootiologiju
genotipa Il virusa AKS-a (Faburay 2022). Ve¢i deo virusnog genoma je konzerviran, sa malo ili
nimalo varijacija izmedu sojeva. Stoga su utvrdeni varijabiniji delovi genoma, tzv. molekularni
markeri ¢ijim se sekvenciranjem omogucava pracenje evolucije virusa. U nedavno objavljenim
studijama opisan je metod sekvenciranja Sest genskih markera koji omogucava razlikovanje 25
grupa evropskih sojeva virusa AKS (Gallardo i sar. 2023; Mazloum i sar. 2023). Neki od genskih
markera su centralni varijabilni region (CVR) B602L gena (Nix i sar. 2006) i intergenska regija
(IGR) izmedu 73R i [329L gena na osnovu kojeg se razlikuju Cetiri varijante virusa (Gallardo i
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sar. 2014). Dodatno na osnovu ponavljaju¢ih sekvenci unutar IGR izmedu 9R-10R gena
(multigenska familija - MGF505) moZe se diferencirati osam varijanti virusa, a na osnovu
promena u 0174L genu moguce je razlikovati dve varijante. Delimi¢no sekvenciranje K145R i
[215L gena omogucava diferencijaciju tri varijante na osnovu SNP-a (Mazur-Panasiuk i sar.
2020; Gallardo i sar. 2023; Mazloum i sar. 2023).

lako sekvenciranje nove generacije (NGS) omogucava sagledavanje promena u celom genomu,
ove informacije imaju ogranicen epizootioloski znacaj (Forth i sar. 2020). Medutim, Forth i sar.
(2023) su kombinovanjem NGS i Sanger metoda sekvenciranja uspeli da unaprede
epizootioloSko pracenje sojeva virusa AKS. Genom AKS karakteriSu Ceste rekombinacije na
mestima visoke genske varijabilnosti, kao $to su regioni sa ponavljaju¢im sekvencama (de la
Vega i sar. 1994; Bao i sar. 2022). Nasuprot tome, regioni u kojima se nalaze geni kao Sto su
B646L i E183L pokazuju mali stepen varijabilnosti sa veoma retkim mutacijama (Li i sar. 2022).
U ovoj studiji, svi testirani uzorci su imali identi¢cne B646L i E183L regione kao i referentni soj
Georgia 2007/1 (FR682468.2) sto je u skladu sa nalazima iz drugih evropskih drzava
(Rowlands i sar. 2008; Gogin i sar. 2013; OlSevskis i sar. 2016; Pikalo i sar. 2020; Sauter-Louis
isar.2021a).

U ovoj studiji analizirani su ponavljaju¢i delovi u CVR i genima [73R-1329L virusa AKS. CVR je
posebno interesantan zbog prisustva tetrapeptidnih motiva, kodova, za aminokiseline na pr.
nCADT, nNVDT, nCASM, gde 'n' predstavlja broj puta koliko se tatrapeptidni motiv ponavlja. Ovi
umeci i njihov broj ponavljanja razlikuju se medu sojevima virusa AKS Sto obezbeduje
varijabilnost sojeva unutar CVR-a (Nixa i sar. 2006). Ovaj region je koriS¢en za diferenciranje
31 podgrupe virusa AKS-a na africkom kontinentu (Gallardo i sar., 2009). Medutim, u okviru
evroazijskog genotipa Il identifikovane su svega tri varijante CVR-a (Gallardo i sar. 2023).
Dodatna diferencijacija unutar genotipa II moZe se posti¢i analizom jednonukleotidnog
polimorfizama unutar CVR-a (SNP - Single-nucleotide polymorphism), a koji su do sada
detektovani u sojevima iz Estonije (Vilem i sar. 2020), Poljske, Litvanije (Gallardo i sar. 2023),
Kine (Shi i sar. 2022) i Ruske Federacije (Mazloum i sar. 2022). Pojava SNP mutacija unutar
CVR-a je sporadi¢na i potrebna su dodatna istraZivanja kako bi se utvrdio njihov znacaj.

U okviru ovog istrazivanja 21,1 % analiziranih sojeva iz Srbije ima sinonimnu mutaciju
nukleotida T318A u okviru B602L gena. lako je ova sinonimna mutacija zabeleZena kod divljih
i domacih svinja u uzorcima prikupljenim izmedu 2020.12022. godine, nije doslo do geografske
grupacije sojeva. Kod dva soja, SRB/2020/7511 i SRB/2021/5431, zabeleZene su dve SNP
mutacije koje su dovele do aminokiselinske promene. Ove promene pruzZaju moguénost za
klasifikaciju sojeva unutar prve grupe CVR. Promene su zabeleZene kod sojeva detektovanih
kod domacih svinja, pri ¢emu je soj SRB/2020/7511 identifikovan tokom 2020. godine, a
SRB/2021/5431 tokom 2021. godine. Brzo suzbijanje Zarista i neskodljivo uklanjanje obolelih
domacih svinja u tom periodu bi moglo biti objasnjenje za izostanak Sirenja ovih sojeva. Kod
vecine analiziranih sojeva (79 %) u nasoj studiji nisu utvrdene varijacije u odnosu na referentni
soj AKS Georgia 2007/1.

Centralni varijabilni regioni B602L gena i IGR izmedu [73R-1329L gena karakteriSe visok stepen
polimorfizma unutar konzerviranog centralnog dela genoma virusa AKS (Bao i sar. 2022).
Ponavljaju¢a "TATATAGGAA" sekvenca unutar IGR (Gallardo i sar. 2014), omogucava
klasifikaciju genotipa II virusa AKS na osnovu broja ovih segmenata u Cetiri glavne varijante,
IGRI-IGR IV. U okviru analize domacih sojeva virusa AKS, identifikovana je najcesc¢a varijanta
IGR II koja se odlikuje prisustvom tri ponavljaju¢a segmenta "TATATAGGAA". Ovoj varijanti
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pripada 98,6 % sojeva S$to je u skladu sa nalazima drugih autora (Gallardo i sar. 2014, 2023;
Tran i sar. 2021; Nguyen i sar. 2022; Shi i sar. 2022). Varijanta IGR III sa Cetiri ponavljajuca
segmenta je zabeleZena po prvi put na teritoriji Srbije. Medutim, varijanta IGR III je ranije
identifikovana u Poljskoj u ZariStima kod domacih i divljih svinja kao i u Kini, Vijetnamu i JuZnoj
Koreji (Mazur-Panasiuk i sar. 2020; Kim i sar. 2021; Tran i sar. 2021; Nguyen i sar. 2022; Shi i
sar. 2022). Uprkos postojanju viSe IGR varijanti u navedenim zemljama, dominantna varijanta
je IGRIL. Specificne SNP mutacije u IGR regiji predstavljaju jedinstven marker za sojeve prisutne
u Srbiji i ukazuju na mogucnost dodatne genske diferencijacije unutar sojeva IGR II. Ovaj nalaz
pruza osnovu za detaljniju molekularnu karakterizaciju i razumevanje Sirenja AKS-a na
teritoriji Srbije.

IGR III soj u Srbiji je detektovan u populaciji svinja na podrucju gde ranije nije bilo zabeleZenih
infekcija. Verovatnoca da je ovaj soj nastao usled pojedinacne, izolovane, mutacije se moze
smatrati malom. Verovatnije je da je IGR IIl unet u ovo podrucje transportom inficiranih
Zivotinja ili kontaminiranim proizvodima. Stoga su podizanje biosigurnosnih mera na najvisi
nivo i kontrola prometa Zivotinja i Zivotinjskih proizvoda mere kojima se moZe spreciti unos
novih sojeva. Nelegalni promet inficiranih Zivotinja ili kontaminiranih proizvoda preko granica
moZe biti objaSnjenje za pojavu novih sojeva AKS-a u novim regionima.

Sangerova metoda sekvenciranja pojedinacnih gena pruzZa priliku za dobijanje pouzdanih
rezultata koji su laksi za analizu i primenu u Kklasifikaciji razlicitih sojeva. Medutim, ovaj pristup
ne omogucava pracenje promena u drugim strukturnim delovima genoma, kao ni pracenje
evolucije virusa.

ANALIZA PROMENA U CELOM GENOMU SOJEVA VIRUSA AKS

Mutacije koje su identifikovane sekvenciranjem celog genoma virusa mogu se kategorisati kao
one od velikog i malog znacaja. Mutacije velikog znacaja obuhvataju one koje mogu doprineti
preciznijoj klasifikaciji sojeva AKS ili uticati na funkcionalnost proteina. Uz ove, zapaZene su i
dodatne mutacije ciji uticaj nije u potpunosti jasan. To su tihe mutacije u genima ¢ija funkcija
nije do kraja objasnjena, kao i mutacije u intergenskim regionima koje se odlikuju umetanjem
poli-C ili poli-G sekvenci. Savremene generacije aparata za sekvenciranje imaju karakteristiku
nepouzdanog ocitavanja regiona bogatih G/C parovima S$to moZe rezultirati odredenim
nepreciznostima u kona¢nim rezultatima sekvenciranja i ve¢im brojem greSaka (Forth i sar.,
2023).

U naSoj studiji detektovano je 10 mutacija malog znacaja (produZeni poli C i poli G regioni u
okviru MGF grupacije 110 i 360 kao i ACD grupe gena, pojedinacne delecije nekodirajucih
delova intergenskih regiona).

Mutacije velikog znacaja su:

1. ACD grupa gena

Funkcija velikog broja opisanih (annotated, eng.) gena virusa AKS joS uvek nije
definisana, kao $to je slucaj sa ACD 00xx0 grupom gena. Ova grupacija gena je opisana i
kod referentnog Georgia 2007/1 soja, s tim da funkcija ove grupacije gena i dalje nije
poznata iako se nalaze na razli¢itim mestima u genomu (Olesenisar. 2021). Autori Forth
i sar. (2023) su opisali mutacije velikog znacaja (high impact HI, eng.) u ACD 00190 genu
koje su dovele do skracenja “potencijalnog” proteina (truncation, eng.) i koje mogu
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sluZiti kao markeri za pracenje razlicitih sojeva. U okviru gena ACD00190 kod sojeva
SRB 6511/21 i SRB 6314/19 identifikovane su Cetiri nesinonimne mutacije: T12577A,
A12578T,G12580A1 A12581G. Ove mutacije su dovele do promene u aminokiselinskom
nizu zamenom tirozina izoleucinom na Sestoj poziciji (Tir6lle) i serina leucinom na petoj
poziciji (Ser5Leu) u kodiraju¢em delu gena ACD00190. Tirozin i serin su polarne
aminokiseline, dok su izoleucin i leucin nepolarne. Ova promena moZe uticati na
tercijarnu strukturu. U zavisnosti od funkcije kao i od poloZaja u trodimenzionalnoj
strukturi proteina, promene se mogu odraziti na imunogenost, promene signalnih
puteva ili jednostavno funkciju samog proteina.

Druga mutacija zabeleZena u okviru ACD 00xx0 grupe gena je opisana kod sojeva SRB
167/20, SRB 6314/19, SRB 6511/21 i SRB 7540/22. U okviru gena ACD 00210 kod sva
Cetiri soja zabeleZena je nesinonimna mutacija C13596T koja je dovela do zamene serina
prolinom na 43. mestu (Ser43Pro) unutar kodirajuceg regiona gena ACD00210. Zamena
serina prolinom u aminokiselinskom lancu ne menja elektri¢ni naboj proteina jer su obe
aminokiseline neutralne. Medutim, ova promena moZe uticati na sposobnost proteina
da uspostavlja vodoni¢ne veze i na njegovu hidrofilnost, zbog ¢ega mozZe do¢i do
promene u njegovoj strukturi ili na€inu interakcije sa drugim molekulima. Serin sadrzi
hidroksilnu grupu koja omogucava formiranje vodonicnih veza, dok prolin ima
strukturu prstena koja moZe izazvati rigidnost u proteinskom lancu. Ova izmena moze
imati znacajne posledice na funkciju proteina, narocito ukoliko se odvija u aktivnhom
centru ili u delu proteina bitnom za interakciju sa drugim proteinima. Identi¢na
promena je zabeleZena u sojevima iz 2022. godine u Italiji (ON108571.3), pri ¢emu ove
promene nisu opisane u drugim evropskim i azijskim sojevima (Giammarioli i sar.
2023).

2. NP1450L

Virion virusa AKS poseduje alfa-amanitin rezistentnu DNK-zavisnu RNK polimerazu.
Salas i sar. (1986) su pokazali da virus AKS moZe da se replikuje bez obzira na prisustvo
inhibitora ¢elijske DNK polimeraze sto je dovelo do otkri¢a da virus kodira sopstvenu
DNK-zavisnu RNK polimerazu. Yanez i sar. (1993) su poredenjem sekvenci gena
NP1450L i EP1242L virusa AKS sa sekvencama RNK polimeraza eukariotskih ¢elija, kao
Sto su kvasci i Escherichia coli otkrili da dve najvece subjedinice DNK-zavisne RNK
polimeraze virusa AKS imaju visok stepen homologije sa RNK polimerazama eukariota,
Sto ukazuje na izuzetnu evolutivhu konzerviranost ovih enzimskih sistema. Sli¢ne
karakteristike DNK-zavisne RNK polimeraze poseduju i virusi iz grupe NCLDV, s tim da
i kod njih kao i kod virusa AKS nedostaje ponovljivi C-terminalni domen koji je prisutan
kod eukariota. Kod 4 od 5 sekvenciranih sojeva iz Srbije detektovana je sinonimna
mutacija G133527A u genu NP1450L. Smatra se da ovaj segment ima klju¢nu ulogu u
transkripciji strukturnih proteina (Rodriguez and Salas 2013). Uprkos tome Sto
ustanovljene nukleotidne promene ne indukuju i promene u aminokiselinskom sastavu,
neophodno je kontinuirano pracenje ovog regiona zbog potencijala za razvoj znacajnijih
mutacija koje bi mogle uticati na ekspresiju virusa i njegovu virulentnost. ZabeleZena
mutacija je prvi put detektovana kod sojeva iz Srbije i mogla bi predstavljati jedinstveni
genski marker za dalje pracenje i evoluciju sojeva bez obzira Sto se radi o tihoj mutaciji.
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3. ECO2

Gallardo i sar. (2023) su uspostavili unapredeni sistem klasifikacije koji omogucava
precizniju diferencijaciju visoko-srodnih sojeva virusa AKS. Ovaj sistem podrazumeva
pracenje pojave SNP u okviru ECO2 regiona koji predstavlja C-terminalni deo 1215L
gena. Na ovaj nacin su identifikovane dve genomske grupe virusa u Evropi. Pretpostavlja
se da se genomska grupa II formirala u Rumuniji tokom 2018. godine, odakle se potom
prosirila na druge delove jugoisto¢ne Evrope, ukljucuju¢i Srbiju, Bugarsku, Severnu
Makedoniju i Gr¢ku. Ovu grupu karakteriSe nesinonimna mutacija T174906C u okviru
[215L gena koja rezultira promenom u Glu80Gly u kodiraju¢em delu gena. U okviru
nasih ispitivanja, sojevi virusa AKS iz 2019. godine upravo poseduju ovu mutaciju
ukljucujuci i soj SRB 6314/19 koji je doveo do prvog izbijanja bolesti u Srbiji 2019.
godine. Sojevi iz narednih godina, SRB 167/20, SRB 6511/21 i SRB 7540/22, takode,
poseduju navedenu mutaciju Sto ukazuje da dele istog evolutivnog pretka. Sa druge
strane, soj SRB 6759/19 koji je doveo do pojave drugog Zarista u Srbiji u julu 2019.
godine nema navedenu mutaciju i pripada genogrupi [. Ovi rezultati potkrepljuju
hipotezu Milic¢evic¢i sar.iz 2019. godine o dva nezavisna unosa virusa AKS iz dva razlic¢ita
izvora jer je pokazano da virusi pripadaju razli¢itim genogrupama. Takode, ovi nalazi
isticu vaznost ECO2 genskog markera za detaljniju filogenetsku diferencijaciju blisko
povezanih sojeva virusa AKS. Pored znacaja za klasifikaciju sojeva, sam gen 1215L je vrlo
znacajan za replikaciju virusa (Freitas i sar. 2018). Pretpostavlja se da pI215L ima ulogu
u preuzimanju CcCelijskog ubikvitin-proteazom sistema, time reguliSu¢i funkciju i
lokalizaciju kako Ccelijskih tako i sopstvenih novosintetisanih proteina. Mutacija
T174906C koja dovodi do zamene glutamina glicinom nema vaZan uticaj na virulentnost
virusa. Dokaz o postojanju ECO2 genogrupe [ samo kod soja SRB 6759/19, izolovanom
u Srpskom Itebeju, ukazuje na moguénost da na teritoriji Srbije kruzi vise ECO2
genogrupa, imajuéi u vidu geografski poloZaj zemlje i produZeno prisustvo virusa.
Koris¢enjem ovog genskog markera moZe se napraviti jasnija determinacija cirkuliSuc¢ih
sojeva.

4. 0174L

0174L je gen koji kodira polimerazu B-tipa koja se joS naziva i polimeraza X (PolX)
(Redrejo-Rodriguez i sar. 2013). Navedena polimeraza ima ulogu u popravci SNP
greSaka nastalih u toku replikacije virusa. Poseduje apirimidinsku i apurinsku
endonukleaznu aktivnost usled Cega joj je funkcija ogranicena na detektovanje greSaka
u bazama, a ne i delecijama. PolX je veoma sli¢na eukariotskoj Pol 3, s tim da je ta¢nost
ugradnje nukleotida od 40 do 700 puta manja (Redrejo-Rodriguez i sar. 2013). Gen za
PolX je koriS¢en za razlikovanje visoko-srodnih sojeva AKS u Poljskoj (Mazur-Panasiuk
isar., 2019) i Nemackoj (Forth i sar., 2023.). Forth i sar. (2019) su ustanovili da postoji
mutacija na 3’ kraju PolX gena koja bi mogla dovesti do skracenja navedenog gena i do
izostanka ili barem smanjenja reparacione sposobnosti polimeraze i samim tim
povecanja broja mutacija u genomu. Kod sojeva virusa AKS iz Srbije, mutacija u PolX nije
ustanovljena ¢ime se srpski sojevi svrstavaju u liniju I (Cho i sar. 2023). Evolucija gena
za PolX ostaje nejasna. Postoji opSteprihvacena teorija da je PolX gen odgovoran za
mutagenezu kao "strateSki" enzim koji umnogome doprinosi generisanju novih mutacija
(Lamarche i sar. 2006; Forth i sar. 2023). Pove¢ana mutagenost sojeva iz Nemacke se
dovodi u vezu sa skracenjem gena O174L, a smatra se da ova mutacija znacajno
doprinosi brzom formiranju novih sojeva. Buduc¢i da su sojevi sa ovom mutacijom
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identifikovani jo§ 2019. godine u Poljskoj i Rumuniji (Cho i sar. 2023), ne moZze se sa
sigurnosc¢u tvrditi da ova linija nije prisutna u Srbiji.

5. K145R

K145R gen se transkribuje u velikoj koli¢ini u kasnoj fazi replikacije virusa. Protein koji
nastaje ima veoma konzerviran aminokiselinski sastav kod razlic¢itih genotipova virusa.
Protein se moZe detektovati u velikim koli¢inama u citoplazmi inficirane ¢elije, ali ga nije
moguce dokazati u virionima. Pretpostavlja se da ima ulogu u inhibiciji stresom
indukovane apoptoze (Rathakrishnan i sar. 2021). lako se radi o konzerviranom delu
genoma, mutacije u vidu SNP se mogu detektovati i koristiti za klasifikaciju srodnih
sojeva virusa. Inicijalno je ovaj genski marker koriS¢en za klasifikaciju sojeva u
zapadnom delu Poljske. Mazur-Panasiuk i sar. 2020 su na osnovu promena SNP-a uspeli
da identifikuju zasebne Kklastere i da zajedno sa drugim genskim markerima
retrospektivno utvrde nacin Sirenja bolesti. Do sada su detektovane Cetiri linije virusa
AKS na osnovu analize K145R gena. Cetiri linije su detektovane u Rusiji, dve u Poljskoj i
Rumuniji i dve u Srbiji. Soj SRB 167/20 poseduje nesinonimnu mutaciju u okviru K145R
gena i to A66065G koja je dovela do promene u aminokiselinskom nizu i to [le157Met
Sto je, po nasSim saznanjima, prvi nalaz ovakve promene. Metionin i izoleucin imaju
razliCite fizicko-hemijske osobine. Izoleucin je nepolarna aminokiselina, dok je metionin
polarna. Ovo moZe uticati na savijanje proteina i njegovu trodimenzionalnu strukturu,
Sto moZe uticati na njegovu stabilnost ili interakciju sa drugim molekulima. Kod ostalih
sojeva promena u K145R genu nije detektovana i svrstavaju se u liniju 1 predstavljenu
referentnim sojem Georgia 2007 /1.

6. L60L

Delecija L60L gena je zabeleZena kod soja SRB 167/20. Navedeni gen je slabo izu¢avan,
ali se pretpostavlja da ima ulogu u replikaciji virusa. Pored toga smatra se da ima uticaj
na virulentnost virusa. Da bi izu¢avali ovaj gen, Yang i sar. (2023) su napravili mutirani
soj delecijom samog L60L gena. Nakon intramuskularne inokulacije svinja doslo je
uginuc¢a 60 % svinja, dok su preZivele jedinke stekle imunitet protiv identicnog soja
(Yang i sar. 2023). Imajuci u vidu da je soj SRB 167/20 poreklom od domace svinje,
mogucnost procene preZivljavanja nije bila moguca jer su Zivotinje eutanazirane. L60L
do sada nije koriS¢en kao genski marker, ali s obzirom na rezultate ispitivanja Yang i sar.
(2023) trebalo bi razmotriti njegovu primenu. Efekat koji bi specificna delecija mogla
imati na dalju transmisiju virusa AKS ostaje nejasan. Prirodni mutanti sa delecijom L60L
gena su do sada detektovani samo u Estoniji (Zani i sar. 2018). Da bi se utvrdila
prevalencija ove mutacije, potrebno je sprovesti retrospektivnu analizu uzoraka
prikupljenih sa iste geografske lokacije. Postoji verovatnoca da se radi o izolovanom
incidentu spontane prirode koji se nije dalje proSirio. Dodatno, iako postoji minimalna
Sansa, ne moZe se iskljuciti mogucnost greske u procesu sekvenciranja zbog loSeg
kvaliteta nukleinske kiseline u tom regionu genoma.

7. MGF

MGF predstavlja grupu gena 110, 360 i 505. Ove grupe gena karakteriSu ponavljajuci

segmenti Sto objasnjava znacajne varijacije u veli¢ini genoma medu razli¢itim sojevima.

U okviru genske grupe 505, geni oznaceni kao 9R i 10R sadrZe ponavljajuce sekvence

AGTAGTTCAGTTAAGAT u neposrednoj blizini 5’ kraja gena 9R, kao i segment
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AGTTCATTTAAGTCAAT koji se ponavlja. Broj ponovljenih segmenata omogucava
diferencijaciju osam grupa virusa (Gallardo i sar. 2023). Vetina sojeva moZe se
klasifikovati kao pripadnici grupe I, u kojoj se nalazi i referentni soj Georgia 2007/1,
karakteristi¢an po tome Sto se odredeni segmenti u njemu ponavljaju jedanaest puta. Svi
sojevi iz ove studije pripadaju upravo grupi [ koja predstavlja najzastupljeniju grupu u
Evropi. Uzimajuci u obzir da je u Rumuniji identifikovana i Sesta grupa sojeva, ne moze
se iskljuciti verovatnoc¢a da u Srbiji kruZe razliciti sojevi virusa klasifikovani na osnovu
ovih genskih markera.

Ukupna sli¢nos sojeva iz ove studije na osnovu nukleotidnih sekvenci celih genoma je vrlo
visoka, izmedu 99,7 % i 99,9 %. Najvecu sli¢nost sa referentnim sojem c¢ak 99,9 % pokazuje soj
SRB 6759/19 kod koga je ujedno zabeleZen i najmanji broj mutacija. Mutacije koje su
zabeleZene kod navedenog soja nisu zabeleZene kod ostalih, Sto sugeriSe da ovaj soj pripada
drugog genskoj liniji. Filogenetskom analizom je moguce identifikovati tri razlic¢ite grupe
virusa. U prvoj podgrupi nalaze se sojevi iz Gruziije (NC044959), Italije (ON108571) i Moldavije
(LR722599), dok drugu podgrupu cCine sojevi Poljske (MT847622, MT847622) i Nemacke
(LR899193). Trecu podgrupu formiraju sojevi iz ove studije, zajedno sa sojem MK543947 iz
Belgije. S obzirom na to da svi sojevi pripadaju genotipu II, da su vrlo sli¢ni kao i da je genom
virusa veoma dugacak, detektovane promene se mogu smatrati minornim. Stoga je teSko
izvrsiti preciznu filogenetsku analizu kao i obracunati stopu mutacije. Zbog velike sli¢nosti
sojeva, izbor “out of group” sekvence je tesko jer se usled slicnosti svi sojevi klasifikuju kao
jedna grupa. Sekvenciranje i analiza celih genoma virusa je izuzetno zahtevna i Cesto
neefikasna, s obzirom na obimnost informacija koje je potrebno analizirati i ogranicen obim
relevantnih podataka koji su na kraju upotrebljivi. Primena ove metodologije je tehnicki
kompleksna i finansijski zahtevna za svakodnevnu upotrebu, zbog cega se preporucuje
koriS¢enje pristupa zasnovanog na analizi viSe gena i glavnih genskih markera bitnih za
klasifikaciju sojeva. Ovaj pristup omogucava precizno odredivanje virusnih linija i omogucava
molekularno-epizootioloSke analize. Analiza celih genoma ima veliki znacaj jer pruza detaljan
uvid u strukturu celokupnog genoma. Takva analiza ne samo da omogucava proucavanje
razli¢itih gena koji nisu ukljuceni u diferencijaciju sojeva, ve¢ su i klju¢ni za razumevanje
virulentnosti virusa. Osim toga, s obzirom na ogranic¢ene informacije o mehanizmima i brzini
evolucije i mutacija razli¢itih gena, periodicno sekvenciranje celih genoma je od izuzetnog
znacaja jer moze otkriti karakteristike do tada neistrazenih gena. Uzorci koji su znacajni za
analizu celog genoma su oni koji predstavljaju prve slucajeve zaraze u podrucjima gde virus
ranije nije bio prisutan, kao i uzorci od svinja kod kojih su zabeleZene promene u klinickim
znacima ili toku bolesti. Analiza celih genoma virusa prvih slucajeva u drZavi ili teritoriji je od
izuzetne vaznosti, jer omogucava identifikaciju porekla sojeva sto je potvrdeno i u ovoj studiji,
gde je analizom ECOZ2 regiona utvrden unos virusa AKS iz dva odvojena izvora.

Protein CDv2 koji kodira gen EP402R ima ulogu hemaglutinina i dovodi do stvaranja
karakteristi¢nih rozeta u prisustvu eritrocita u ¢elijama zaraZenim virusom. Takode, funkcija
ovog proteina se povezuje sa razvojem zasStitnog imuniteta. Na osnovu EP402R gena moZe se
odrediti seroloSka specificnost soja Sto bi moglo imati znacajan uticaj na zaStitu jedinke od
infekcije homolognim sojem (Koltsov i sar. 2023). Gen EP402R se moZe proucavati in vitro gde
se na kulturi tkiva, u prisustvu svinjskih eritrocita, moZe posmatrati pojava efekta
hemadsorpcije. Sojevi sa delecijom ovog gena nemaju sposobnost hemadsorpcije. Takvi sojevi
su identifikovani u baltickim zemljama i nakon in vivo studija su okarakterisani kao
srednjevirulentni (Gallardo i sar. 2019). U ovoj studiji, efekat hemadsorpcije je bio prisutan kod
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svih izolovanih virusa. Pored toga, budu¢i da mutacije u genu EP402R nisu ustanovljene, svi
sojevi iz ove studije su svrstani u serogrupu 8 zajedno sa referentnim sojem Georgia 2007/1
(Qu i sar. 2022). U ovoj studiji, na primarnim alveolarnim makrofagima svinja virus AKS je
izolovan sa efektom hemadsorpcije kod 72,7% testiranih uzoraka, dok je na primarnim
leukocitima svinja izolovano 91,3% uzoraka. Varijacije u rezultatima mogu proisti¢i iz
koris¢enja razli¢itih primarnih tkivnih kultura koje zavise od serije ¢elija i genskog materijala
izvorne jedinke. Varijacije u ekspresiji alveolarnih makrofaga kod razlicitih jedinki mogu
delovati kao neinfektivni faktori u razvoju bolesti, Sto moZe dovesti do varijacija u efikasnosti
izolacije virusa na tim tkivnim kulturama (du Manoir i sar. 2002; Meloni i sar. 2022). Takode,
efikasnost hemadsorpcije kao indikatorskog sistema za vizualizaciju izolovanog virusa
znacajno zavisi od kvaliteta koriS¢enih eritrocita. U ovoj studiji, uspeSnost izolacije divljih
sojeva virusa AKS bila je veca prilikom kori$¢enja primarne kulture tkiva leukocita svinja, sa
stopom uspesnosti od 91,3%, u poredenju sa stopom uspesnosti od 72,7% kada je koriS¢ena
primarna kultura tkiva alveolarnih makrofaga. Carrascosa i sar. (2012) isticu moguénost
upotrebe obe vrste primarnih kultura tkiva naizmenic¢no, uz visoku stopu uspeSnosti. Medutim,
u nasSem istrazivanju, bolji rezultati postignuti su upotrebom primarne kulture tkiva iz
leukocita svinja za izolaciju terenskih sojeva AKS. Dodatno, postupak pripreme primarne
kulture tkiva iz leukocita se pokazao tehnicki jednostavnijim u odnosu na pripremu primarnih
kultura alveolarnih makrofaga. Kod sojeva kod kojih nije uocen efekat HAD postoji moguénost
da se radi o necitopatogenim i HAD-negativnim sojevima te je neophodno izvrsiti dalje analize
kao Sto amplifikacija i sekvenciranje EP402R gena ili imunoperoksidazni test radi detekcije
antigena.

Uspesnost izolacije virusa zavisi od stanja i kvaliteta koriS¢enih uzoraka, posebno kada se radi
o uzorcima poreklom od uginulih svinja. I pored skladistenja uzoraka na temperaturi od -80 °C,
postoji mogucénost degradacije virusnih partikula. Takode, postoji verovatnoc¢a da u nekim od
koriS¢enih uzoraka nije bilo prisutnog vijabilnog virusa. Neuspeh u izolaciji virusa moze biti
uslovljen prisustvom drugih mikroorganizama, posebno bakterija i kvasaca, koji negativno
uticu na odrzivost Celija koriS¢enih za izolaciju.

[z rezultata ove studije moZe se zakljuciti da u Srbiji postoji viSe linija (podgrupa) virusa AKS.
Svi analizirani sojevi, ukljucujuci parcijalne sekvence i sekvence celog genoma, mogu se na
osnovu analize C terminalnog dela B646L gena i E183L gena klasifikovati kao genotip II.
Dodatno, analiza CVR regiona B602L gena ukazuje na to da svi sojevi pripadaju istoj grupi kao
referentni soj Georgia 2007/1 (CVR 1), ali su prisutne dve razli¢ite linije virusa: dominantna
linija 1 ¢iji je referentni predstavnik Georgia 2007/1 i linija 2 koja sadrzi T318A mutaciju.
Analizom IGR regiona (I73R i 1329L), identifikovana je dominantna grupa IGR II Sto je u
saglasnosti sa rezultatima drugih studija koje obuhvataju sojeve iz Evrope (Gallardo i sar.,
2023). lako grupi IGR III pripada samo jedan soj, ne moZe se potpuno iskljuciti moguénost
cirkulisanja ove grupe virusa. Analizom celih genoma otkriven je veci broj cirkuliSué¢ih grupa
virusa AKS u Srbiji. Gallardo i sar. (2023) su sojeve iz Srbije iz 2019. godine svrstali u evropsku
grupu 6, na osnovu analize ECO 2 regiona. Danas, na osnovu analiza iz ove studije, moZemo
zakljuciti da je genski diverzitet virusa AKS daleko ve¢i nego $to je prethodno opisano. Sto je u
skladu sa prethodnim studijama koje su opisale porast broja sojeva virusa AKS S$to virus duze
cirkuliSe u zemlji.

Postoji primetna razlika izmedu broja sekvenciranih uzoraka i broja kvalitetnih sekvenci koje

su dobijene. Ovo moZe biti rezultat razlicitih faktora ukljucujuci niZu osetljivost prajmera za

odredene delove genoma ili ¢injenicu da je koriSena DNK izolovana iz tkiva svinja, a ne iz izolata
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virusa sa kultura tkiva. Najuocljivija razlika bila je u IGR regionu koji je veoma varijabilan, pa
stoga nije moguce iskljuciti moguc¢nost mutacija na mestima vezivanja prajmera.

Zbog toga je kljuCno nastaviti s ovakvim istrazivanjima kako bi se pratilo kretanje sojeva virusa.
Takav pristup omogucava bolje razumevanje strukture genoma virusa i potencijalnih promena
koje bi mogle uticati na njegove karakteristike. Posebno je vazno obratiti paZnju na promene u
genskim regionima odgovornim za virulenciju, jer one mogu imati znacajne posledice za
klini¢ko prepoznavanje bolesti i posledi¢no na efikasnost sistema kontrole bolesti.
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ZAKLJUCCI

1.
2.

Svi sojevi virusa AKS u periodu 2019-2023. godina pripadaju genotipu IL

Analizom nukleotidnih sekvenci srpskih sojeva utvrdeno je postojanje viSe podgrupa
virusa i to: dve linije na osnovu CVR B602L gena, jedna koja je istovetna sa referentnim
sojem iz Gruzije, a druga sa specifi‘cnom mutacijom T318A. Analizom IGR regiona
utvrdeno je da je dominantna linija IGR II, dok je istovremeno prvi put u Srbiji
identifikovana i linija IGR III.

Prostorno vremenskom analizom slucajeva AKS kod divljih svinja od 2020. do 2023.
utvrdeno je postojanje pet klastera od kojih su dva pozicionirana u 2020-2021. godini,
jedan u 2022. godini i dva klastera u 2023. godini.

Sekvenciranjem celih genoma virusa AKS identifikovane su veoma znacajne mutacije u
slede¢im genima i regionima: NP1450L, ECO2, 0174L, K145R, MGF, grupi gena ACD, kao
i delecija u genu L606L. Ustanovljeno je 10 mutacija za koje se smatra da nisu znacajne.
[zolacijom virusa na primarnoj kulturi tkiva utvrdeno je da su svi izolati ispoljili efekat
hemadsorpcije i da spadaju u istu serogrupu kao i referentni soj Georgia 2007/1.
Prilikom izolacije virusa na primarnim kulturama tkiva, ustanovljeno je da je izolacija
virusa na primarnoj kulturi leukocita svinja efikasnija sa 91,3 % u poredenju sa
primarnom kulturom makrogafa svinja sa 72,7 %.

Retrospektivnom molekularnom epizootioloSkom analizom dokazano je, da su prva dva
ZariSta registrovana 2019. godine na teritoriji Srbije nastala kao rezultat unosa virusa iz
dva nezavisna, razlicita izvora.
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