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Zahvalnica

Moj dolazak u Veterinarski specijalisticki institut Sombor bio je rezultat spleta
nekoliko sre¢nih okolnosti. Do tada nisam znao da u mom gradu postoji ustanova u kojoj cu,
kako se kasnije pokazalo, provesti jedan od najvaznijih perioda svog profesionalnog razvoja.
Kao mlad veterinar, sa mnogo teorijskog znanja i malo prakticnog iskustva, ovde sam imao
priliku da ucim i radim u razlicitim oblastima veterinarske medicine. Iza svakog od tih koraka
stajale su kolege koje su bile spremne da svoje znanje i iskustvo podele sa mnom.

Kolektivu instituta zahvaljujem na strpljenju sa kojim ste me ucili poslu, na
razumevanju za pocetnicke greske, na savetima, podrsci i poverenju koje ste mi pruZali tokom
svih ovih godina. Znanje koje sam ovde stekao nije dolazilo samo iz strucne literature, vec pre
svega od ljudi sa kojima sam svakodnevno radio. Zbog toga zavrsetak doktorskih studija ne
doZivljavam samo kao licni uspeh. U njemu je ugraden deo znanja, vremena i strpljenja kolega
sa kojima sam imao privilegiju da radim. Svako je na svoj nacin doprineo da stignem do ovog
trenutka.

Vs

doprinos nastanku ove disertacije nemerljiv. Njena uloga nije se zavrSavala savetima i
usmeravanjem istraZivanja, vec¢ je bila prisutna u svim fazama njegovog oblikovanja - od
organizacije i tehnickog uoblicavanja rada, preko statisticke obrade i bioinformatickih
metoda koje su za mene predstavljale jedan od najzahtevnijih delova istraZivanja. Ova
disertacija u svom konacnom obliku nosi veliki trag njenog znanja, truda i posveéenosti i zbog
toga sam joj neizmerno zahvalan.

Na kraju, ali iznad svega, najvecu zahvalnost dugujem svojoj porodici, koja je zajedno
sa mnom, na svoj nacin, prosla citav put do zavrsetka ove disertacije. Svojim roditeljima
dugujem zahvalnost za sve ono Sto je prethodilo ovom trenutku - za ljubav, vaspitanje,
podrsku i vrednosti koje su mi usadili, kao i za veru u mene koja me je pratila tokom citavog
skolovanja i profesionalnog puta.

Posebnu zahvalnost dugujem svojoj supruzi, koja je tokom godina izrade ove
disertacije bila moj najbliZi oslonac. Hvala joj na razumevanju, strpljenju i podrsci, ali i na
tome sto je na sebe Cesto preuzimala vise nego Sto je trebalo kako bih se ja posvetio radu,
istraZivanju i uc¢enju. Bez njene podrske ovaj put bi bio neuporedivo teZi.

Mojim ¢erkama, Heleni i Jani, dugujem moZda i najneZnije izvinjenje i najvece hvala.
Njihovo detinjstvo odvijalo se paralelno sa mojim radom na ovoj disertaciji, a deo vremena
koje je trebalo da pripada njima neretko su uzimali eksperimenti, knjige, radovi i obaveze.
Hvala im $to su, i onda kada to moZda nisu mogle potpuno da razumeju, prihvatale da tata
ponekad mora da radi, uci ili jednostavno nije dostupan onoliko koliko bi Zelele. Nadam se da
¢e jednog dana, kada budu dovoljno velike da razumeju sta je sve ovaj put podrazumevao,
znati da su upravo one bile jedan od najvaznijih razloga da ga zavrsim.



MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA PARVOVIRUSA I CIRKOVIRUSA
DETEKTOVANIH U POPULACIJAMA DIVLJIH SVINJA I MESOJEDA NA
TERITORIJI ZAPADNOBACKOG OKRUGA

SaZetak

Divlje svinje i mesojedi predstavljaju vazne, nedovoljno istrazZene rezervoare parvovirusa i
cirkovirusa u Evropi. Cilj disertacije bio je utvrdivanje prisustva i molekularna
karakterizacija navedenih virusa kod divljih svinja i mesojeda sa teritorije Zapadnobackog
okruga, uz genotipizaciju i detekciju rekombinantnih sojeva. Ispitano je 90 uzoraka tkiva
divljih svinja i 98 uzoraka tkiva divljih mesojeda (45 Sakala i 53 lisice). Prisustvo virusa
utvrdeno je real-time PCR metodom, a pozitivni uzorci dalje analizirani konvencionalnim
PCR protokolima i sekvenciranjem po Sangeru, uz filogenetsku analizu, analizu p-distanci i
procenu prisustva genskih rekombinacija primenom bioinformatickih softvera. Kod divljih
svinja parvovirusi su detektovani u 61,1% uzoraka, najces¢e PPV2, u 92,7%, i PPV7, u
70,9%, a zatim PPV3, u 32,7%, i PPV6, u 18,2% pozitivnih uzoraka, dok PPV1, PPV4 i PPV5
nisu detektovani. MeSovite infekcije sa dva ili viSe parvovirusa registrovane su u 76,4%
pozitivnih uzoraka. PCV2 je detektovan u 18,9%, a PCV3 u 13,3% uzoraka, uz koinfekcije sa
parvovirusima u 34,5% PPV-pozitivnih uzoraka. Sekvence PPV2 svrstane su u evropski
ogranak, PPV7 su pokazale izraZeniju heterogenost, PCV2 su pripadale genotipovima
PCV2b i PCV2d, a PCV3 genotipu PCV3-a. Kod divljih mesojeda CPV2 i FPV detektovani su u
12,2% uzoraka, i to CPV2 cesc¢e kod Sakala, a FPV kod lisica. Sojevi CPV2 pripadali su
genotipovima CPV2b i CPV2c, sa srodnoS¢u sojevima pasa iz Srbije, dok su sojevi FPV
svrstani u grupu FPV-B. Cirkovirus pasa detektovan je u 31,6% uzoraka, ¢es¢e kod Sakala,
sa genotipovima 4 i 5, odnosno FoxCV linijom. Rekombinacioni signali utvrdeni su kod
sekvenci PPV2, PPV7 i CanineCV/FoxCV, dok kod PCV3 nijedan signal nije zadovoljio zadate
kriterijume, a kod PPV6, PCV2, CPV2 i FPV signali nisu utvrdeni. Rezultati ukazuju da divlje
svinje i mesojedi predstavljaju znacajne domacine parvovirusa i cirkovirusa, sa
potencijalnom ulogom u njihovom odrZavanju i Sirenju.

Kljucne reci: divlja svinja; zlatni Sakal; crvena lisica; parvovirusi; cirkovirusi; molekularna
karakterizacija; filogenetska analiza; genske rekombinacije.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF PARVOVIRUSES AND CIRCOVIRUSES
DETECTED IN WILD BOARS AND WILD CARNIVORES FROM THE WEST
BACKA DISTRICT

Abstract

Wild boars and wild carnivores are important, understudied reservoirs of parvoviruses and
circoviruses in Europe. This dissertation aimed to assess the presence and molecular
characteristics of these viruses in wild boars and wild carnivores from the West Backa
District, together with genotyping and recombinant-strain detection. A total of 90 tissue
samples from wild boars and 98 from wild carnivores, 45 golden jackals and 53 red foxes,
were examined. Viral nucleic acids were detected by real-time PCR, positive samples were
analyzed by conventional PCR, Sanger sequencing, phylogenetic and p-distance analysis,
and bioinformatic recombination assessment. In wild boars, parvoviruses were detected in
61.1% of samples, most often PPV2, in 92.7%, and PPV7, in 70.9%, followed by PPV3, in
32.7%, and PPV6, in 18.2% of positive samples, while PPV1, PPV4, and PPV5 were not
detected. Mixed infections involving two or more parvoviruses occurred in 76.4% of
positive samples. PCV2 was detected in 18.9% and PCV3 in 13.3% of samples, with co-
infection with parvoviruses in 34.5% of PPV-positive samples. PPV2 sequences clustered
within the European lineage, PPV7 showed greater heterogeneity, PCV2 belonged to
genotypes PCV2b and PCV2d, and PCV3 to genotype PCV3a. In wild carnivores, CPV2 and
FPV were detected in 12.2% of samples, CPV2 more often in jackals and FPV in foxes. CPV2
strains belonged to genotypes CPV2b and CPV2c and were related to Serbian canine
strains, while FPV strains fell within the FPV-B group. Canine circovirus was detected in
31.6% of samples, more often in jackals, with genotypes 4 and 5, i.e. the FoxCV lineage.
Recombination signals were found in PPV2, PPV7, and CanineCV/FoxCV sequences,
whereas no PCV3 signal met the acceptance criteria, and no signals were found in PPV6,
PCV2, CPV2, or FPV. Findings indicate wild boars and wild carnivores are important hosts
of parvoviruses and circoviruses, with a potential role in their maintenance and spread.

Keywords: wild boar; golden jackal; red fox; parvoviruses; circoviruses; molecular
characterization; phylogenetic analysis; genetic recombination.

Scientific field: Veterinary Medicine
Scientific subfield: Microbiology and Immunology
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UuvoD

Divlja svinja (Sus scrofa) vodi poreklo iz jugoisto¢ne Azije, gde se ovaj rod
diverzifikovao i prosirio prema kontinentalnoj Aziji, Evropi i severnoj Africi (Lucchini i sar.,
2005). Prema dostupnim podacima, divlje svinje pojavile su se u Evropi pre izmedu 1,5 i 4
miliona godina, u zavisnosti od toga da li se procena zasniva na arheoloskim ili podacima
dobijenim primenom molekularnih metoda (Scandura i sar., 2011). Rasprostranjenost divljih
svinja u Evropi posledica je kolonizacije iz juznih delova kontinenta tokom kasnog
pleistocena i zadrZala se do danas uz povremene fluktuacije brojnosti (Kusza i sar., 2014).
Osnovni ¢inioci koji uticu na veli¢inu populacije divljih svinja su promene u Zivotnoj sredini
(Morelle i sar., 2016), klimatske promene (Markov i sar, 2019) i izmene u
agroekosistemima. Posebno zabrinjava uloga divljih svinja u Sirenju uzro¢nika zaraznih
bolesti, narocito virusne etiologije, kao Sto je na primer virus africke kuge svinja (AKS)
(Simon i sar., 2024). Zavisno od Zivotnih uslova i konfiguracije terena, divlje svinje sposobne
su da prelaze velike udaljenosti, Sto dodatno naglasava njihov znacaj kao rezervoara brojnih
patogena (Park i sar., 2021). U Srbiji, nizak nivo biosigurnosti i tradicionalni nacin drZanja
domacih svinja koji omogucéava njihov neposredan ili posredan kontakt sa divljim svinjama
povecava mogucnost prenoSenja razli¢itih patogena (Mili¢evi¢ i sar., 2016), Sto je narocito
problemati¢no sa stanovisSta suzbijanja bolesti koje mogu naneti znatne Stete stocarskoj
proizvodnji.

Crvena lisica (Vulpes vulpes) i zlatni Sakal (Canis aureus) dve su najrasprostranjenije
simpatri¢ne! vrste divljih mesojeda na evropskom Kkontinentu (Torretta i sar., 2021;
Tsunoda i sar., 2022). Evropski zlatni Sakal nastanjuje Sirok geografski pojas koji obuhvata
severnu i isto¢nu Afriku, jugoisto¢nu Evropu i delove juZne Azije (Arnold i sar. 2012).
Tokom poslednjih dvadesetak godina zabeleZeno je znacajno Sirenje populacije Sakala u
ravni¢arska podrucdja severnih regiona Bosne i Hercegovine, pri ¢emu su pojedini
migracijski pravci vodili iz Srbije i severoistocne Hrvatske, ¢cime je uspostavljena stabilna
populacija ove vrste u navedenim podruéjima (Kovacic i sar., 2026; Nikitovi¢ i sar., 2023).
Bliski odnosi Sakala i lisica na istom geografskom podrucju uz ogranicene izvore hrane
uslovili su razvoj razlic¢itih prehrambenih navika ove dve vrste. Kod Sakala, sitni sisari i
divlji papkari, a narocito divlje svinje, predstavljaju glavni izvor hrane tokom cele godine,
dok se kod lisica taj odnos menja u prolece i leto, kada prevladavaju biljni materijal i ptice
(Lanszki i sar., 2016). Znacajno povecanje brojnosti ovih vrsta mesojeda u poslednjim
godinama, praceno njihovim prodorom u naseljena podrucja, predstavlja poseban rizik od
prenoSenja brojnih uzroc¢nika bolesti sa zoonoznim potencijalom (Castell6 i sar., 2018;
Campbell i sar., 2020; Delcourt i sar., 2022; Bali¢ i sar., 2024). Pored uzro¢nika zoonoza,
brojna istraZivanja ukazala su na prisustvo i drugih uzrocnika virusnih bolesti od znac¢aja u
veterinarskoj medicini, kao S$to su virus Stenecaka, parvovirus pasa, adenovirusi,
cirkovirusi i mnogi drugi (Truyen i sar., 1998; Kurucay i sar., 2023; Magliocca i sar., 2024;
Benkovic i sar., 2025).

1 Srodne vrste koje koegzistiraju u zajednickom Zivotnom prostoru.



1. Bioloske osobine i Kklasifikacija parvovirusa

Virusi iz familije Parvoviridae su poznati uzroCnici mnogih znacajnih oboljenja u
veterinarskoj medicini, pri ¢emu se posebno izdvajaju parvovirus pasa (CPV2), virus
panleukopenije macaka (FPV), parvovirusi svinja (PPV) i mnogi drugi (Cotmore i sar.,
2019). Uprkos dosta sloZenoj sistematizaciji, ovi virusi poseduju zajednickog pretka i
veoma sli¢ne bioloSke osobine kao Sto su otpornost u spoljasnjoj sredini, i proces
replikacije zavistan od prisustva Celija u S fazi Celijskog ciklusa, pri ¢emu su na infekciju
narocito prijemcive mlade jedinke (Lamm i sar. 2008). Navedeni afinitet prema mitotski
aktivnim Celijama objaSnjava i tropizam virusa prema hematopoetskim celijama,
limfocitima i progenitorskim celijama crevne mukoze. Prema najnovijoj sistematizaciji
Medunarodnog komiteta za taksonomiju virusa (International Commitee on Taxonomy of
Viruses - ICTV) familija Parvoviridae obuhvata 3 podfamilije: Densovirinae,
Hamaparvovirinae i Parvovirinae sa 26 rodova i preko 100 vrsta od kojih su neke sa
izraZzenim patogenim potencijalom (Slika 1) (Cotmore i sar., 2019; Jager i sar., 2021). Ne
poseduju spoljasnji omotac, kao ni lipide i polisaharide u svojoj strukturi, a veli¢ina
virusnih Cestica iznosi od 18 do 22 nm (Cotmore i sar., 2019).

Parvoviridae
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Slika 1. Klasifikacija virusa iz familije Parvoviridae: prikazani su neki od najznacajnijih

predstavnika za veterinatsku medicinu; Bojama je oznacen njihov patogeni potencijal;

ObeleZeni virusi su predmet ispitivanja ove disertacije (adaptirano prema Jager i sar.,
2021)



jednolanéana DNK

NS1

Slika 2. Struktura parvovirusa: proteini kapsida VP1 i VP2, nestrukturni protein virusa
(NS1) i jednolanc¢ana DNK (adaptirano prema Broliden i sar., 2006)

Virioni parvovirusa odlikuju se ikosaedricnom simetrijom, a njihov kapsid obrazuje
brojne povrSinske strukture u vidu simetri¢nih udubljenja i ispupcenja, koje su usko
povezane sa funkcijom virusne Cestice (Slika 2). Genom parvovirusa ¢ini jednolanc¢ana DNK
(engl. single-stranded DNA, ssDNA), linearnog oblika i veli¢ine od 4,5 do 5,5 kb, koja
obuhvata dva glavna okvira ¢itanja (engl. open reading frame, ORF). Prvi ORF, smeSten na 3’
segmentu DNK lanca, kodira sintezu nestrukturnih proteina (NS) i ima ulogu u transkripciji
i replikaciji, dok drugi, smesten u okviru 5’ segmenta, kodira izgradnju strukturnih proteina
kapsida, razli¢ito oznacenih kao VP ili Cap. Nestrukturni protein NS1 klju¢an je za
otpocinjanje replikacije i osigurava efikasnu amplifikaciju virusnog genoma (Cotmore i sar.,
2007; Sanchezi sar., 2021; Zhang i sar., 2022a).

Lanac DNK negativnog polariteta sluzi kao matrica za sintezu virusne informacione
RNK (iRNK) nakon ulaska virusa u celiju domacina. Ovakva organizacija genoma
omogucava brzu ekspresiju virusnih gena, ¢ime se olakSava preusmeravanje Ccelijskih
procesa u Kkorist virusne replikacije, ukljucuju¢i modulaciju signalnih puteva i imunskog
odgovora domacina (Cotmore i sar., 2007). Genom virusa sadrzi i terminalne palindromske
sekvence, koje omogucavaju formiranje ukosnica (engl. hairpin) i drugih kompleksnih
struktura neophodnih za replikaciju (Cotmore i sar., 2019).



Kapsid parvovirusa sastoji se od 60 proteinskih molekula, od kojih oko 90% Ccini
protein VP2, a oko 10% protein VP1, pri ¢emu se ovakva organizacija odnosi na
predstavnike podfamilije Parvovirinae, dok ¢lanovi podfamilije Hamaparvovirinae, u koju
spada i PPV7, kodiraju jedinstven kapsidni protein (VP). Kod pojedinih vrsta parvovirusa
javlja se i trei strukturni protein, VP3, koji nastaje odsecanjem terminalnih peptida
proteina VP2 (Cotmore i sar., 2010). Kod tih vrsta VP3 predstavlja dominantan kapsidni
protein sa kljutnom ulogom u stabilnosti virusnih cestica. Osim toga, kod nekih
parvovirusa ptica VP3 protein je najvarijabilniji i imunoloSki najznacajniji protein, Sto ga
¢ini primarnom metom neutralizuju¢ih antitela. Tatna uloga proteina VP3 u Zivotnom
ciklusu parvovirusa, posebno u interakcijama virusa sa ¢elijama domacina i u aktivaciji
imunskog sistema, jo$ uvek se intenzivno istrazuje (Yin i sar., 2012; Li i sar., 2016; Mietzsch
isar., 2019).

Pored strukturnih proteina kapsida, parvovirusi poseduju i nestrukturne proteine,
NS1 i NS2, neophodne za replikaciju i ekspresiju virusnog genoma. NS1 je glavni
regulatorni protein sa viSestrukim funkcijama u Zivotnom ciklusu virusa: deluje kao
helikaza, ATPaza i endonukleaza, uclestvuje u replikaciji virusne DNK i regulaciji
transkripcije, a njegov CRM12-zavisni transport izmedu jedra i citoplazme neophodan je za
umnozavanje virusa (Jin i sar., 2020; Cao i sar., 2021; Chen i sar., 2021a; Vargas-Ruiz i sar.,
2025). Interakcijom sa celijskim proteinima COP3 i CCT5% NS1 inhibira produkciju
interferona tipa I (IFN-), ¢ime pogoduje virusnoj replikaciji, a istovremeno aktivira NF-kB>
putem TLR26 i podstice sintezu proinflamatornih citokina, ukljucuju¢i IL-6 i TNF-a (Chen i
sar., 2021a; Du i sar., 2024). Pored toga, NS1 indukuje apoptozu ¢elija, oStecenje DNK usled
akumulacije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) i zastoj celijskog ciklusa. Sve navedeno
doprinosi razvoju patoloskih promena (Zhang i sar., 2019a; Vargas-Ruiz i sar., 2025).
Protein NS1 sadrzi i konzervisane domene i motive znacajne za njegovu funkciju, ali i za
taksonomsku klasifikaciju parvovirusa (Vargas-Ruiz i sar., 2025). Zahvaljujuéi ulozi u
replikaciji, imunomodulaciji i ispoljavanju citopatogenih efekata, NS1 predstavlja centralni
protein u biologiji i patogenezi parvovirusa.

Multifunkcionalni protein NS2 je ukljuen u virusnu replikaciju, odgovor na
oStecenje DNK i sintezu proteina. Interakcijom sa CRM1 omogucava transport viriona iz
jedra, pri ¢emu prekid ove interakcije dovodi do njihove retencije i smanjene infektivnosti
(Bodendorf i sar.,, 1999; Ohshima i sar.,, 1999; Eichwald i sar., 2002). Zbog izuzetno
kompaktnog genoma, parvovirusi koriste razli¢ite mehanizme ekspresije gena, ukljucujuci
alternativno iskrajanje (engl. splicing), alternativnu poliadenilaciju, alternativnu translaciju,
a kod pojedinih predstavnika i pomeranje okvira ¢itanja (engl. frameshifting), ¢ime se
omogucava produkcija veceg broja proteina iz ogranicenog genetskog materijala (Xie i sar.,
2023; Uhli Fasina, 2025).

2 CRM1 (engl, Chromosome Region Maintenance 1) je cCelijski transportni protein koji omogucava izlazak
molekula iz jedra u citoplazmu kroz jedarne pore.

3 COP (engl., Coat Protein Complex) grupa proteina zaduZena za formiranje vezikula.

4 CCT5 (engl., Chaperonin Containing TCP1 Subunit 5) ima ulogu u formiranju proteina citoskeleta.

SNF-kB (engl., nuclear factor kappa-light-chain-enhancer aktiviranih B celija) je grupa celijskih faktora koji
reguliSu brojne procese u ¢eliji kao Sto su inflamatorni i/ili imunoloski odgovor.

6 TLR2 (engl., Toll-like receptor 2) je protein na povrsini ¢elija kljucan za pokretanje razlicitih signalnih puteva
koji aktiviraju urodene imunolo$ke mehanizme.



Parvovirusi su izrazito otporni u spoljasnjoj sredini, zahvaljujué¢i odsustvu lipidnog
omotaca i stabilnoj strukturi kapsida, $to im omogucava preZivljavanje pri Sirokom
rasponu temperatura i pH vrednosti, kao i otpornost prema brojnim uobicajenim
dezinfekcionim sredstvima. Zbog toga dekontaminacija povrSina predstavlja znacajan
izazov i zahteva primenu dezinfekcionih sredstava sa dokazanim virucidnim dejstvom
(Nandi i Kumar, 2010; Decaro i Buonavoglia, 2012). Visoka stabilnost virusa u spoljasnjoj
sredini omogucava efikasnu indirektnu transmisiju putem kontaminiranih predmeta,
zemljiSta i vode, ¢ime se olakSava odrZavanje i Sirenje infekcije izmedu domacih i divljih
Zivotinja koje dele ista ili susedna stanista (Decaro i Buonavoglia, 2012; Arkel i sar., 2019).

Replikacija parvovirusa usko je povezana sa zivotnim ciklusom c¢elije domacina,
buducdi da se u ¢elijama koje nisu u aktivnoj deobi i u ¢elijama u fazi mirovanja ne odvijaju
efikasna replikacija virusnog genoma niti produktivna infekcija (Cotmore i sar., 2019).
[straZivanja sprovedena na stimulisanim limfocitima pokazala su da je umnoZavanje
parvovirusa neposredno zavisno od ¢elijskog ciklusa. Limfociti koji nisu u fazi deobe ne
podrZavaju replikaciju virusa, iako on u njima moZe perzistirati odredeno vreme. Nakon
stimulacije Celija, ¢ak i nekoliko dana po infekciji, dolazi do nastavka virusne replikacije, Sto
potvrduje da su proliferativno aktivne celije neophodne za uspeSno umnozavanje virusa i
razvoj infekcije. Nasuprot tome, monociti i makrofagi, koji imaju ogranicen proliferativni
potencijal, uglavnom ne podrzavaju replikaciju virusa (Paul i sar., 1979).

Infekcija parvovirusima zapocinje vezivanjem viriona za receptore na povrSini
prijemcive cCelije i njegovim ulaskom putem endocitoze. Kod CPV2 i FPV najvazniji receptor
jeste transferinski receptor, dok u procesu vezivanja mogu ucestvovati i heparan-sulfatni
proteoglikani (HSPG), sijalinska kiselina i integrini. Sposobnost koriS¢enja razlicitih
receptora znacajno utice na spektar prijemcivih vrsta domacina i na tkivni tropizam virusa
(Parker i Parrish, 2000; Cotmore i sar., 2007; Boisvert i sar., 2010). Nakon endocitoze,
acidifikacija endozoma dovodi do konformacionih promena kapsida i izlaganja
jedinstvenog regiona proteina VP1 (VP1u), koji poseduje aktivnost fosfolipaze A2 (PLAZ2).
Navedeni mehanizam nije univerzalan, budu¢i da kapsidni protein PPV7 ne sadrzi VP1u
region ni PLA2Z domen. Navedeni enzim lizira membranu endozoma i obezbeduje
oslobadanje kapsida u citoplazmu (Farr i sar., 2005; Lakshmanan i sar., 2022; Bieri i sar.,
2024). Kapsidi se zatim transportuju ka jedru duz mreze mikrotubula uz pomo¢ proteina
dineina (Mattola i sar., 2022a; Shi i sar., 2023; Chen i sar., 2024). Ulazak u jedro najcesce se
odvija aktivnim transportom kroz komplekse jedarnih pora, pri Cemu nuklearne
lokalizacione signale (NLS) prepoznaju importin a/f kompleksi (Mantyld i sar., 2017;
Maéntyla i sar., 2018; Shi i sar., 2023; Alvisi i sar., 2023). Zbog malih dimenzija kapsida,
pojedini parvovirusi mogu dospeti u jedro i alternativnim mehanizmima, ukljucujuci
prolazak kroz sistem pora u intaktnom obliku ili privremenu disrupciju jedarne membrane.
Nakon ulaska u jedro, virus koristi celijski aparat za replikaciju DNK i zapocinje
umnozavanje svog genoma (Slika 3) (Mantyla i sar., 2017; Mattola i sar., 2022a).

Za uspesnu replikaciju parvovirusa neophodno je da se ¢elija domacina nalazi u S ili
kasnoj S/G2 fazi Celijskog ciklusa. Budu¢i da ne poseduju sopstvenu DNK polimerazu,
parvovirusi koriste replikacioni aparat ¢elije domacina, koji je najaktivniji tokom S faze
(Gil-Ranedo i sar. 2015; Mattola i sar., 2022b). Konverzija virusnog jednolancanog DNK
genoma u dvolancani oblik, neophodna za transkripciju i dalju replikaciju, takode se odvija
pretezno u S fazi (Wolter i sar., 1980; Mattola i sar., 2022b). Tokom infekcije parvovirusi
mogu indukovati zaustavljanje Celijskog ciklusa u S fazi kako bi obezbedili optimalne uslove

5



za umnozavanje. U tom procesu znacajnu ulogu imaju virusni proteini, posebno NS1, koji
moduliSu Celijske signalne puteve, inhibiraju mitozu i stvaraju povoljno okruZenje za
replikaciju virusa. Istovremeno, virusna replikacija aktivira sistem odgovora na ostecenje
DNK (engl. DNA damage response, DDR), koji dodatno doprinosi regulaciji Celijskog ciklusa i
odrzavanju pogodnih uslova za replikaciju (Ganaie i sar., 2018; Chen i sar., 2024; Abrahams
isar., 2025).
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Slika 3. Ciklus replikacije parvovirusa - Sematski prikaz (adaptirano prema Zakrzewska i
sar., 2023)

Replikacija genoma parvovirusa odvija se prema modelu ,kotrljaju¢e ukosnice"
(engl. rolling-hairpin replication), sloZzenom mehanizmu ¢iji pojedini aspekti jo$ uvek nisu u
potpunosti razjaSnjeni (Slika 4). Terminalne palindromske sekvence virusnog
jednolancanog DNK genoma formiraju ukosnice koje sluZe kao prajmeri za zapocinjanje
replikacije; konkretno, 3’ terminalna ukosnica negativnog lanca deluje kao sopstveni
prajmer (engl. self-primer) za sintezu dvolanfane DNK. Tokom replikacije dolazi do
uzastopnog otvaranja i ponovnog formiranja terminalnih struktura ukosnica, ¢ime se
omogucava visSestruko zapocinjanje sinteze novih lanaca DNK. Nakon zavrsetka replikacije,
virusne endonukleaze ucestvuju u razdvajanju meduproizvoda, pri ¢emu nastaju novi
jednolancani genomi spremni za pakovanje u virusne Cestice (Berns, 1990; Ganaie i sar.,
2018; Chen i sar., 2024). Zbog izuzetno malog genoma, parvovirusi koriste alternativno
iskrajanje (engl. alternative splicing) kako bi iz ograni¢enog broja gena proizveli ve¢i broj
funkcionalno razli¢itih proteina. Ovaj proces ima kljutnu ulogu u regulaciji virusne
replikacije, povecanju diverziteta proteina i interakciji virusa sa c¢elijom domacina.
Alternativnim iskrajanjem primarnog transkripta nastaju razlicite iRNK, ukljucujuci
transkripte za sintezu proteina NS1 i NS2. Kod pojedinih svinjskih parvovirusa celijski



RNK-vezujuci protein SYNCRIP ucestvuje u obradi NS1 transkripta i formiranju NS2 iRNK,
pri emu poremecaj ovog procesa negativno utiCe na odnos NS1/NS2 i na efikasnost
virusne replikacije (Jongeneel i sar.,, 1986; Naeger i sar., 1992; Cotmore i sar., 2010).
Protein NS1 predstavlja glavni regulatorni protein parvovirusa i ima centralnu ulogu u
replikaciji virusnog genoma: ucestvuje u otpocinjanju i kontroli replikacije DNK i deluje kao
helikaza, ATP-aza i specificna endonukleaza neophodna za procesiranje meduproizvoda
replikacije, pri ¢emu moZe modulirati Celijski ciklus stvaraju¢i uslove pogodne za
umnoZavanje virusa (Jongeneel i sar., 1986; Ganaie i sar., 2018; Chen i sar., 2024).
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Slika 4. Replikacija genoma parvovirusa prema modelu ,kotrljaju¢e ukosnice“ (Payne,
2017)

Osnovni preduslov za razvoj parvovirusne infekcije jeste prisustvo proliferativno
aktivnih celija. Zbog izrazite zavisnosti od Ccelijskog ciklusa, parvovirusi prvenstveno
inficiraju tkiva u kojima se odvijaju intenzivne celijske deobe. Infekcija fetusa tokom
organogeneze, kao i infekcija novorodencadi u ranom postnatalnom periodu, dovodi do
brzog Sirenja virusa u tkivima u razvoju, njihove destrukcije i poremecaja normalnog
razvoja. Tako FPV moZe izazvati hipoplaziju malog mozga infekcijom fetusa ili novorodenih
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macica, dok kod pasa parvovirusi mogu zahvatiti miokard u razvoju. Nakon zavrSetka
organogeneze, virusna replikacija uglavnom je ograniCena na tkiva sa kontinuiranom
proliferacijom C¢elija, kao Sto su hematopoetski prekursori, limfociti i progenitorne celije
crevnog epitela. Posledi¢no, oSteéenja izazvana parvovirusima najizraZenija su upravo u
ovim tkivima i po svojim karakteristikama podsecaju na promene nastale nakon izlaganja
jonizujuéem zracenju (Parrish, 1995; Tattersall i sar., 2013). Celijska smrt tokom
parvovirusne infekcije najve¢im delom nastaje aktivacijom apoptoze posredovane
oSteCenjem mitohondrija. Replikacija virusa dovodi do smanjenja membranskog
potencijala mitohondrija i poveéanog stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, Sto pojacava
oksidativni stres i destabilizuje Celijske organele. Istovremeno, virusni protein NS1 aktivira
apoptotski put povetanjem permeabilnosti spoljaSnje membrane mitohondrija,
oslobadanjem citohroma c u citosol i aktivacijom kaspaza 9 i 3, Sto naposletku dovodi do
programirane cCelijske smrti (Nykky i sar., 2014; Zhao i sar., 2016; Zhang i sar., 2019a; Ma i
sar., 2020).

Nakon zavrSetka replikacije virusne DNK odvija se nekoliko klju¢nih dogadaja u
Zivotnom ciklusu parvovirusa. Tokom sklapanja kapsida novosintetisani virusni genom
pakuje se u kapsid u procesu usko povezanom sa S/G2 fazom celijskog ciklusa, pri ¢emu se
prethodno formirani prazni kapsidi popunjavaju virusnom DNK posredstvom kapsidnih
proteina (VP) (Riolobos i sar., 2006; Gil-Ranedo i sar., 2015; Mattola i sar., 2022b).
Parvovirusna infekcija uzrokuje nastanak specificnih replikativnih centara u jedru, tzv.
APAR-telasaca (engl. autonomous parvovirus replication bodies), koja imaju ulogu u
replikaciji virusne DNK i sklapanju viriona (Cziepluch i sar., 2000; Young i sar., 2002;
[halainen i sar., 2009), dok progresivno Sirenje replikativnog odeljka u jedru dovodi do
izmeStanja (marginalizacije) hromatina prema periferiji, Sto za posledicu ima znacajno
strukturno preoblikovanje jedra (Ihalainen i sar., 2009; Mattola i sar., 2022b). VazZno je
naglasiti da se virusni kapsidni proteini (VP1 i VP2) sintetiSu u citoplazmi, na ribozomima
Celije domacina, dok se njihovo spajanje sa virusnom DNK odvija u jedru, zbog cega je
neophodno da se ovi proteini prenesu kroz citoplazmu i uvezu u jedro posredstvom signala
jedarnog uvoza (NLS)?. Do zadrZavanja virusnih proteina u citoplazmi moZe do¢i usled
nepravilnog nabiranja i oligomerizacije pre uvoza u jedro (Lombardo i sar., 2000;
Lombardo i sar., 2002; Ros i sar., 2020), kao i usled mutacija u NLS sekvencama ili u
komponentama sistema jedarnog uvoza, Sto onemogucava efikasan transport i uzrokuje
zadrzavanje VP proteina u citoplazmi (Lombardo i sar., 2000; Lombardo i sar., 2002).
Nakon sklapanja kapsida i inkorporacije virusne DNK, virusne cestice napuStaju celiju
domacdina, pri cemu novija istrazivanja potvrduju da je taj izlazak kompleksan proces koji
podrazumeva aktivne i pasivhe mehanizme, tesno povezane sa regulacijom Ccelijskog
ciklusa i apoptozom. Primarni aktivni put izlaska virusa iz jedra ukljucuje jedarni izvozni
faktor CRM1, koji prepoznaje signal jedarnog izvoza (engl. nuclear export signal, NES) na
virusnim proteinima, kao S$to su NS2 i kapsidni protein VP2, a ovaj proces odvija se
paralelno sa razgradnjom jedarnog omotaCa tokom apoptoze i citolize. Promene u
propustljivosti jedarnog omotaca usko su povezane sa regulacijom kontrolne tacke G2/M
¢elijskog ciklusa, koja sprecava ulazak ¢elije u mitozu u prisustvu oSte¢ene DNK ili u slucaju

7 NLS (Nuclear Localisation Signal) je kratka sekvenca aminokiselina koja ima ulogu obeleZiva¢a usmeravajuéi
protein prema jedru. Ovo je proces koji je kljutan za funkcionisanje jedra i koristi se kod mnogih transportnih
receptora kao $to su importini i kompleks jedarnih pora.



nedovrsene replikacije, a u kontekstu parvovirusne infekcije ovaj mehanizam aktivira se
akumulacijom ciklina B1 i kinaze Cdk1 (Maroto i sar., 2004; Mattola i sar., 2022a; Mattola i
sar., 2022b). Razgradnja jedarnog omotaca (engl. nuclear envelope breakdown, NEBD) moZe
biti indukovana parvovirusima posredstvom aktivacije mitotskih kinaza (kao Sto je ciklin-
zavisna kinaza Cdk1) ili kaspaze 3, Sto dovodi do povecanja propustljivosti jedarnog
omotaca i omogucava pasivni transport kapsida, narocito tokom kasnijih faza infekcije.
Virus se sluzi kaspazama Celije domacina kako bi dovrsSio proteoliticku razgradnju jedarnog
omotaca, a potom i pasivni transport virusnih Cestica u citoplazmu (Mattola i sar., 2022a;
Mattola i sar., 2022b). Fosforilacija kapsidnih proteina (VP2) jedan je od najznacajnijih
procesa u sazrevanju virusnih Cestica, budu¢i da jedino kapsidi koji pored fosforilacije
sadrze i virusni genom mogu biti efikasno transportovani, bilo aktivnim bilo pasivnim
putem.

Parvovirusi svinja

Parvovirusi svinja (PPV) obuhvataju osam do danas opisanih vrsta, oznacenih kao
PPV1-PPV8 (Vargas-Bermudez i sar., 2023; Liu i sar., 2025). Na osnovu sekvence
nestrukturnog proteina NS1, PPV1 i PPV8 svrstani su u rod Protoparvovirus, PPV2 i PPV3 u
rod Tetraparvovirus, PPV4-PPV6 u rod Copiparvovirus, dok PPV7 pripada rodu
Chaphamaparvovirus (podfamilija Hamaparvovirinae) (Guo i sar., 2022; Zhao i sar., 2024;
Liu i sar., 2025). Za razliku od cirkovirusa svinja i parvovirusa mesojeda, kod kojih se
varijabilnost opisuje na nivou genotipova unutar jedne vrste, PPV1-PPV8 predstavljaju
zasebne vrste svrstane u Cetiri razli¢ita roda, zbog ¢ega se u ovom radu za njih koristi
navedeni termin “vrsta”. Virus PPV1 je najpoznatiji uzroc¢nik reproduktivnih poremecaja
svinja u sklopu SMEDI sindroma (engl. stillbirth, mummification, embryonic death,
infertility) (Streck i sar., 2015; Liu i sar., 2025). Virusi PPV2-PPV8 zajednicki se oznacavaju
kao ,novi" svinjski parvovirusi (nPPV) i njih odlikuje slicna grada genoma, ali i znacajne
razlike u duZini i organizaciji ORF segmenata, narocito u genu za kapsidni protein VP, Sto
utice na virulenciju, tropizam i antigenske karakteristike (Vargas-Bermudez i sar., 2023;
Liu i sar.,, 2025). Novi svinjski parvovirusi globalno su rasprostranjeni i detektuju se u
razli¢itim tkivima (pluca, limfoidno tkivo, pobaceni plodovi), ¢esto u meSovitim infekcijama
sa PCV2, PCV3 i PRRSV. NajviSe dokaza postoji o povezanosti PPV2 sa kompleksom
respiratornih oboljenja svinja (engl. porcine respiratory disease complex, PRDC), dok se za
PPV4, PPV6 i PPV7 sugeriSe moguca uloga u reproduktivhim poremecajima, za koju,
medutim, jo§ nema potvrde (Kim i sar., 2022; Faustini i sar., 2024; Vargas-Bermudez i sar.,
2024). Molekularno-epizootioloSke studije pokazuju visoku prevalenciju nPPV u
populacijama svinja, pri ¢emu PPV2, PPV3, PPV5, PPV6 i PPV7 Cesto predstavljaju
dominantan nalaz u odnosu na PPV1 u uzorcima iz tovnih kategorija i kod jedinki sa
klinickim problemima, uz ucestale meSovite infekcije (Kim i sar., 2022; Zhao i sar., 2024;
Vargas-Bermudez i sar.,, 2024). Najskorije opisani PPV8 filogenetski je svrstan u rod
Protoparvovirus; prvobitno je detektovan u Kini, a zatim i u JuZnoj Americi, gde je opisan u
okviru meSovite infekcije sa PCV2 i PRRSV kod svinja sa respiratornim oboljenjem, pri
¢emu je njegov patogeni znacaj jo§ uvek neutvrden (Guo i sar., 2022; Vargas-Bermudez i
sar., 2024). lako postoji sve visSe dokaza o mogucoj ulozi pojedinih nPPV u respiratornim
sindromima svinja, narocito PPV2, za vecinu ovih virusa jo$S nije uspostavljena jasna
uzrocno-posledi¢na veza sa odredenim bolestima, niti je moguca njihova izolacija in vitro,
Sto dodatno oteZava eksperimentalnu procenu njihove patogenosti (Faustini i sar., 2024;
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Vargas-Bermudez i sar., 2024). Parvovirusi svinja stoga predstavljaju heterogenu grupu
virusa sa potvrdenim znacajem za reproduktivno zdravlje (PPV1), dok se znacaj novijih
tipova tek istraZuje kroz brojne studije koje ukazuju na njihovu Siroku rasprostranjenost,
visok stepen geneticke raznolikosti kao rezultat mutacija i rekombinacija, te ¢estu pojavu
mesSovitih infekcija sa drugim virusima od znacaja za zdravlje svinja (Streck i sar., 2015;
Guoisar., 2022; Vargas-Bermudez i sar., 2024; Liu i sar., 2025).

Divlje svinje su znacajan rezervoar parvovirusnih infekcija za domace svinje, pri ¢emu
je do sada najduZe i najdetaljnije proucavan PPV1 (Roi¢ i sar., 2005; Streck i sar., 2015).
Seroloska istraZzivanja u Hrvatskoj pokazala su veliku rasprostranjenost antitela protiv
PPV1 u populaciji divljih svinja (41,6%), uz znacajno vecu seroprevalenciju kod odraslih
(70%) nego kod juvenilnih jedinki (31%), Sto ukazuje na intenzivnu i dugotrajnu
cirkulaciju virusa na svim ispitivanim lokalitetima (Roi¢ i sar.,, 2005). Sli¢ni rezultati
dobijeni su u Saksoniji (Nemacka), gde su specifi¢na antitela protiv PPV1 utvrdena kod vise
od polovine ispitivanih divljih svinja, sa visokim titrima u vecini seropozitivnih uzoraka i
bez jasne razlike prema polu ili loviStu, pri ¢emu su izrazito visoki titri zabeleZeni kod
starijih Zivotinja (Streck i sar. 2015). Molekularna ispitivanja u Srbiji detektovala su
prisustvo DNK PPV1 u 56% uzoraka divljih svinja u jednoj studiji, dok je u drugoj najcesce
utvrdivan PPV3 (69,6% pozitivnih), potom PPV1 (63,8%) i PPV2 (21,7%), a PPV4 nije
potvrden, Sto ukazuje na to da divlje svinje predstavljaju znacajan prirodni rezervoar vise
tipova parvovirusa (NiSavi¢ i sar., 2021; Jezdimirovi¢ i sar., 2024). Velika studija
sprovedena u Slovackoj utvrdila je prisustvo PPV3 kod gotovo petine ispitivanih divljih
svinja (19,1%), Cesto u mesSovitoj infekciji sa PCV2, a filogenetska analiza gena VP1 i NS1
ukazala je na blisko srodstvo slovackih izolata sa sojevima iz drugih zemalja, Sto svedoci o
globalnoj cirkulaciji ovog virusa u divljim i domac¢im populacijama svinja (Sliz i sar., 2015).
Velika studija sprovedena u Rusiji, zasnovana na pregledu slezine, pluéa i limfnih ¢vorova
divljih svinja iz viSe regiona, pokazala je prisustvo svih tipova od PPV1 do PPV7, pri ¢emu
su najc¢eSce detektovani PPV7 (59,3%) i PPV3 (49,1%), bez znacajne povezanosti
prevalencije sa polom i staroS¢u, dok su meSovite infekcije sa PCV2 i PCV3 ocenjene kao
slucajne (Komina i sar., 2025). Svi prethodno navedeni nalazi potvrduju da su divlje svinje
vazan rezervoar kako za PPV1, tako i za novootkrivene tipove PPV2-PPV7, sa visokom
ucestalo$¢u mesSovitih infekcija i potencijalom za razmenu sojeva sa doma¢om populacijom
svinja.

Dijagnostika parvovirusnih infekcija svinja zasniva se na kombinaciji metoda, pri
¢emu direktne metode obuhvataju detekciju virusne DNK, antigena i, rede, izolaciju virusa,
dok indirektne metode podrazumevaju serolosko ispitivanje prisustva specificnih antitela
(Kim i sar., 2021). Detekcija virusne DNK najceS¢e se sprovodi klasi¢nim i real-time PCR
testovima, ukljuc¢ujué¢i multipleks formate kojima se istovremeno identifikuje viSe vrsta
PPV (PPV1-PPV7) ili PPV u kombinaciji sa drugim DNK virusima reproduktivnog i
respiratornog trakta, uz visoku specificnost, granicu detekcije do 10 kopija po reakciji i
pogodnost za rutinsku dijagnostiku razlic¢itih vrsta uzoraka (serum, pluc¢a, limfni ¢vorovi,
creva, feces) (Kim i sar., 2021; Chen i sar., 2023). Izolacija parvovirusa tradicionalno se
sprovodi na osetljivim ¢elijskim linijama (npr. PK-15 ili primarnim ¢elijama svinjskog
testisa), medutim ova metoda je tehniCki zahtevna, manje osetljiva od molekularnih
metoda i danas se uglavnom primenjuje u istraZivacke svrhe i za dobijanje antigena
(Anoyatbekova i sar., 2025). Indirektna dijagnostika zasniva se pre svega na seroloskim
testovima za detekciju antitela, od kojih su ranije primenjivani test inhibicije
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hemaglutinacije (HI) i reakcija vezivanja komplementa, dok je ELISA postala zlatni
standard zahvaljuju¢i viSem stepenu automatizacije, osetljivosti i specificnosti. Savremene
varijante ELISA testa razvijene su koris¢enjem rekombinantnog proteina VP2 ili virusima
slicnih cestica (VLP) PPV1 kao antigena, pri ¢emu ih odlikuju visoka osetljivost i
specificnost, dobra korelacija sa HI testom, kao i pogodnost za epizootioloSki nadzor i
detekciju serokonverzije nakon vakcinacije (Gao i sar., 2022; Li i sar., 2023). Ipak, novije
studije ukazuju na to da seroloski testovi, narocito kod vakcinisanih krmaca i nazimica,
mogu biti ograni¢ene vrednosti za procenu uspesnosti vakcinacije i zdravstvenog statusa
zapata, usled uticaja maternalnih antitela, razlika izmedu vakcina i promenljive dinamike
titra antitela (Renzhammer i sar., 2024).

Aktuelna molekularno-epizootioloska istraZivanja pokazuju da divlje svinje
predstavljaju znacajan prirodni rezervoar ne samo klasi¢nog PPV1, ve¢ i Citavog spektra
novootkrivenih parvovirusa svinja (PPV2-PPV7), koji u ovim populacijama Cesto cirkuliSu
u vidu mesovitih infekcija (Cadar i sar.,, 2012; Roi¢ i sar., 2005). Preklapanje stanista, i
neposredan kontakt sa domac¢im svinjama u uslovima ekstenzivnog drzanja omogucavaju
dvosmerno prenoSenje sojeva i potencijalnu rekombinaciju izmedu virusa poreklom iz
divljih i domacih populacija (Cadar i sar., 2012). Takvo odrZavanje razli¢itih parvovirusa u
organizmima divljih svinja oteZava kontrolu infekcija u komercijalnim zapatima i naglasava
ulogu divljih svinja kao indikatora i izvora genetic¢ke raznolikosti ovih virusa. Imajuci to u
vidu, nadzor parvovirusa u populacijama divljih svinja predstavlja epizootioloski znacajnu,
a jos uvek nedovoljno istraZenu komponentu kontrole, Sto predstavlja osnovu za ispitivanja
u okviru ove disertacije.

Parvovirusi mesojeda

Pseci parvovirus tip 2 (CPV2), izuzev pasa, moze da dovede do infekcije velikog
broja vrsta, pri Cemu se narocito izdvajaju divlji mesojedi. Prisustvo virusa dokazano je kod
vukova, kojota, cibetki, oposuma, jazavaca, pa ¢ak i pandi (Kimpston i sar., 2022; Lina i sar.,
2022; Kurucay i sar., 2023). Parvoviroza mesojeda je jedno od najznacajnijih infektivnih
oboljenja u veterinarskoj medicini, kako zbog visoke kontagioznosti, tako i zbog osobina
samog virusa, koji se odlikuje visokom stopom mutacija i cestom pojavom novih varijanti
(Liisar., 2017). Rec je o teSkom sistemskom oboljenju pasa svih rasa, narocito izraZenom
kod Stenadi mlade od dva meseca, koje je praceno hemoragi¢nim enteritisom i rede,
miokarditisom. Uzrocnik, pseci parvovirus tipa 2 (CPV2), nastao je krajem sedamdesetih
godina proslog veka, najverovatnije adaptacijom virusa srodnog uzro¢niku panleukopenije
macaka (FPV) na novog domacina (Truyen, 1999). Ubrzo po pojavi, tokom 1978. godine,
infekcija je poprimila formu panzootije, rasirivsi se po celom svetu za manje od godinu
dana. Stabilnost i otpornost virusa u spoljasnjoj sredini, uz efikasan feko-oralni put Sirenja i
prijemcivost svih pripadnika familije Canidae, doprineli su tako brzom Sirenju. Poslednjih
godina miokardijalna forma sree se sve rede, zahvaljuju¢i Siroko rasprostranjenoj
vakcinaciji i kolostralnom imunitetu, dok hemoragicni enteritis i dalje predstavlja ozbiljan
zdravstveni problem Kkoji neretko dovodi do fatalnog ishoda. Bliski srodnik pseceg
parvovirusa jeste virus panleukopenije macaka (FPV), sa kojim CPV2 ¢ini vrstu
Protoparvovirus carnivoran 1 (Truyen i Parrish, 2013; Yeo i sar., 2023). Virus FPV se smatra
jednim od najznacajnijih patogena domacih i divljih mesojeda, koji enzootski cirkuliSe u
populacijama domacih macaka Sirom sveta (Yeo i sar., 2023). Oboljenje koje karakteriSu
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profuzni enteritis, izrazita leukopenija i visok mortalitet, narocito kod mladih jedinki, Sto je
posledica tropizma virusa prema ¢elijama intestinalnih kripti koje se brzo dele, koStane srzi
i limfoidnog tkiva, po obrascu analognom onom kod CPV2. Premda se FPV odlikuje znatno
vecom genetickom stabilno$¢u od CPV2, koji podleZe ¢estim mutacijama (Truyen i Parrish,
2013), oba virusa dele osnovne mehanizme patogeneze i klini¢ku sliku, zbog ¢ega infekcije
izazvane varijantama CPV2 kod macaka mogu klinicki podsecati na panleukopeniju.

Izvorni CPV2 nije imao sposobnost replikacije u organizmu macaka, dok je FPV
efikasno inficirao iskljucivo felide (Truyen, 1999). Virus CPV2 se geneticki razlikuje od
ranije identifikovanog pseceg parvovirusa poznatog kao minutni virus pasa (engl. Canine
minute virus), koji je istorijski oznacavan kao pse¢i parvovirus tip 1, a prema vaZecoj
taksonomiji svrstan je u rod Bocaparvovirus. Usled stalnih genetickih promena doslo je do
razvoja novih varijanti CPV2, od kojih su tri glavne: 2a, 2b i 2c (Capozza i sar. 2023).
Zanimljivo je da su upravo ove novije varijante (2a, 2b i 2c), za razliku od originalnog soja
CPV2 iz sedamdesetih godina proslog veka, ponovo stekle sposobnost inficiranja macaka.
Varijanta CPV2c postala je dominantna u mnogim regionima sveta, potisnuvs$i ranije
preovladujuce sojeve CPV2a i CPV2b (Mira i sar., 2019; Balboni i sar., 2021a; Hao i sar.,,
2022a). Znacaj ovih virusa nije ograniCen na domace Zivotinje, budu¢i da i CPV2 i FPV
predstavljaju ozbiljnu pretnju za oCuvanje ugroZenih divljih mesojeda. Transmisija virusa
izmedu vrsta, najceS¢e indirektnim Kkontaktom sa kontaminiranom sredinom,
dokumentovana je kod niza ugroZenih vrsta mesojeda, ukljucujuci velike macke poput
amurskog tigra, kod kojih FPV moZe dovesti do fatalnog ishoda ¢ak i u vakcinisanim
populacijama (Duarte i sar., 2013; Yeo i sar., 2023). Seroloska i molekularna istrazivanja
sprovedena u populacijama divljih mesojeda  potvrduju rasprostranjenost
protoparvovirusa u prirodi i ukazuju na to da slobodnozivece i populacije u zoo vrtovima
istovremeno predstavljaju i rezervoar ovih virusa (Duarte i sar., 2013).

Kao visoko kontagiozno infektivno oboljenje koje se primarno javlja kod Stenadi i
nevakcinisnih pasa, parvoviroza uzrokuje ozbiljna oste¢enja gastrointestinalnog sistema, a
ponekad i miokarda. Patogeneza oboljenja je povezana sa osobinama parvovirusa, pre
svega zavisnoScu replikacije od ¢elija u deobi (S-faza Celijskog ciklusa), Sto za kratko vreme
dovodi do destrukcije tkiva sa intenzivhom proliferacijom, visokog mortaliteta i
imunosupresije. Virus se Siri feko-oralnim putem, inicijalno se umnozavajuci u limfoidnom
tkivu orofarinksa, a potom se krvlju Siri kroz organizam, dovode¢i do viremije i
diseminacije u ciljne organe (Mia i Hasan, 2021; Capozza i sar., 2023; Sari i sar., 2024; Zhou
i sar., 2025a). Kao i drugi parvovirusi, CPV2 ispoljava tropizam prema celijama u aktivnoj
deobi, posebno u ¢elijama intestinalnih kripti i koStane srzi, a kod novorodene Stenadi i u
kardiomiocitima (Arora i sar., 2021). Hemoragicni enteritis, pracen profuznom krvavom
dijarejom, viSe je svojstven oboljenju uzrokovanom CPV2 nego macjoj panleukopeniji. [ako
je ucestalost oboljenja opala od prvog identifikovanja virusa, zahvaljuju¢i Siroko
rasprostranjenoj vakcinaciji, CPV2 i dalje predstavlja znacajan uzrok infektivne dijareje kod
mladih pasa. Povracanju koje je Cesto prvi simptom, prethode anoreksija i letargija, a zatim
se javlja i profuzna dijareja koja brzo dovodi do teSke dehidratacije. Kod obolelih pasa javlja
se dijareja neretko sa prisustvom Kkrvi, koja perzistira do oporavka ili do uginuéa. Smrtni
ishod je najcesc¢i kod mlade Stenadi, kod koje sekundarno moZe nastati bakterijemija (Mia i
Hasan, 2021; Capozza i sar., 2023; Sari i sar, 2024; Zhou i sar., 2025a). Sindrom
miokarditisa, koji nastaje usled infekcije tokom prve nedelje Zivota, obi¢no se manifestuje
kao akutna sr€ana insuficijencija i iznenadno uginuce Stenadi, ¢esto bez prethodnih

12



klini¢kih znakova. Stenad koja preZive akutno o$teéenje miokarda mogu naknadno razviti
kardiomiopatiju u uzrastu od Cetiri do osam nedelja. Iako je ovaj sindrom bio prilicno Cest
po pojavi virusa, danas je redak, kao posledica Siroko rasprostranjenog imuniteta
priplodnih kuja, koji putem kolostruma $titi ve¢inu Stenadi tokom ovog osetljivog perioda.
Infekcija miokarda nastaje usled intenzivne proliferacije kardiomiocita karakteristicne za
prvu nedelju nakon Stenjenja. Posledi¢na inflamacija i nekroza miokarda dovode do
plu¢nog edema i kongestije jetre usled akutne srcane insuficijencije. Kod Stenadi koja
preZzive duZe vreme razvija se kardiomiopatija, uz posledi¢ni limfocitni miokarditis i
fibrozu (Capozza i sar., 2023; Sari i sar., 2024). Infekcija parvovirusom dovodi i do supresije
funkcije koStane srzi, koja dovodi do leukopenije, slabljenja imuniteta i posledi¢ne
osetljivosti na sekundarne bakterijske infekcije (Mia i Hasan, 2021; Capozza i sar., 2023;
Sari i sar., 2024).

U dijagnostici infekcija izazvanih parvovirusima mesojeda koristi se niz metoda koje
se medusobno razlikuju po osetljivosti, specificnosti, brzini i prakti¢nosti izvodenja.
Molekularne metode, pre svega konvencionalni PCR i kvantitativni PCR (qPCR, real-time
PCR), predstavljaju zlatni standard u pogledu osetljivosti i specifi¢nosti, ali njihovo
izvodenje zahteva odgovaraju¢e opremljene laboratorije i obucen stru¢ni kadar (Walter-
Weingartner i sar., 2021). Nasuprot tome, brzi antigenski testovi izvode se neposredno uz
pacijenta i odlikuju se brzinom i jednostavnos$¢u, ali im je osetljivost niska, te negativan
rezultat ne iskljucuje infekciju kod Zivotinje sa odgovarajucom klinickom slikom (Walter-
Weingartner i sar., 2021). Iznenadno povracanje i pojava krvave dijareje izrazito
neprijatnog mirisa kod Stenadi i mladih pasa mogu ukazivati na infekciju CPV2, ali sami po
sebi nisu dovoljan dijagnosticki pokazatelj. Brzi imunohromatografski testovi uzoraka
fecesa omogucéavaju rano otkrivanje infekcije neposredno u ambulanti, premda je
izluCivanje virusa fecesom prolazno i intermitentno, Sto kod uzorkovanja van perioda
intenzivne ekskrecije virusa moZe dati laZzno negativan rezultat (Segev i sar., 2022). Pored
fecesa, virusna DNK moZe se uspesno detektovati i u uzorcima pune krvi i briseva farinksa,
koji u pojedinim fazama oboljenja pokazuju i vecu osetljivost, zbog cega izbor mesta
uzorkovanja uti¢e na pouzdanost molekularne dijagnostike (Segev i sar., 2022).
Laboratorijska dijagnoza moZze se postaviti i metodom hemaglutinacije eritrocita svinje u
prisustvu virusa u fekalnim ekstraktima, pri ¢emu uzorci poreklom od pasa sa akutnim
enteritisom sadrZe visoke titre virusa. Navedeni test je jednostavan i jeftin, ali manje
osetljiv i specifican od molekularnih metoda (Decaro i Buonavoglia, 2012). Za potvrdu
klinicke dijagnoze koriste se i elektronska mikroskopija i izolacija virusa na ¢elijskim
kulturama, koje su visoko specifi¢ne, ali tehnicki zahtevne, skupe i nedovoljno osetljive za
rutinsku primenu, pa se danas pretezno koriste u istrazivacke svrhe (Decaro i Buonavoglia,
2012). Retrospektivna dijagnostika moZe se postaviti seroloski ispitivanjem parnih
uzoraka seruma, najcesS¢e primenom IgM i/ili IgG ELISA testa.

Najnovije studije zasnovane na filogenetskoj analizi potvrduju da divlji mesojedi
nisu tek slucajni domacini, ve¢ aktivan rezervoar parvovirusa mesojeda. Dokumentovana je
transmisija ovih virusa izmedu domacih i divljih populacija, pri ¢emu pasaZa virusa kroz
pojedine divlje vrste, poput rakuna, moZe selekcionisati mutacije u kapsidnom proteinu
VP2 koje menjaju afinitet za transferinski receptor i Sire spektar domacina (Allison i sar.,
2013). Upravo su takve promene omogucile da varijante CPV2 ponovo steknu sposobnost
inficiranja macaka, dok je kruZenje virusa kod divljih mesojeda poput vukova, jazavaca i
kuna potvrdeno u brojnim populacijama, $to ove vrste svrstava medu vaZne prirodne
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rezervoare i izvore novih varijanti (Allison i sar, 2013). Osim toga, Protoparvovirus
carnivoran 1 je molekularno dokazan i okarakterisan kod zlatnog Sakala u Srbiji i Hrvatskoj
(Mili¢evic i sar., 2024; Coriéi sar., 2026), a kod crvene lisice i evropskog jazavca u susednim
podrucjima srednje Evrope (Petrouskova i sar., 2025), ¢ime se potvrduje cirkulacija ovih
virusa u populacijama divljih mesojeda iz neposrednog okruZenja. S obzirom na to da
kontinuirana cirkulacija parvovirusa u divljim populacijama moZe da dovede do pojave
novih antigenskih varijanti i potencijalno ugrozi efikasnost postojecih vakcina, ispitivanje
njihovog prisustva i molekularna karakterizacija sojeva poreklom od divljih mesojeda
predstavljaju jedan od zadataka ove disertacije.

2. Bioloske osobine i klasifikacija cirkovirusa

Virusi koji pripadaju familiji Circoviridae poseduju cirkularni jednolan¢ani DNK
genom i dele zajednicka fizicko-hemijska i geneticka svojstva. Zajedno sa ¢lanovima familije
Parvoviridae, ovo su najmanji poznati DNK virusi kicmenjaka, a pokazuju i sli¢nosti sa
jednolancanim DNK virusima biljaka. Pored patogena svinja, navedena familija obuhvata i
viruse koji izazivaju oboljenja mesojeda i ptica (Breitbart i sar., 2017). Cirkovirus svinja
otkriven je sedamdesetih godina proslog veka kao kontaminent celijske linije PK-15 pri
¢emu njegovom inokulacijom u organizam svinja nije dolazilo do razvoja klinickih
simptoma, te je virus smatran nepatogenim (Yang i sar., 2024a).

Virusi iz familije Circoviridae imaju slicne osobine viriona i genoma, ali se bioloSki i
antigenski znatno razlikuju. Familija trenutno obuhvata dva roda, Circovirus i Cyclovirus
(Breitbart i sar., 2017). Svinjski cirkovirus 1 (engl. Porcine circovirus 1, PCV1) pripada rodu
Circovirus, Ciji ¢lanovi poseduju dva glavna gena Rep i Cap, iako smeStena na cirkularnom
genomu, kodirana na suprotnim lancima (Niu i sar.,, 2022; Yang i sar., 2024a). Svinjski
cirkovirus 2 (PCV2), otkriven krajem devedesetih godina. Navedeni virus nanosi znacajne
ekonomske Stete svinjarskoj proizvodnji, a izaziva Sirok spektar klinickih manifestacija, od
multisistemskog sindroma krZljavosti prasadi nakon zalucenja do reproduktivnih,
bubreznih i koZnih oboljenja (Niu i sar., 2022; Maity i sar.,, 2023; Yang i sar., 2024a).
Svinjski cirkovirus 3 (PCV3), otkriven 2016. godine, povezuje se sa reproduktivnim
poremecajima i oboljenjima srca (Turlewicz-Podbielska i sar., 2022; Chen i sar., 2023).
Svinjski cirkovirus 4 (PCV4), identifikovan krajem 2019. godine, povezuje se sa
respiratornim i digestivnim simptomima, dok mu se klinic¢ki znacaj joS utvrduje (Zhang i
sar., 2019b; Wang i sar., 2022; Gao i sar., 2024).

Rod Circovirus obuhvata i druge patogene znacajne u veterinarskoj medicini: virus
bolesti kljuna i perja ptica (engl. Beak and feather disease virus, BFDV), gusciji i golubiji
cirkovirus kao i cirkovirus kanarinaca (Slika 5). Virus anemije Zivine (engl. Chicken anemia
virus, CAV), ranije je svrstavan u familiju Circoviridae, ali je reklasifikovan u familiju
Anelloviridae. Virioni cirkovirusa su mali (precnika oko 20-25 nm), bez omotaca, sfericnog
oblika i ikosaedri¢ne simetrije (Slika 6). Genom Cini jednolan¢ana DNK (ssDNA) duZine
priblizno 1,7-2,1 kb, koja kodira dve glavne grupe proteina: Rep, sa ulogom u replikaciji, i
Cap, proteine kapsida (Tochetto i sar., 2018; Ji i sar., 2020; Nath i sar., 2020). Virion grade
isklju¢ivo 60 monomernih kapsidnih subjedinica koje okruZuju virusnu DNK i formiraju
oklop tipa T=1, daju¢i simetricnu ikosaedri¢nu strukturu kao najmanju i ujedno
najstabilniju formu, koja se srece i kod brojnih drugih virusa (Khayat i sar., 2011; Wang i
sar., 2019a; Zhang i sar., 2019b; Nath i sar., 2020). Protein Cap je konusnog oblika u kojem
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je osam beta lanaca rasporedeno u dva sloja tako da su njihovi N-terminalni krajevi, bogati
argininom, okrenuti prema DNK i pospeSuju njeno vezivanje (Khayati sar., 2011).
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Slika 5. Odabrani predstavnici familije Circoviridae; ObeleZeni virusi su predmet ispitivanja
ove disertacije (adaptirano prema Liu i sar., 2024)

Cirkovirusi se replikuju u jedrima inficiranih ¢elija koje su u deobi. Veoma su stabilni u
spoljasnjoj sredini, otporni na zagrevanje (60 °C tokom 30 minuta) i na brojne
dezinficijense, a dobro podnose i razlicite pH vrednosti (Segalés i sar., 2005).

Istrazivanja su otkrila nekoliko vrsta receptora na povrsini Celije domacina koji
cirkovirusima omogucavaju vezivanje, prodiranje i replikaciju, a narocito se isti¢u heparan-
sulfat i hondroitin-sulfat B (Misinzo i sar., 2009; Wei i sar., 2019; Wang i sar., 2025). Tako
na primer, PCV3 primarno koristi endocitozu posredovanu klatrinom i dinaminom 2, pri
¢emu je za konformacione promene kapsida i oslobadanje genoma neophodna acidifikacija
endozoma, dok PCV2 dodatno Kkoristi i sloZeniji, Celijski zavisan put, u kojem su za infekciju
epitelnih celija neophodni aktin i GTP-zavisni signalni put (Misinzo i sar., 2009; Shi i sar.,,
2021).
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Slika 6. Grada kapsida cirkovirusa (preuzeto sa https://viralzone.expasy.org/1057)

Genom cirkovirusa se replikuje mehanizmom tzv. kotrljaju¢eg prstena (engl. rolling-
circle replication, RCR). Navedeni proces zapocinje na strukturi mati¢ne petlje, odnosno
ukosnice (engl. stem-loop) koja predstavlja formu nastalu spajanjem dva komplementarna
dela istog lanca, sa nesparenim krajem na jednom zavrSetku. Mesto pocletka replikacije
(engl. origin of replication, Ori) leZi u okviru palindromske sekvence sa konzervisanim
motivom od devet nukleotida (Slika 7) (Misinzo, 2007). Imajuéi u vidu da cirkovirusi ne
sintetiSu sopstvenu DNK polimerazu, ovi virusi koriste enzime Celije domacina, dostupne
tokom S faze celijskog ciklusa, a jednolancana DNK se pritom konvertuje u dvolancani
meduproizvod koji sluzi kao matrica za sintezu novih genoma (Mankertz i sar., 2004;
Steinfeldt i sar., 2006; Cheung, 2012). Da bi obezbedio optimalne uslove za replikaciju,
cirkovirus zaustavlja Celijski ciklus u S fazi koriste¢i p53 signalni put (Xu i sar., 2016; Deng i
sar., 2022). Replikacija zavisi i od faktora domacina: protein jedarceta NPM1 stupa u
interakciju sa proteinom Cap i pospesSuje replikaciju genoma, a njegova posttranslaciona
modifikacija, dodatno stimulisana infekcijom, ubrzava procese u jedru i sintezu virusne
DNK. Protein Cap pritom sadrZi signalne sekvence koje virusni genom i proteine zadrZavaju
u jedru (Zhou i sar., 2020; Du i sar., 2024). Klju¢ni mehanizmi su signalni putevi NF-kBS,
JAK/STAT®, MAPK10 i NLRP311, koji podstiCu sintezu citokina poput IL-6, IL-1f3, [FN-y i
ISG1512, narocito izraZzenu u mesovitoj infekciji sa drugim virusima (Shi i sar., 2021; Fehér i
sar., 2023). Cirkovirusi mogu uzrokovati i perzistentne infekcije domacina, premda su
pomenuti mehanizmi nedovoljno istraZeni i pretpostavlja se da ih omogucavaju virusni
proteini koji u ranoj fazi infekcije podrzavaju antiapoptotsko stanje celija, odnosno
imunosupresija u kasnijim fazama (Fehér i sar., 2023).

8NF-xB Jedarni faktor kapa lakih lanaca, obezbeduje prezivljavanje i podstice klonsku ekspanziju aktivisanih B ¢elija.

9 JAK/STAT (engl. Janus kinase / signal transducer and activator of transcription) signalni put kojim citokini prenose signal do jedra i
pokrecu ekspresiju gena imunskog i antivirusnog odgovora.

10 MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase) mitogenom aktivirana protein-kinaza koja spoljasnje signale prevodi u odgovore poput
proliferacije, apoptoze i produkcije citokina.

11 NLRP3 (engl. NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3) jeste unutarcelijski receptor koji aktivira inflamazom i pokrece
sazrevanje proinflamatornih citokina IL-18 i [L-18.

12 [SG15 interferonom stimulisani gen 15, klju¢an protein urodenog imuniteta.
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Slika 7. Sematski prikaz genoma cirkovirusa svinja (Misinzo, 2007)

Cirkovirusi svinja

Cirkovirusi svinja (engl. Porcine circovirus, PCV) ubrajaju se medu najmanje poznate
animalne viruse i danas predstavljaju jedan od ekonomski najznacajnijih problema u
intenzivnhom svinjarstvu. ReC je o sitnim virusima ikozaedarne simetrije bez spoljasnjeg
omotaca, ¢iji genom c¢ini cirkularna jednolan¢ana DNK duzine svega oko 1,7-2,0 kb. Genom
je organizovan u vidu dva glavna okvira Citanja i to: ORF1, koji kodira proteine replikacije
(Rep), i ORF2, koji kodira kapsidni protein (Cap) kao glavnu antigensku determinantu.
Unutar roda Circovirus do danas su opisane Cetiri vrste svinjskih cirkovirusa, oznacene od
PCV1 do PCV4, koje se medusobno bitno razlikuju po patogenom potencijalu i klinicCkom
znacaju (Niu i sar., 2022; Maity i sar., 2023; Yang i sar., 2024a).

Prvi opisani predstavnik, PCV1, identifikovan je 1974. godine kao perzistentni,
necitopatogeni kontaminent Celijske linije svinjskog bubrega PK-15 i do danas se ne smatra
patogenim za svinje. Tokom devedesetih godina proSlog veka, kod zaluCene prasadi u
Severnoj Americi i Evropi zabeleZen je nov klinicki entitet izvorno nazvan multisistemski
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sindrom Kkrzljanja prasadi nakon zaluCenja (engl. postweaning multisystemic wasting
syndrome, PMWS) ¢iji se uzrocnik pokazao antigenski i geneticki razli¢itim od PCV1 i potom
dobio naziv PCV2 (Niu i sar., 2022; Maity i sar., 2023). Za relativno kratko vreme PCV2 je
dostigao gotovo ubikvitarnu rasprostranjenost Sirom sveta i prepoznat je kao znacajan
patogen. U savremenoj literaturi termin PMWS ustupio je mesto Sirem konceptu
cirkovirusnih bolesti svinja (engl. porcine circovirus diseases, PCVD, odnosno porcine
circovirus-associated diseases, PCVAD), pod kojim se objedinjuje viSe klinicko-patoloskih
entiteta povezanih sa infekcijom PCV2. Tu se ubrajaju sistemska bolest izazvana PCV2
(engl. PCVZ2 systemic disease, PCV2-SD), koja odgovara nekadaSnjem PMWS, zatim
reproduktivna bolest (PCV2-RD), subklini¢ka infekcija (PCV2-SI) te sindrom dermatitisa i
nefropatije svinja (engl. porcine dermatitis and nephropathy syndrome, PDNS) (Segalés,
2012; Niu i sar.,, 2022). Nakon uvodenja masovne vakcinacije, sve viSe paznje zavreduje
problem subklinicke infekcije (PCV2-SI), koja se ispoljava sniZenim dnevnim prirastom bez
upadljivih simptoma, dok se manifestna PCV2-SD danas sreée sporadi¢no (Segalés, 2012;
Maity i sar., 2023).

Patogeneza cirkovirusnih bolesti ima izrazito multifaktorijalan karakter imajuci u
vidu da prisustvo PCV2 jeste nuZan, ali ne i dovoljan uslov za ispoljavanje klinicke bolesti,
Sto je dugo onemogucavalo dokazivanje uzrocnosti u skladu sa Kohovim postulatima. Za
progresiju iz subklinicke u klinicku formu presudni su pridruZeni ¢inioci poput meSovite
infekcije drugim patogenima (najcesSc¢e virusom reproduktivnog i respiratornog sindroma
svinja, PRRSV, parvovirusom svinja te bakterijom Mycoplasma hyopneumoniae) i
nepovoljnih zoohigijenskih uslova (Pallarés i sar., 2002; Opriessnig i sar., 2007).
Patohistoloski, PCV2-SD karakteriSe deplecija limfocita i granulomatozna upala limfoidnog
tkiva sa posleditcnom imunosupresijom i sklonosé¢u ka sekundarnim bakterijskim
infekcijama. Klini¢ka slika kod obolelih Zivotinja obuhvata zaostajanje u rastu, krzljavost,
oteZano disanje, proliv, Zuticu i limfadenopatiju, najces¢e kod prasadi starosti izmedu 5i 18
nedelja (Opriessnig i sar., 2007; Maity i sar., 2023). Sindrom dermatitisa i nefropatije
(PDNS) imunoloski je posredovano stanje zasnovano na reakciji preosetljivosti tipa III u
kojoj se imunski kompleksi (IgG, IgM i komplement) taloZe u zidovima krvnih sudova i
izazivaju nekroti¢ni vaskulitis i fibrinozno-nekroti¢ni glomerulonefritis. Bolest se Kklinicki
prepoznaje po nepravilnim, purpurno-crvenim makulama, papulama i nekrozama koZe,
najizraZenijim na zadnjim ekstremitetima, perineumu i trbuSnom zidu, uz apatiju, gubitak
apetita i febru. Zbog upecatljive klinicke slike, PDNS zauzima vazno mesto u diferencijalnoj
dijagnostici klasic¢ne i africke kuge svinja.

Genotipizacija PCV2, zasnovana na analizi gena ORF2, prema trenutno
najprihvacenijoj shemi razvrstava virus u osam genotipova (PCV2a-PCV2h), koji svi
pripadaju jedinstvenom serotipu (Franzo i Segalés, 2018). Populacionu dinamiku virusa
odlikuju sukcesivne smene dominantnih genotipova: izvorno preovladuju¢i PCV2a tokom
ranih dvehiljaditih potisnut je genotipom PCV2b, da bi nakon toga PCV2d preuzeo primat u
vecini svetskih regiona. Visoka stopa nukleotidnih supstitucija, naglaSena sklonost ka
rekombinaciji i neprekidna evolucija ¢ine PCV2 jednim od geneticki najvarijabilnijih DNK
virusa i Sto dovodi u pitanje efikasnost raspolozivih vakcina (Franzo i Segalés, 2018; Maity i
sar., 2023).

Osim PCV2, u protekloj deceniji opisana su i dva dosad nepoznata svinjska
cirkovirusa. PCV3 je otkriven 2016. godine u Sjedinjenim Americkim Drzavama,
metagenomskim sekvenciranjem uzoraka poreklom od krmaca sa klinickom slikom nalik
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PDNS, uz reproduktivne poremecaje, miokarditis i sistemsku inflamaciju. Danas je poznato
da enzootski cirkuliSe u populacijama svinja Sirom sveta, premda njegov puni patogeni
znacaj jos$ nije konac¢no utvrden (Palinski i sar., 2017; Klaumann i sar., 2018a). Pored toga,
PCV4 je prvi put opisan 2019. godine u kineskoj provinciji Hunan, a potom potvrden i u
drugim delovima sveta, ukljuCuju¢i Evropu. Povezuje se sa respiratornim, enteri¢nim,
koZnim i bubreznim simptomima, ali njegov klinicki znacaj ostaje predmet daljih ispitivanja
(Zhang i sar., 2019b; Maity i sar., 2023).

Divlje svinje zauzimaju posebno mesto u epizootiologiji cirkovirusnih infekcija i, kao
rezervoar relevantan za zdravlje domacih svinja, predstavljaju opravdan predmet naucnog
interesovanja u okviru ove doktorske disertacije. Retrospektivna seroloska istrazivanja su
pokazala prisustvo antitela protiv cirkovirusa u uzorcima poreklom od divljih svinja iz
osamdesetih godina proslog veka, a kasnija istraZivanja potvrdila su cirkulaciju PCV2 i
PCV3 kod ove vrste prakticno na svim kontinentima (Vicente i sar., 2004; Franzo i sar.,,
2025). Stope seroprevalencije i molekularne detekcije znatno variraju u zavisnosti od
geografskog podrucdja i toga da li su divlje svinje intenzivno gajene. Ogradene populacije po
pravilu pokazuju viSu prevalenciju od onih u prirodnim stanistima pri ¢emu su za PCV3
zabeleZene vrednosti u rasponu od svega nekoliko procenata do preko 70%, uz
dokumentovanu pojavu perzistentne infekcije (Vicente i sar., 2004; Klaumann i sar.,,
2018b). Uprkos cestoj detekciji virusnog genoma, kod divljih svinja izostaju jasne
patohistoloske lezije svojstvene cirkovirusnim bolestima domacih svinja, Sto sugerise da je
klinicki ispoljena bolest u populacijama divljih svinja malo verovatna i da su ove Zivotinje
narocito znacajne kao rezervoari virusa (Klaumann i sar., 2018a; Franzo i sar., 2025).

Dijagnostika cirkovirusnih infekcija svinja oslanja se na kombinaciju molekularnih i
seroloskih metoda, pri ¢emu se dijagnoza PCV2-SD i ostalih cirkovirusnih bolesti postavlja
tek povezivanjem kvantitativne detekcije virusa sa odgovaraju¢om klinickom slikom i
karakteristicnim patohistoloSkim lezijama, buduéi da je virus prisutan i kod klinicki
zdravih jedinki (Segalés, 2012). Genom PCV2, PCV3 i PCV4 najceSce se dokazuje
konvencionalnim i gPCR metodama, koje omogucavaju odredivanje koncentracije virusa u
tkivima i serumu i razlikovanje subklinicke infekcije od klini¢ki znac¢ajne bolesti (Klaumann
i sar., 2018b). Za potvrdu uzrotne povezanosti virusa sa lezijama Kkoriste se
imunohistohemija i in situ hibridizacija, kojima se virusni antigen, odnosno nukleinska
kiselina, lokalizuju neposredno u promenjenim tkivima (Opriessnig i sar., 2007). Seroloske
metode, pre svega ELISA, primenjuju se u nadzoru i proceni statusa zapata, ali su
ogranic¢ene vrednosti za dijagnozu pojedinac¢nih slucajeva zbog Siroke rasprostranjenosti
infekcije i vakcinacije (Segalés, 2012). Kod novootkrivenih cirkovirusa, narocito PCV3 i
PCV4, standardizovani dijagnosticki kriterijumi joS uvek nisu u potpunosti uspostavljeni,
Sto otezava procenu njihovog klinickog znacaja (Palinski i sar., 2017; Klaumann i sar.,
2018a).

Najnovije filogeografske i rekombinacione analize pokazuju da divlje svinje nisu
pasivan, vec¢ aktivan cinilac u evoluciji i cirkulaciji svinjskih cirkovirusa. Dokumentovana je
dvosmerna razmena virusa (engl. spillover) izmedu domacih i divljih svinja, podstaknuta
preklapanjem staniSta, neposrednim kontaktom i premestanjem Zivotinja u okviru lova i
trgovine, kao i doprinos rekombinacije nastanku novih genotipova (Franzo i sar., 2025). Na
navedeni nac¢in nezavisno odrZavanje virusa u divljim populacijama moZe umanjiti dejstvo
vakcinacije u domacim zapatima, narocito prema genotipovima koje postojece vakcine ne
pokrivaju u potpunosti. Imaju¢i sve navedeno u vidu, sistematski nadzor cirkovirusa u
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populacijama divljih svinja predstavlja epizootioloski klju¢nu, a jo$S uvek nedovoljno
istrazenu komponentu kontrole ovih infekcija, Sto ujedno ¢ini i polaziSte istraZivanja
sprovedenog u okviru ove doktorske disertacije.

Cirkovirus pasa

Pseci cirkovirus (engl. Canine circovirus, CanineCV), klasifikovan u rod Circovirus
familije Circoviridae, predstavlja jedan od novijih virusa otkrivenih kod mesojeda i sve
znacajniji predmet istraZivanja u veterinarskoj virusologiji (Kapoor i sar., 2012). Virus je
prvi put identifikovan 2011. godine u Sjedinjenim Americkim DrZzavama, u krvnom serumu
klinicki zdravih pasa, a do danas je dokazan na gotovo svim kontinentima, kako kod
domacdih, tako i kod divljih mesojeda (Kapoor i sar., 2012; Beikpour i sar., 2025; Benkovic i
sar., 2025). Klinicki znacaj CanineCV jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjen, buduc¢i da se
virus dokazuje i kod obolelih i kod klinicki zdravih jedinki. Uprkos tome, infekcija se dovodi
u vezu sa hemoragi¢nim gastroenteritisom, respiratornim oboljenjima, nekroti¢nim
vaskulitisom i granulomatoznim limfadenitisom, a posebno se naglasava njegova uloga kao
kofaktora koji pogorsava tok drugih infekcija (Li i sar., 2013; Decaro i sar., 2014). Naime,
CanineCV se Cesto dokazuje u meSovitoj infekciji sa drugim enteri¢nim i respiratornim
patogenima, pre svega sa CPV2, pri ¢emu takve infekcije po pravilu prati teza klinicka slika i
viSa stopa mortaliteta (Decaro i sar., 2014). NajteZi, fatalni oblici bolesti opisani su upravo
kod pasa istovremeno inficiranih sa CanineCV i CPV2 (Anderson i sar., 2017).

Divlji mesojedi imaju poseban znacaj u epizootiologiji pseceg cirkovirusa, Sto ih €ini
znacajnim predmetom proucavanja u okviru ove disertacije. Identi¢ni ili blisko srodni
sojevi CanineCV dokazani su kod vukova, lisica, Sakala i jazavaca, Sto potvrduje moguénost
transmisije ovog virusa izmedu vrsta (Canuti i sar., 2024). Prevalencija znatno varira medu
vrstama, od niskih vrednosti kod lisica do izrazito visokih kod vukova, kod kojih je u
pojedinim populacijama virus dokazan kod gotovo polovine ispitanih jedinki, zbog Cega se
ova vrsta smatra prirodnim rezervoarom (Canuti i sar., 2024). Filogenetske analize
razlikuju nekoliko genotipova, pri ¢emu se poseban genotip 5, izvorno opisan kao lisicji
cirkovirus (engl. fox circovirus, FoxCV), javlja pretezno kod divljih mesojeda (Canuti i sar.,
2024). U sklopu istraZzivanja u okviru ove disertacije, prisustvo i geneticka raznovrsnost
CanineCV nedavno su potvrdeni kod zlatnih Sakala i crvenih lisica u severozapadnoj Srbiji,
pri cemu su Sakali nosili sojeve karakteristicne za domace pse, a lisice varijantu svojstvenu
divljim mesojedima. Osim toga, istovremeno prisustvo obe varijante virusa kod pojedinih
Sakala ukazuje na njihovu ulogu u mesanju i rekombinaciji sojeva (Benkovi¢ i sar., 2025).

Dijagnostika infekcije pse¢im cirkovirusom zasniva se prevashodno na
molekularnim metodama, budué¢i da se virus ne moze izolovati u rutinskim uslovima, a
klinicka slika nije specificna. Detekcija virusne DNK najceS¢e se sprovodi primenom
konvencionalnih i qPCR metoda (Kapoor i sar., 2012; Benkovi¢ i sar., 2025). U dijagnostici
je, osim dokazivanja samog genoma, znacajno i utvrdivanje da li je virus zaista povezan sa
uoCenim patomorfoloskim promenama, za Sta se primenjuju imunohistohemija i in situ
hibridizacija kao metode kojima se kapsidni protein, odnosno virusna DNK, prikazuju
direktno unutar lezija u tkivu. Pored toga, sekvenciranje i filogenetska analiza Rep i Cap
gena omogucavaju razvrstavanje sojeva u genotipove i pracenje njihovog porekla i Sirenja
(Liisar., 2013; Benkovici sar., 2025).
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Geneticka raznovrsnost i sklonost rekombinaciji ¢ine CanineCV virusom Kkoji
kontinuirano evoluira, a populacije divljih mesojeda predstavljaju jedan od glavnih izvora
geneticki raznovrsnih sojeva. Sve CeS¢i kontakt Sakala i lisica sa naseljenim podrucjima, kao
i preklapanje njihovih staniSta sa domad¢im psima, stvara uslove za razmenu i mesanje
sojeva poreklom iz divljih i domacih populacija, ¢ime se otvara put nastanku
rekombinantnih varijanti virusa (Benkovi¢ i sar., 2025). Upravo zbog navedene dinamike,
pracenje cirkovirusa kod divljih mesojeda dobija poseban epizootioloski znacaj, a
nedostatak takvih podataka za podrucje jugoistoCne Evrope predstavlja jedan od razloga za
sprovodenje istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije.
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PREGLED LITERATURE

Klasi¢ni svinjski parvovirus (PPV1), pripadnik roda Protoparvovirus, decenijama je
bio jedini poznati predstavnik podfamilije Parvovirinae koji inficira svinje i prepoznat je
kao jedan od glavnih uzrocnika reproduktivnih poremecaja, koji se klinicki manifestuju kao
sindrom SMEDI. Napredak molekularnih tehnika, a posebno metagenomskog
sekvenciranja, doveo je tokom poslednje dve decenije do otkrica niza novih vrsta,
oznacenih od PPV2 do PPV8, koji se danas svrstavaju u viSe rodova: Protoparvovirus
(PPV1), Tetraparvovirus (PPV2 i PPV3), Copiparvovirus (PPV4, PPV5 i PPV6) i
Chaphamaparvovirus (PPV7) (Jager i sar., 2021). Tokom poslednje dve decenije, primenom
sekvenciranja, uz klasi¢ni PPV1, opisano je jos Sest novih vrsta (PPV2-PPV7), od kojih su tri
najranije identifikovana PPV2, PPV3 i PPV4 (Cadar i sar., 2013a). Tako je PPV2 prvi put
otkriven 2001. godine u Mjanmaru, kada je slu¢ajno detektovan u krvnom serumu svinja
tokom istraZzivanja hepatitisa E. Genom ovog virusa od oko 5 kb pokazao je slicnost sa
parvovirusom mosSusne patke i govedim parvovirusom 3, ali se filogenetski izdvojio kao
zaseban ¢lan podfamilije Parvovirinae (Hijikata i sar., 2001; Cadar i sar., 2013a). PPV3 je
opisan 2008. godine u Hongkongu, prvobitno nazvan svinjski hokovirus (porcine
hokovirus, PHoV) i blisko srodan humanom parvovirusu 4 (PARV4) i govedem hokovirusu,
a naknadno je klasifikovan kao PPV3 (Lau i sar., 2008; Cheung i sar., 2010). Sli¢no, PPV4 je
prvi put detektovan 2010. godine u Severnoj Karolini (SAD), u zapatima istovremeno
pozitivnim na PCV2 i obolelim od PCVAD (Cadar i sar., 2013a; Sun i sar., 2015). PPV2 i PPV3
svrstani su u rod Tetraparvovirus, dok PPV4 pripada rodu Copiparvovirus. Svinjski
parvovirus 5 (PPV5) je okarakterisan kao zasebna vrsta blisk PPV4 (Xiao i sar., 2013b), dok
je PPV6 identifikovan u Kini metagenomskim sekvenciranjem materijala poreklom od
pobacenih fetusa (Ni i sar., 2014). Prisustvo PPV6 ubrzo je potvrdeno i izvan Kine, prvim
nalazom u Poljskoj (Cui i sar.,, 2017a). Nakon toga, PPV7, prvi put je opisan u Sjedinjenim
Americkim Drzavama, a potom dokazan i u Kini (Xing i sar.,, 2018), pri ¢emu je njegova
molekularna karakterizacija dopunjena nalazom u centralno-isto¢noj Kini (Wang i sar.,
2019c). Za detekciju svih sedam vrsta razvijene su i validirane multipleks PCR metode Sto
je omogucilo sistematsko pracenje njihove cirkulacije u terenskim uzorcima (Kim i sar.,
2021). Spektar poznatih genotipova dodatno je prosSiren opisom do tada nepoznatog osmog
Clana grupe. Primenom sekvenciranja materijala dobijenog iz uzoraka pluca obolelih svinja
pozitivnih na PRRSV, u provinciji Guangdong u Kini identifikovan je novi virus, privremeno
nazvan svinjski parvovirus 8 (PPV8), ¢iji soj GDJM2021 ima genom duzine 4380 nukleotida
sa dva preklapajuca otvorena okvira ¢itanja (Guo i sar., 2022). Geneticka identi¢nost PPV8
sa do tada poznatim vrstama kretala se izmedu 16,23% i 44,18%, pri Cemu je najveca
srodnost utvrdena sa klasicnim PPV1, dok je retrospektivnom analizom 211 uzoraka
prikupljenih tokom 24 godine ovaj virus dokazan u 37 uzoraka (17,5%) rasporedenih u
dvanaest regiona Kine, ¢ime je potvrdena njegova Siroka i dugotrajna cirkulacija (Guo i sar.,
2022). Pokusaji izolacije in vitro nisu bili uspesni, Sto PPV8 svrstava u grupu novijih vrsta
Cija patogenost ostaje nerazjaSnjena, slicno vecini ¢lanova grupe PPV2-PPV7, koji do danas
nisu uspeSno umnoZzeni u kulturi ¢elija.

Genom svinjskih parvovirusa cini jednolancai linearni molekul DNK veliCine
priblizno 4 do 6 kb, sa dva glavna otvorena okvira Citanja koji kodiraju nestrukturni protein
(NS1) i kapsidne proteine (VP). Uporedne filogenetske analize pokazale su da novi
genotipovi ispoljavaju izraZenu geneticku raznovrsnost i da evolucione cCinioce koji ih
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oblikuju treba posmatrati odvojeno za pojedine rodove virusa. Analiza evolucije kapsidnih
proteina i komparativna filogenija novih parvovirusa ukazale su na znacaj rekombinacije i
specificnih selekcionih pritisaka u njihovoj diverzifikaciji, kao i na ulogu i domacih i divljih
svinja u tom procesu (Cadar i sar., 2013a,b).

Evolutivne mehanizme dodatno je rasvetlila analiza genotipova PPV2-PPV7,
sprovedena na sekvencama poreklom iz Kine pri ¢emu je utvrdeno je da prirodna selekcija,
a ne mutacioni pritisak, igra dominantnu ulogu u oblikovanju genoma (Xie i sar., 2022).
Sveobuhvatna ispitivanja sprovedena u Kini potvrdila su da je za veinu genotipova
vrednost odnosa nesinonimnih i sinonimnih supstitucija (dN/dS) niZa od jedinice, Sto
ukazuje na preovladujucu purifikacionu selekciju, dok PPV7 odstupa od tog obrasca, a
opisana je i rekombinacija medu sojevima poreklom od divljih svinja (Li i sar.,, 2021).
Geneticka raznovrsnost PPV7 detaljno je okarakterisana na uzorcima iz juzne Kine, gde je
sekvenciranjem celih genoma i analizom rekombinacije medu sojevima iz provincija
FudZijan i Guangdong dokumentovano postojanje visSe podtipova, od kojih su PPV7e i
PPV7f bili najrasprostranjeniji, uz identifikaciju rekombinantnog soja 21FJ09 (Zhang i sar.,
2022b). Slican obrazac geneticke raznovrsnosti i prisustvo insercija od 3 do 15 nukleotida
u kapsidnom genu Sesnaest sojeva opisani su i za sojeve PPV7 iz provincije Guangsi, kod
kojih je sli¢nost sa referentnim sojevima iznosila 93,9-97,9% za NS1 i 87,4-95,0% za
kapsidni gen (Wang i sar.,, 2019b). Ovi nalazi zajedno ukazuju na to da PPV7, uprkos
relativno nedavnom otkri¢u, poseduje bogatu geneticku strukturu i dinami¢nu evoluciju,
Sto ga izdvaja medu novim genotipovima.

Epizootioloska istrazivanja pokazuju Siroku rasprostranjenost novih vrsta u
populaciji domacih svinja, ¢esto sa viSom prevalencijom od klasi¢nog PPV1. U Madarskoj su
prva ispitivanja dokazala cirkulaciju PPV2, PPV3 i PPV4 i ukazala na njihovu pojavu kao
novih infekcija u svinjskim populacijama (Csagola i sar., 2012). Na velikom uzorku od 450
domacih svinja iz Kine, prikupljenih tokom perioda od 2004. do 2014. godine, najvecu
prevalenciju ispoljili su PPV3 (45,11%) i PPV2 (39,56%), zatim PPV4 (21,56%) i PPV1
(5,56%), dok je za svaki virus filogenetskom analizom utvrdeno postojanje dve glavne loze
(Sun i sar., 2015). Sistematska ispitivanja koja obuhvataju svih sedam vrsta dodatno su
ucvrstila ove nalaze. U Kini je tokom perioda od 2016. do 2020. godine na 435 klinickih
uzoraka iz osam provincija dokazana ukupna prevalencija PPV od 55,40%, pri ¢emu su
PPV2 i PPV3 (oba 22,53%) bile najzastupljenije vrste, a meSovita infekcija sa dve do pet
vrsta parvovirusa utvrdena je u 27,36% uzoraka (Li i sar., 2021). U Republici Koreji
ispitivanjem 286 uzoraka seruma, 481 uzorka pluca i 281 uzorka fecesa prikupljenih u
periodu od 2018. do 2020. godine dokazano je Siroko rasprostranjeno prisustvo svih
sedam vrsta, sa najviSim stopama detekcije u plu¢ima, gde se prevalencija kretala od 7,9%
za PPV1 do 32,6% za PPV2, a najviSe vrednosti zabeleZene su kod tovljenika, Sto ukazuje na
hroni¢nu prirodu infekcije i kontinuiranu cirkulaciju virusa (Kim i sar., 2022). Pojedine
vrste pokazuju izrazit tkivni tropizam te je tako PPV2 najucestaliji u plu¢nom tkivu, a
visoke stope detekcije zabeleZene su i u tonzilama i srcu klinicki zdravih tovnih svinja
(Saekhow i sar., 2014).

[ako patogenost vedine novih vrsta parvovirusa ostaje nerazjasnjena, sve veci broj
istraZivanja ukazuje na njihovu mogucu ulogu u sklopu kompleksnih bolesti svinja, narocito
u kombinaciji sa PCV2 i PRRSV. Pregledni radovi naglasavaju da klasi¢ni PPV1, pored
patogenog uticaja u reproduktivnim poremecajima, deluje i kao kofaktor u nastanku bolesti
povezanih sa PCV2 (Streck i Truyen, 2020). U eksperimentalnim meSovitim infekcijama

23



PPV1 i PCV2 beleZi se pogorsanje klinicke slike karakteristicne za PCVAD, $to ukazuje na
sinergistic¢ki odnos ovih virusa. Povezanost novih parvovirusa sa PCV2 potvrdena je u viSe
terenskih studija. U kineskom istrazivanju meSovita infekcija sa PCV2 bila je Cesta,
dokazana kod 249% uzoraka za PPV3, 22,44% za PPV2, 12% za PPV4 i 4% za PPV1, Sto
upucuje na njihovu zajedni¢ku ulogu u cirkovirusnim bolestima (Sun i sar., 2015). Medu
sojevima PPV7 iz Kine meSovita infekcija sa PCV2 zabeleZena je u 17,4% od 385 ispitanih
seruma (Wang i sar., 2019c). Korejsko ispitivanje pokazalo je da su uzorci pozitivni na
PCV2 imali znacajno viSe stope detekcije PPV1 i PPV6, dok je prisustvo PPV2 i PPV7 bilo
izraZenije u uzorcima inficiranim PRRSV. Osim toga, PPV5 je bio najucestaliji u uzorcima
istovremeno pozitivnim na oba patogena, Cime je potvrdena povezanost pojedinih vrsta
parvovirusa sa uzro¢nicima kompleksa respiratornih bolesti svinja (engl. porcine
respiratory disease complex, PRDC) (Kim i sar., 2022). Posebna paZnja posvecena je ulozi
PPV2 u sklopu PRDC. Dokazano je da PPV2 preteZno izaziva infekciju makrofaga i da se u
pluénom tkivu obolelih Zivotinja dokazuje hibridizacijom in situ u alveolarnim
makrofagima, iako njegova replikacija in vitro nije potvrdena (Nelsen i sar., 2021).
Retrospektivna ispitivanja u Ujedinjenom Kraljevstvu i Irskoj, koja obuhvataju period od
1997. do 2012. godine, pokazala su visoku prevalenciju PPV2, ¢esto u mesovitoj infekciji sa
PCV2 (Lagan Tregaskis i sar., 2021). Ovi nalazi zajedno ukazuju na to da, iako Kohov
postulat za samostalnu patogenost novih parvovirusa nije ispunjen, njihova dosledna
povezanost sa klinickim materijalom i drugim patogenima opravdava dalja ispitivanja
njihove uloge u multifaktorijalnim bolestima svinja.

Najveci broj novijih istrazivanja potvrduje klju¢nu ulogu divljih svinja u odrzavanju i
cirkulaciji svinjskih parvovirusa, pri ¢emu se one sve viSe posmatraju ne kao pasivni
domacini, ve¢ kao aktivan cinilac u evoluciji i prenoSenju virusa. Ranija istrazivanja u
Madarskoj i Rumuniji dokumentovala su filogeniju i geneticku raznovrsnost PPV1 u
populaciji divljih svinja (Cadar i sar., 2011; Cadar i sar., 2012). U Portugaliji je tokom lovne
sezone 2011/2012. navedeni virus dokazan u jetri i krvnom serumu kod 24% od 50
ispitanih divljih svinja, uz visoku srodnost sojeva sa evropskim, americkim, brazilskim i
kineskim referentnim sojevima (Miranda i sar., 2015). MeSovite infekcije parvovirusa i
cirkovirusa dokumentovane su i u populacijama divljih svinja. U Slovackoj je na uzorku od
194 odstreljene divlje svinje PPV3 dokazan u 19,1%, a istovremena infekcija sa PCV2 u
11,3% jedinki, ¢ime je prvi put opisana mesSovita infekcija PPV3 i PCV2 kod divljih svinja
(Sliz i sar., 2015). Znacaj divljih svinja kao indikatorske populacije potvrden je i prvim
nalazom PPV3 u Italiji, gde je virus metagenomskim sekvenciranjem dokazan u tkivu
uginule divlje svinje, a dobijena sekvenca pokazala je najveCu srodnost sa sojevima iz
rumunskih divljih svinja, Sto ukazuje na relativno nisku evolucionu stopu i postojanje
stabilnih, geografski povezanih varijanti virusa (Amoroso i sar., 2019). U ispitivanju
sprovedenom u centralnoj Italiji na uzorku poreklom od 46 gravidnih krmaca sa
reproduktivnim poremecajima i njihovih fetusa, u najve¢em broju slucajeva utvrden je
PPV1, a dobijene sekvence pokazale su blisku srodnost sa sojevima iz domacih svinja istog
podrucja (Pacini i sar., 2021).

Najpotpuniji uvid u rasprostranjenost razli¢itih vrsta parvovirusa prisutnih kod
divljih svinja pruZila su istraZivanja iz Juzne Koreje, u kojima je kod odstreljenih jedinki
dokazano Sest od sedam vrsta (PPV1, PPV3, PPV4, PPV5, PPV6 i PPV7, ali ne i PPV2), pri
cemu su korejski sojevi PPV1 nosili istih Sest aminokiselinskih supstitucija u proteinu VP2
koje karakteriSu virulentni soj Kresse, a utvrdena je i rekombinacija medu sojevima PPV7
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domacdih i divljih svinja (Park i sar., 2021). Novija istraZivanja prosirila su sliku geografske
rasprostranjenosti. U juznoj Italiji, ispitivanjem reproduktivnih organa 63 divlje svinje,
PPV1 je bio najucestaliji patogen sa prevalencijom od 44,4%, znatno ispred PCV2 (Ferrara i
sar., 2024). U populaciji divljih svinja poreklom iz dela teritorije Rusije sprovedena su dva
komplementarna istraZivanja: u uzorcima poreklom od 476 jedinki prikupljenih u periodu
2021-2025. godine PPV1 je dokazan u 25,4% uzoraka, uz prisustvo genotipova PPV1a,
PPV1b i PPV1d i meSovite infekcije sa cirkovirusima (Rykova i sar. 2026), a kod 108
jedinki iz tri ruska regiona dokazano je prisustvo PPV1-PPV7, pri ¢emu su najzastupljeniji
bili PPV7 (59,3%) i PPV3 (49,1%) (Komina i sar., 2025). Poseban znacaj imaju istraZivanja
na divljim svinjama Zapadnog Balkana i Srbije. Nisavi¢ i sar. (2021) ispitali su zastupljenost
i genetsku raznovrsnost parvovirusa svinja kod divljih svinja u Srbiji. U 122 uzorka organa
(slezina, tonzile, limfni ¢vorovi) prikupljena tokom 2018. godine, DNK najmanje jednog
parvovirusa dokazana je kod 54% ispitanih jedinki. Najuclestaliji je bio PPV3 (69,6%
pozitivnih uzoraka), zatim PPV1 (63,8%) i PPV2 (21,7%), dok PPV4 nije utvrden.
Pojedinacne infekcije bile su ¢eS¢e od meSovitih, a istovremeno prisustvo dva, odnosno tri
virusa zabeleZeno je u 34,8% i 10,1% uzoraka, najceS¢e u kombinaciji PPV1 i PPV3.
Filogenetska analiza pokazala je da se srpski sojevi PPV1 grupiSu sa evropskim i americkim
sojevima domacih svinja, ali odvojeno od kineskih sojeva i soja NADL-2, dok su sojevi PPV2
i PPV3 pokazali blisku srodnost sa sojevima iz susednih zemalja, uz nalaz da genetski
razliciti PPV3 sojevi istovremeno cirkuliSu u populacijama divljih i domacih svinja u Srbiji.
Pored toga, u Srbiji je tokom 2023. godine, ispitivanjem uzoraka poreklom od 50 divljih
svinja iz tri okruga, PPV1 dokazan u 56% uzoraka, virus Aujeckijeve bolesti u 18%, a
citomegalovirus u 8%, dok PRRSV nije utvrden (Jezdimirovic¢ i sar., 2024). U prvom opisu
mesovite infekcije PPV1, PCV2 i citomegalovirusa kod divljih svinja Zapadnog Balkana, na
66 uzoraka slezine poreklom iz zapadne Srbije i Republike Srpske, prisustvo bar jednog od
tri virusa utvrdeno je u 86,4% jedinki, citomegalovirus u 74,2%, PCV2 u 50%, a PPV1 u
28,8%, pri cemu su mesovite infekcije sa dva virusa zabeleZene kod 42,4%, a sa tri virusa
kod 12,1% zivotinja (GliSi¢ i sar., 2025). Ovi nalazi uc¢vrséuju poziciju divljih svinja kao
znacajnog rezervoara svinjskih parvovirusa, narocito u regionima sa rasprostranjenim
ekstenzivnim i poluekstenzivnim drzanjem svinja niske biosigurnosti, gde divlje populacije
mogu predstavljati ulaznu tacku za unoSenje patogena na komercijalne farme.

Pregled dostupne literature jasno pokazuje da se ispitivanja koja se odnose na
parvoviruse i cirkoviruse svinja ¢esto ne mogu sagledavati kao odvojene celine. Do danas
su opisane Cetiri vrste cirkovirusa svinja: PCV1, PCV2, PCV3 i PCV4 od kojih su PCV2 i PCV3
najrelevantnije za zdravlje ovih Zivotinja. PCV1, prvobitno detektovan 1974. godine kao
kontaminant PK-15 Celijske kulture, smatra se apatogenim, dok je PCV2, identifikovan
krajem 1990-ih u Severnoj Americi i Evropi, etioloski agens kompleksa oboljenja PCVAD
(Segalés, 2012). Komercijalne vakcine protiv PCV2 dostupne su od 2006. godine i znatno su
umanjile ekonomske gubitke, premda virus i dalje cirkuliSe unutar vakcinisane populacije.
Genom PCV2 iznosi 1766-1769 bp i, uz PCV1 (1758-1760 bp), spada medu najmanje. S
druge strane, genom PCV3 je znatno duzi (1999-2001 bp), a kod PCV4 iznosi 1770 bp (Tan
i sar., 2022). Sve vrste poseduju dva glavna otvorena okvira ¢itanja u suprotnoj orijentaciji
ORF1, koji kodira replikazu (Rep), i ORF2, koji kodira kapsidni protein (Cap). Podelu na
vrste unutar roda odreduje granica od 80% slicnosti genoma. Na navedeni nacin PCV3 deli
sa PCV2 manje od 50% nukleotidne sli¢nosti, sa svega 48% i 26-36% sli¢nosti u sekvenci
aminokiselina u ORF1 odnosno ORF2, S$to potvrduje njegovu izrazitu genetsku
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divergentnost. Primenom metagenomskog sekvenciranja, PCV3 je prvi put identifikovan u
SAD 2016. godine kod svinja sa simptomima koji odgovaraju PDNS i reproduktivnim
poremecajima (Phan i sar., 2016; Palinski i sar., 2017), a njegova patogena uloga i dalje
ostaje nepotpuno razjasnjena, buduci da se ¢esto nalazi i kod klinicki zdravih Zivotinja. U
Kini je PCV3 prvi put opisan u provinciji Guangdong 2016, a Wen i sar. (2018) su
sekvenciranjem pokazali da se homologija celog genoma medu PCV3 sojevima kretala od
97,5 do 99,4%.

Divlje svinje predstavljaju znacajan rezervoar oba virusa, sa potencijalom
transmisije u populacije domacih svinja, pa su istrazivanja prevalencije u divljim
populacijama postala kljutni element velikog broja studija. ZabeleZene vrednosti
prevalencije pokazuju izrazitu geografsku varijabilnost. Medu najniZima su one iz Japana,
gde su Kaneko i sar. (2023) detektovali PCV2 u svega 8,3% i PCV3 u 16,8% divljih svinja, uz
statisticki znacajno CeS¢u detekciju PCV3 kod odraslih nego kod mladih jedinki. Sli¢no,
niske vrednosti prikazne su u studiji iz Juzne Koreje, gde su Yang i sar. (2024b) od 296
seruma divljih svinja ustanovili PCV2, odnosno PCV3 u 15,9% uzoraka, pri ¢emu je
dominirala infekcija PCV2 (80,9% pozitivnih), a meSovite infekcije su bile retke (4,2%). U
Nemackoj su Prinz i sar. (2019) u dve razlicite populacije divljih svinja u okolini Berlina
nasli PCV3 u 50% odnosno 23% jedinki, a PCV2 u 12,5% i 10%, uz registrovane mesSovite
infekcije. Nasuprot tome, najviSe vrednosti poticu iz juzne Italije iz ispitivanja Amoroso i
sar. (2021) u kojem je kod 148 divljih svinja utvrdena prevalencija PCV2 i PCV3 od 74,32%,
pri ¢emu je PCV2 naden u 47,30%, PCV3 u 49,32%, a meSovita infekcija kod 22,3% jedinki,
uz Zenski pol kao znacajan faktor rizika. U centralnoj Italiji Melegari i sar. (2025) suod 116
divljih svinja detektovali PCV2 kod 62,07% i PCV3 kod 45,16% jedinki, Sto je viSe nego kod
domacih svinja (34,97% odnosno 26,32%). U Poljskoj je PCV3 takode veoma zastupljen.
Czyzewska-Dors i sar. (2026) su u svom ispitivanju detektovali 54% uzoraka poreklom od
divljih svinja pozitivnih na prisustvo PCV3 od ukupno 285 jedinki, pri ¢emu je virus
najceS¢e detektovan u tkivu jetre (47,02%), a najrede u fecesu (2,5%). Jedna kineska
studija koja je obuhvatila 247 divljih svinja iz 19 regiona pokazala je prisustvo PCV2 u
58,3%, PCV3 u 10,9% i PCV1 u svega 1,62% uzoraka, dok PCV4 nije zabeleZen (Gong i sar.,
2023). Seroloski nadzor je takode pokazao seroprevalenciju PCV2 od 53,9% (90/167
uzoraka krvnog seruma). Znacajne studije na ovu temu sprovedene su i u Rusiji. Krasnikov
i sar. (2024) su u Moskovskom regionu kod 30 divljih svinja nasli PCV2 u 50% i PCV3 u
10% uzoraka, uz meSovitu infekciju u 13,3%, pri ¢emu je PCV2 preteZno detektovan u
limfnim ¢vorovima, a PCV3 u slezini. Rykova i sar. (2026) sproveli su do sada najobimnije
istrazivanje ispitujuci uzorke od 476 divljih svinja iz 23 regiona u periodu od 2021. do
2025. pri ¢emu su utvrdili PCV2 u 34,9% i PCV3 u 35,5% uzoraka, uz razlicite stope
prevalencije zavisno od regiona, od 5,7% (Amur) do 76,0% (Belgorod) za PCV2, odnosno
do 100% (Ivanovo) za PCV3. Na Balkanu i u Srbiji prikupljeno je nekoliko studija. Nisavi¢ i
sar. (2024) su ispitivali uzorke divljh svinja iz juznobanatskog okruga Vojvodine (lovna
sezona 2021/2022) i detektovali DNK PCV2 u 17,48% (18/103) i PCV3 u 15,53% (16/103)
jedinki, uz veoma retke meSovite infekcije (2,94% pozitivnih uzoraka). Navedeno
ispitivanje je ujedno bio prvi nalaz PCV3 kod divljih svinja u Srbiji. U isto€noj Srbiji su
Solaja i sar. (2025), analizom tkiva 166 divljih svinja, dobili znatno vi$e vrednosti i to
kombinovanu prevalenciju PCV2 i PCV3 od 72,7%, odnosno 59,2% za PCV2, 49,0% za PCV3
i 31,0% za meSovite infekcije. U studiji koja obuhvata zapadnu Srbiju i Republiku Srpsku
GliSic¢ i sar. (2025) su u uzorcima 66 slezina odstreljenih divljih svinja detektovali PCV2 u
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50% uzoraka, Sto je u skladu sa vrednostima iz juzne Italije (47,3%) i Nemacke (50,7%), a
iznad onih iz Madarske (20,5%), Rumunije (13,5%) i Ukrajine (31,8%). Uocena
varijabilnost prevalencije pripisuje se razlikama u tipu uzorka (tkivo nasuprot krvnom
serumu, pri ¢emu slezina i jetra predstavljaju narocito pogodne uzorke), osetljivosti
metoda (qPCR nasuprot konvencionalnom PCR), gustini populacije divljih svinja i
intenzitetu uzgoja domacih svinja u navedenim regionima.

PCV2 je trenutno klasifikovan u osam genotipova (PCV2a-PCV2h), pri cemu PCV2a,
PCV2b i PCV2d cirkuliSu Sirom sveta sa visokom prevalencijom, dok su PCV2c, PCV2e i
PCV2f geografski ograniceni i smatraju se manje patogenim (Franzo i Segalés, 2018).
Tokom evolucije PCV2 isticu se dva perioda: oko 2003. godine PCV2a je zamenjen
genotipom PCV2b, a tokom protekle decenije usledio je drugi pomak ka PCV2d, koji je i
danas dominantan. Ovu dinamiku detaljno je dokumentovala austrijska studija
Weissenbacher-Lang i sar. (2020) koji su analizom 134 sekvence kapsidnog gena iz perioda
od 2002. do 2017. godine ustanovili PCV2b kao najzastupljeniji (77,6%), uz PCV2d (13,4%),
PCV2a (8,2%) i PCV2g (0,8%). U navedenom ispitivanju PCV2d je prvi put detektovan ve¢
2004. godine, a oba globalna pomaka jasno su se ispoljila i pored visoke stope vakcinacije,
Sto ukazuje na to da prirodna i vakcinom indukovana selekcija uticu na evoluciju ovog
virusa. Visoka haplotipska, ali niska nukleotidna divergencija potvrdile su izuzetno visoku
evolucionu stopu PCV2, najviSu medu DNK virusima. Pomak ka PCV2d potvrden je i kod
divljih svinja. U Maleziji su Tan i sar. (2022) klasifikovali 96,2% sekvenci (76/79) kao
PCV2d, Sto predstavlja izrazit kontrast u odnosu na raniju dominaciju PCV2b. U Kini su
Gong i sar. (2023) kod divljih svinja utvrdili prisustvo PCV2a, PCV2b i PCV2d sa udelima od
8,75%, 38,75% i 52,5%, a Hu i sar. (2022) su detektovali PCV2b (18/19) i PCV2d. U Rusiji
su utvrdena dva genotipa, PCV2b i PCV2d, uz dominaciju PCV2d (Krasnikov i sar., 2024;
Rykova i sar., 2026), pri ¢emu je analiza prisustva rekombinacija dala negativne rezultate.
U JuZnoj Koreji su Yang i sar. (2024a) ustanovili PCV2d u 97,5% i PCV2a u 2,5% slucajeva.
U Srbiji su NiSavi¢ i sar. (2024) detektovali PCV2d (72,2%) i PCV2b (27,8%), pri cemu su
PCV2d sojevi pripadali klasteru PCV2d-2 i grupisali se sa sekvencama iz prethodne sezone
sa istih loviSta, kao i sa sojevima iz Madarske, Kine i SAD, ¢ime je potvrden globalni pomak
u zastupljenosti genotipova i u srpskoj populaciji divljih svinja.

Za razliku od PCV2, klasifikacija PCV3 znatno je manje ujednacena. Fux i sar. (2018)
su sekvenciranjem 15 kompletnih genoma PCV3 iz Nemacke razdvojili sojeve u dve glavne
klade (PCV3-a i PCV3-b), definisane specificnim nukleotidnim i aminokiselinskim
markerima na pozicijama 24, 27, 77 i 150 kapsidnog proteina. Pojedini autori su predloZili i
tre¢i genotip (PCV3c), dok su Chung i sar. (2021) ponudili sistem zasnovan na podeli na
PCV3-1, PCV3-2 i PCV3-3. U studiji NiSavic¢ i sar. (2024) sojevi su pripali genotipovima
PCV3-1 (87,5%) i PCV3-3c (12,5%), pri ¢emu su se PCV3-1 sekvence grupisale sa
nemackim sojevima, a PCV3-3c predstavnik je bio udaljen od indijskih i kineskih sojeva, sto
potvrduje odsustvo geografske korelacije u distribuciji PCV3 genotipova. Svi ruski PCV3
sojevi pripadali su genotipu PCV3-a (Rykova i sar., 2026), kao i svi poljski sojevi
(Czyzewska-Dors i sar., 2026). U severnoj Italiji su Franzo i sar. (2023) zabelezili visoku
stopu mutacija kod sojeva PCV3 (1,49 x 107%) i vreme do najskorijeg zajednickog pretka
(tMRCA) oko 1973. godine, uz procenu da su sojevi prenoSeni sa divljih na domace svinje
pribliZzno osam puta ¢es¢e nego u suprotnom smeru.

MeSovite infekcije PCV2 i PCV3, kao i udruZene infekcije sa drugim svinjskim
patogenima, redovno se prikazuju u dostupnoj literaturi Sto ukazuje na njihovu
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sinergisticku ulogu u PCVAD. Kod divljih svinja stope zabeleZenih meSovitih infekcija PCV2
i PCV3 krecu se od 2,0% u Japanu (Kaneko i sar., 2023), od 13,3% do 16% u Rusiji
(Krasnikov i sar., 2024; Rykova i sar., 2026), i sve do 22,3% u italijanskom regionu
Kampanja (Amoroso i sar., 2021), dok je u centralnoj Italiji dostigla ¢ak 29% (Melegari i
sar., 2025). Kod domacih svinja vrednosti su znatno viSe: u centralnoj Kini je stopa
mesovitih infekcija PCV2 i PCV3 iznosila 19,7%, a u SAD je ista rasla sa 3,4% (2016. godina)
na 16,1% (2018. godina). Ispitivanjem 624 uzorka seruma klinic¢ki zdravih svinja iz devet
evropskih zemalja utvrdeno je prisustvo PCV2, PCV3 i meSovite infekcije u 21%, 8% i 3%
uzoraka (Saporiti i sar., 2020). Pored toga, oba cirkovirusa se Cesto nalaze udruZena sa
PEDV, PRRSV, PRV, CSFV i PPV. Najnoviji nalaz iz Srbije prikazali su GliSi¢ i sar. (2025) koji
su u zapadnoj Srbiji i Republici Srpskoj, od 66 slezina divljih svinja, dokumentovali
istovremeno prisustvo PPV, PCV2 i PCMV, sa kumulativhom prevalencijom od 86,4% za
najmanje jedan virus (PCMV 74,2%, PCV2 50%, PPV 28,8%), meSovite infekcije sa dva
virusa zabeleZene su kod 42,4%, a trojne kod 12,1% jedinki. U ispitivanjima iz Rusije,
uCestalost meSovite infekcije PCV2 i PPV1 iznosila je 6,9%, dok je infekcija sa tri virusa
PCV2, PCV3 i PPV1 takode zabeleZena kod 6,9% jedinki (Rykova i sar., 2026).

Sve dosadasnje studije navode na zakljucak da divlje svinje predstavljaju rezervoar
PCV2 i PCV3 pri ¢emu imaju znacajnu ulogu u cirkulaciji ovih virusa nezavisno od domacih
svinja. Najdetaljniji uvid u ovu dinamiku pruzili su Almeida i sar. (2025a), koji su u
Portugaliji, izvrSili analizu kompletnih genoma virusa iz uzoraka poreklom od domacih i
divljih svinja. Nakon filogeografske rekonstrukcije zabeleZili su viSestruki unos PCV2 i
PCV3 iz Kine u Evropu, potom regionalnu diverzifikaciju sojeva i Sirenje unutar evropskih
populacija divljih svinja, uz dokaze o dvosmernoj transmisiji virusa izmedu domacih i
divljih domacdina. Isti autori su pokazali da je rekombinacija imala znacajnu ulogu u
evoluciji PCV2, sa detektovanim signalima medu sekvencama PCVZ2a i indikacijom da je
genotip PCV2h verovatno nastao rekombinacionim dogadajem izmedu portugalskog PCV2a
i kineskog PCV2d soja. Osim toga, kod PCV3 nije detektovan nijedan rekombinacioni
dogadaj, Sto sugeriSe da njegova evolucija pociva pretezno na mutacijama.

Virus panleukopenije macaka (engl. feline panleukopenia virus, FPV) je joS pocetkom
XX veka zabeleZzen kao uzroc¢nik teSkog oboljenja macaka i dugo je smatran geneticki
stabilnim ¢lanom familije Parvoviridae (Steinel i sar., 2001; Decaro i sar., 2008). Nasuprot
tome, pseci parvovirus tip 2 (engl. canine parvovirus type 2, CPV2) pojavio se iznenada
krajem sedamdesetih godina XX veka, rasirivsi se u populacijama pasa Sirom sveta u roku
od nekoliko meseci uz simptome hemoragicog gastroenteritisa i miokarditisa sa visokom
smrtno$¢éu (Buonavoglia i sar., 2001; Ikeda i sar., 2002). Naziv ,tip 2" uveden je da bi se
ovaj virus razlikovao od antigenski razli¢itog pseceg parvovirusa tip 1. Danas se smatra da
je CPV2 nastao adaptacijom virusa srodnog FPV, verovatno nakon infekcije nekog
prelaznog domacina, najverovatnije divljeg mesojeda, poput lisica ili rakunolikih pasa
(Ikedai sar., 2002; Allison i sar., 2013).

Oba virusa pripadaju rodu Protoparvovirus, unutar kojeg su prema vazecoj
taksonomiji svrstana u istu vrstu Carnivore protoparvovirus 1, odnosno prema novijoj
nomenklaturi Protoparvovirus carnivoran 1 (Leopardi i sar., 2022; Fayos i sar., 2026).
Pomenutoj vrsti pripada i podgrupa parvovirusa, koja pored FPV i CPV2 sa varijantama
obuhvata i virus enteritisa kuna (engl. mink enteritis virus, MEV), parvovirus plave lisice
(engl. blue fox parvovirus, BFPV), parvovirus rakuna i parvovirus rakunolikog psa (Steinel i
sar., 2001; Ikeda i sar., 2002). Genom, poput ostalih parvovirusa, Cini jednolancana DNK
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duzine oko 5.200 nukleotida sa dva otvorena okvira c¢itanja: prvi kodira nestrukturne
proteine NS1 i NS2 ukljucene u replikaciju, a drugi strukturne proteine kapsida VP1 i VP2,
pri ¢emu VP3 nastaje naknadnim proteolitickim razlaganjem VP2 (Franzo i sar., 2019).
Protein VP2 ¢ini oko 90% kapsida i predstavlja glavnu determinantu koja odreduje spektar
prijemcivih domacina, odnosno antigenska svojstva virusa (An i sar., 2011). Uprkos DNK
genomu, parvoviruse mesojeda odlikuju visoke stope mutacija, priblizno 10~* supstitucija
nukleotida po mestu godiSnje, Sto je uporedivo sa istim kod RNK virusa i pripisuje se
osobenostima konformacije jednolancane DNK i selekcionom pritisku imuniteta domacina
(Decaro i sar., 2008; Nguyen Manh i sar., 2021). Ubrzo po pojavljivanju, originalni CPV2
potpuno je zamenjen antigenskim varijantama. Izmedu 1979. i 1985. godine sukcesivno su
nastale varijante CPV2a i CPV2b, koje se od izvornog tipa razlikuju u pet do Sest
aminokiselina, a medusobno u polozajima 426 (Asn—Asp) i 555 (Ile»Val) proteina VP2
(Buonavoglia i sar., 2001; Ikeda i sar., 2002). Tre¢a varijanta, CPV2c, opisana je 2000.
godine u Italiji na osnovu jedinstvene supstitucije Asp426—Glu, koja je izmakla tada
uvreZenim metodama tipizacije, pa su autori za njeno razlikovanje razvili poseban RFLP
test (Buonavoglia i sar., 2001). Aminokiselinski ostatak na poloZaju 426, smeSten u okviru
glavnog kapsidnog antigena, i danas predstavlja osnovni marker za razlikovanje varijanti
2a (Asn), 2b (Asp) i 2c (Glu). Razlike u spektru prijemcivih domacina izmedu FPV i CPV
odredene su sa Sest klju¢nih ostataka VP2 (polozaji 80, 93, 103, 323, 564 i 568), dok su
izmene na poloZajima 87, 101, 300 i 305 obelezZile prelaz sa CPV2 na CPV2a (Ikeda i sar,,
2002; Anisar., 2011; Novosel i sar., 2019). Za razumevanje mehanizama na osnovu kojih se
odreduje spektar vrsta prijemcivih domacina, klju¢na su istrazivanja interakcije kapsida
parvovirusa mesojeda sa receptorom transferina tipa 1 (engl. transferrin receptor type 1,
TfR), koji ovi virusi Koriste za ulazak u celiju. Callaway i sar. (2018) su pokazali da se
afinitet vezivanja izrazito razlikuje u zavisnosti od vrste TfR. Osim toga, da adaptacija na
receptore razli¢itih domacina usmerava evoluciju virusa u prirodi potvrdili su i Allison i
sar. (2014) serijskim pasaziranjem virusa u ¢elijskim linijama razli¢itih vrsta mesojeda in
vitro rekonstruisane su iste specificne kapsidne mutacije (narocito na poloZaju VP2 300)
koje se uocavaju kod terenskih sojeva virusa, ¢ime je pokazano da su takve promene
adaptivne i da nose selekcionu prednost. Takode, dokazana je povezanost filogenetske
strukture CPV2 i klinickog ishoda infekcije. Franzo i sar. (2019) su prvi utvrdili znacajan
filogenetski signal za pokazatelje teZine bolesti, pre svega za broj neutrofila i leukocita,
sugeriSu¢i da je virulencija nasledna osobina i da postoje sojevi razliCitog patogenog
potencijala. Savremene filogeografske analize sve viSe odstupaju od klasi¢ne podele na 2a,
2b i 2c. Analizom 284 kompletna genoma i 684 sekvence VP2, de Oliveira Santana i sar.
(2022) izdvojili su dve glavne globalne klade na nivou celog genoma i Cetiri geografski
definisane klade na nivou VP2 (od kojih je jedna iskljucivo brazilska), koje ne odgovaraju
antigenskim varijantama, a cije je poreklo vezano za Severnu Ameriku tokom osamdesetih i
devedesetih godina. Sli¢no, u JuZznoj Americi opisane su filogrupe ,Europe I" (uglavnom 2c)
i ,Asia I" (uglavnom 2a), pri ¢emu je ,Europe I" Siroko rasprostranjena i detektovana i u
divljoj populaciji (Grecco i sar., 2024). U Aziji je opisana i posebna klada ,Asia-IV" na
osnovu vijetnamskih CPV2c sojeva sa jedinstvenim mutacijama Thr112Ile u okviru VP1
gena i lle447Met u okviru VP2 gena, uz procenjene stope supstitucije NS gena oko 3,1 x
10~* nukleotida po mestu godi$nje (Nguyen Manh i sar., 2021). U ispitivanju sprovedenom
u severoistoCnoj Indiji sve sekvence pripadale su azijskom CPV2c sa karakteristicnim
ostacima (5A/G, 267Y, 3241, 370R i 440T u VP2), a pokazano je da polozaj 324 razdvaja

29



»Zapadnu" (324 Tyr) od ,azijske" (324lle) klade, dok je polozaj 426 pod uticajem pozitivne
selekcije (Jayappa i sar., 2024). Strukturne analize kolumbijskih CPV2a i CPV2b sojeva
potvrdile su da se klju¢ne izmene (297Asn, 324lle, 440Ala) nalaze u segmentima VP2
proteina uklju¢enim u interakciju sa TfR, a koja ujedno predstavljaju i imunodominantne
epitope (Giraldo-Ramirez i sar., 2020). Globalna distribucija varijanti pokazuje izraZzenu
geografsku strukturu: CPV2a preovladuje u velikom delu Azije, CPV2c u Evropi i Latinskoj
Americi, dok je 2b ucestaliji u pojedinim regionima (Mili¢evi¢ i sar., 2024). U Kini je,
ispitivanjem 2.654 uzoraka fecesa iz sedam provincija, ukupno bilo 50,53% pozitivnih sa
CPV2c kao dominantnim genotipom (69,04%), prac¢enim novim CPV2a (23,81%), izvornim
CPV2 (4,42%) kao i novim CPV2b (2,7%), a pri tome su mutacije A5G, Q370R i N426E bile
gotovo univerzalno prisutne medu CPV2c sojevima (Li i sar., 2025a). U Brazilu je opisana
velika raznolikost VP2 sekvenci uz pojavu novih varijanti tako da je pored 20 CPV2c i Cetiri
CPV2b, identifikovano jedanaest ,novih CPV2a" sojeva sa dodatnim mutacijama (de
Oliveirai sar., 2019).

Poznato je da u evoluciji FPV dominira slucajni geneticki drift, a ne pozitivna
selekcija. Naime, analizom kompletnog gena VP2 italijanskih i britanskih sojeva ovog virusa
utvrden je odnos nesinonimnih i sinonimnih supstitucija (dN/dS) od svega 0,10, uz
ocuvanost fragmenata genoma koji razlikuju FPV od CPV2 (Decaro i sar., 2008). Iste
zakljucke potvrdila je i korejska studija, u kojoj su sojevi FPV razvrstani u tri klastera (G1-
G3) bez jasne vremenske ili geografske segregacije, uz dokaz purifikujuce selekcije na genu
koji kodira sintezu VP2 (An i sar., 2011). Znacajno je napomenuti da su varijante CPV2a i
CPV2b, za razliku od izvornog CPV2, ponovo stekle sposobnost umnoZavanja u
organizmima macaka, pa se sve ¢eSce detektuju i kod domacih i kod divljih felida (Ikeda i
sar., 2002). Uprkos rasprostranjenoj vakcinaciji, CPV2 je i danas jedan od najznacajnijih
uzrocnika teskog oboljenja sa visokom stopom smrtnosti kod mladih pasa pri ¢emu se
neuspeh imunizacije prevashodno pripisuje interferenciji maternalnih antitela,
nepostovanju protokola vakcinacije i mogucoj reverziji virulencije, dok je uloga antigenskih
varijanti i dalje predmet ispitivanja (Decaro i sar., 2020). Analizom parcijalnog VP2 gena
sojeva FPV poreklom od zlatnih $akala u Srbiji, Mili¢evic¢ i sar. (2024) su na filogenetskom
stablu izdvojili dve podgrupe, oznacCene kao A i B, pri Cemu je jedan soj (OR236705) svrstan
u podgrupu A zajedno sa sojevima poreklom od lisice i vidre iz Italije, a dva soja
(OR236704 i OR236706) u geneticki raznovrsniju podgrupu B. Navedena podela zasnovana
je na filogenetskom grupisanju, bez formalno definisanih pragova genske divergencije, i do
danas nije usvojena kao zvanicna klasifikacija FPV.

Podaci regiona Balkana i dela Evrope uklapaju se u ovu sliku, ali istovremeno
ukazuju i na dinamicne lokalne promene. U Madarskoj je od 50 uzoraka fecesa pasa 42 bilo
pozitivno, a sekvenciranjem je utvrdeno da svi sojevi pripadaju tipu ,novi CPV2a" (osim
dva rekombinantna soja poreklom od vakcinalnog soja i CPV2a), uz prvi opis izmene
Tyr3241le u Evropi (Csagola i sar., 2014). U Srbiji su Mili¢evi¢ i sar. (2023) prvi sproveli
studiju karakterizacije sojeva CPV2 kod pasa sa dijarejom. Naime, u periodu od 2008. do
2020. godine virus je detektovan u 14 od 50 rektalnih briseva (28%), pri ¢emu je CPV2a bio
najzastupljeniji podtip (60%), pracen CPV2b (30%) i CPV2c (10%), uz jasan obrazac u
kojem je CPV2a dominirao do 2018. godine, prvi CPV2b zabeleZen 2019. godine, a prvi
CPV2c tek 2020. godine. U susednoj Rumuniji je Protoparvovirus carnivoran 1 bio najcesce
detektovan virus kod pasa i macaka, pri cemu je kod vecine pasa zabelezen CPV2c
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»azijskog" profila (324Ile, 370Arg), a jedan pas bio pozitivan na prisustvo izvornog CPV2 i
FPV (Balboni i sar., 2025).

Uloga divljih mesojeda u cirkulaciji parvovirusa mesojeda je odavno poznata. Ve¢ u
pregledu Steinel i sar. (2001) sistematizovani su nalazi o cirkulaciji FPV i CPV2 kod velikog
broja divljih vrsta. Antitela protiv CPV2 zabeleZena su jos 1980. kod sivih vukova (Canis
lupus) na Aljasci, kao i kod viSe populacija kojota (Canis latrans) u SAD, a klinicka oboljenja
opisana su kod dinga, ostrvskih i pustinjskih lisica, azijskih rakunolikih pasa (Nyctereutes
procyonoides) i grmastih pasa (Speothos venaticus). Molekularne analize potvrdile su da je
transmisija parvovirusa izmedu razli¢itih vrsta ¢est i dvosmeran proces. Tako su Allison i
sar. (2013) rekonstruisali sekvence parvovirusa detektovanih kod sivih vukova, puma
(Puma concolor), rakuna (Procyon lotor), risova (Lynx rufus) i kojota, ukazuju¢i da su
upravo rakunski parvovirusi mogli imati posrednicku ulogu u prelasku izvornog CPV2 ka
kasnijim antigenskim varijantama. Studija iz ekosistema Serengeti u Africi, gde se CPV2
odrzava u populacija pasa kao primarnom rezervoaru, pokazuje da pikovi detekcije
infekcije kod lavova dosledno prate one kod pasa, Sto je posledica neadekvatne imunizacije
pasa (Behdenna i sar., 2019). Skorasnja istrazivanja u Evropi dala su detaljnu sliku
prevalencije razli¢itih genotipova CPV2 kod divljih mesojeda, uz naglasen znacaj kontakta
sa domacim Zivotinjama. U Italiji su Ndiana i sar. (2021) na velikom uzorku divljih
mesojeda utvrdili CPV2 kod 54,3% vukova (uz odsustvo FPV), dok su sve lisice bile
negativne na CPV2, a FPV prisutan u svega 2,8% uzoraka. Kod jazavaca je CPV2 naden u
Sest od deset, a FPV u uzorcima od jedne jedinke, uz prvi opis meSovite infekcije CPV2 i FPV
kod jazavca i dominaciju varijante CPV2b. Ista grupa autora naglasila je da je stopa
detekcije znatno viSa u crevnom sadrzaju (64%) nego u slezini (2,8%), Sto je metodoloski
relevantno za buduce studije. Leopardi i sar. (2022) su, ispituju¢i materijal poreklom od
divljih mesojeda na severoistoku Italije, dokumentovali visoku stopu cirkulacije FPV kod
zlatnih Sakala (Canis aureus) i jazavaca, dok je CPV2 naden samo kod jednog vuka. Kod
crvenih lisica (Vulpes vulpes) u severnoj Italiji Protoparvovirus carnivoran 1 detektovan je
kod 15,9% jedinki, uz zapaZen slucaj lisice istovremeno inficirane sa FPV i CPVZ2b
(Magliocca i sar., 2024). Novije istraZivanje u severozapadnoj Italiji potvrdilo je cirkulaciju
CPV2 i FPV kod tri vuka (6,4%) i jednog jazavca (4,3%), uz zabeleZenu mesovitu infekciju
sa CPV2c i CanineCV kod jednog vuka (Sarchese i sar., 2025). S druge strane, rezultati
uzorkovanja 80 uzoraka fecesa vukova u nacionalnom parku u srednjoj Italiji parvovirusi
nisu detektovani, Sto ukazuje na varijabilnost nalaza u zavisnosti od tipa uzorka i lokaliteta
(Ferraro i sar., 2026). U severnoj Spaniji je kod iberijskih vukova (Canis lupus signatus)
Carnivore protoparvovirus 1 molekularno potvrden u 32,3% (42/130) uzoraka slezine, uz
seroprevalenciju od 78,9% (Fayos i sar., 2026). U Slovackoj su Petrouskova i sar. (2025)
prvi izvrSili molekularnu karakterizaciju CPV2 kod crvenih lisica i evropskih jazavaca
(Meles meles), sa ukupnom prevalencijom od 10,9% i dominacijom CPV2b (66,7%), dok je
jedan CPV2c soj grupisan u ,azijsku" liniju, Sto su autori protumacili kao dokaz
prekograni¢nog unoSenja virusa i njegovu transmisiju u divlje populacije. Klinicki znacaj
transmisije virusa na divlje mesojede potvrden je i van Evrope, kod mladunaca kojota sa
gastroenteritisom u severoistocnom Meksiku izolovan je CPV2c blisko srodan meksi¢kim i
americkim sojevima detektovanim kod pasa (Busqueta-Medina i sar., 2026). Poseban
znacaj imaju nalazi kod ugroZenih vrsta. U Kini je prva identifikacija CPV2c kod mladunca
dzinovske pande (Ailuropoda melanoleuca) u jednom rezervatu zabeleZena 2020. godine,
uz prevalenciju od 14,52% (9/62) kod okolne divlje faune i visok stepen homologije
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genoma (99,2-100%) izmedu sojeva poreklom od pandi i pasa, $to je ukazalo na verovatno
poreklo infekcije od pasa iz obliznjih naselja (Zhou i sar., 2025b). Sli¢no je dokumentovano
i u studiji Huang i sar. (2026) gde je pracenje pasa u okruzZenju dZinovskih pandi pokazalo
molekularni potencijal cirkuliSu¢ih sojeva da inficiraju pande. Kontakt pasa i divljih
mesojeda kao izvor virusa u divljini potvrden je i u brazilskoj atlantskoj Sumi, gde je CPV2
izolovan kod 67% pasa, sa CPV2c kao najzastupljenijom varijantom (50%) (Vieira i sar.,
2017).

Na Balkanu, koji je u pogledu parvovirusa mesojeda i dalje nedovoljno istraZen,
poslednjih godina beleZe se znacajni podaci. U Bugarskoj je desetogodiSnja studija koja je
ukljucila 344 mesojeda (262 psa, 19 macaka i 57 ulovljenih divljih Zivotinja) pokazala
dominaciju CPV2a (79,17%) nad CPV2b (18,52%) i CPV2c (2,31%) kod pasa, dok su od
divljih Zivotinja samo vuk i crvena lisica bili pozitivni, oba na CPV2a (Filipov i sar., 2016). U
Hrvatskoj je analizom fecesa crvenih lisica iz neposredne okoline naselja parvovirus
izdvojen kao jedan od dominantnih nalaza (Lojki¢ i sar., 2016). NarocCito je znacajno
istraZivanje zlatnog Sakala kao vrste u ekspanziji pri ¢emu je od 55 ulovljenih Sakala 40%
bilo pozitivno na prisustvo FPV, a izdvojena je posebna grupa sojeva zabeleZena iskljucivo
kod hrvatskih domacih macaka i Sakala, uz novu mutaciju A91T nadenu samo kod Sakala
(Cori¢ i sar., 2026). U Srbiji su Miliéevi¢ i sar. (2024) po prvi put ispitali cirkulaciju
Protoparvovirus carnivoran 1 u populaciji zlatnog Sakala pri ¢emu je od 68 uzoraka slezine
ulovljenih Zivotinja 4,4% bilo pozitivno, a svi sojevi okarakterisani kao FPV, ¢ime je ovo tek
drugi svetski izveStaj o infekciji FPV kod Sakala. Zlatni Sakal se tako, kao vrsta u ekspanziji
koja sve CeS¢e zauzima teritorije blizu naselja, izdvaja kao potencijalno vazan rezervoar
virusa (Leopardi i sar., 2022; Milicevic i sar., 2024; Cori¢ i sar., 2026).

Ukupno posmatrano, dostupna literatura potvrduje da FPV i CPV2 sa svojim
varijantama predstavljaju jedinstven kompleks virusa sa dinami¢nom evolucijom koji
neprekidno cirkuliSe izmedu domacih i divljih populacija mesojeda. Divlji mesojedi
predstavljaju rezervoare, ali i pogodne domacine za gensku diverzifikaciju sojeva, dok
domacdi psi ostaju primarni rezervoar za odrZavanje parvovirusa.

Cirkovirus pasa (u novijoj literaturi CanineCV) prvi put je opisan 2012. godine kod
naizgled zdravih pasa u Sjedinjenim Americkim DrZzavama, kada je kompletno sekvenciran
genom soja NY214 (Kapoor i sar., 2012). Poput drugih predstavnika familije Circoviridae,
navedeni virus poseduje Kkaspid ikosaedricne simetrije prec¢nika 15-17 nm, sa
jednolancanim cirkularnim DNK genomom veli¢ine priblizno 2.063 nukleotida. Genom je
organizovan u dva glavna, suprotno orijentisana otvorena okvira Citanja (engl. open reading
frames, ORF): ORF1, koji kodira replikazu (Rep), i ORF2, koji kodira kapsidni protein (Cap)
(Kapoor i sar., 2012; Hao i sar., 2022a). Kapsidni i replikazni proteini CanineCV dele svega
oko 25%, odnosno 50% sli¢nosti sa poznatim cirkovirusima drugih vrsta, Sto je, prema
kriterijumima Medunarodnog komiteta za taksonomiju virusa (ICTV) dovelo do
uspostavljanja nove vrste unutar roda (Kapoor i sar., 2012; Varsani i sar., 2024). U okviru
poslednje taksonomske revizije porodice Circoviridae iz 2024. godine uspostavljena je
binomna nomenklatura vrsta, pa je ranija vrsta Canine circovirus preimenovana u
Circovirus canine, dok naziv samog virusa (CanineCV) ostaje nepromenjen (Varsani i sar.,
2024). Nedugo nakon prvobitnog opisa u SAD, virus je potvrden u Italiji, gde je povezan sa
sluCajevima nekrotizuju¢eg vaskulitisa i granulomatoznog limfadenitisa, pracenih
hemoragicnim gastroenteritisom (Zaccaria i sar., 2016). Rani slucaj hemoragi¢nog
cirkovirusnog enteritisa opisan je i kod psa iz ameriCke savezne drzave Konektikat (Van
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Kruiningen i sar., 2019). CanineCV je od tada identifikovan na gotovo svim kontinentima
izuzev Okeanije. Retrospektivne analize arhivskih uzoraka pokazale su da je virus
cirkulisao znatno pre svog formalnog otkrica. Naime, DNK CanineCV detektovana je u
uzorcima arktickih lisica sakupljenim jo§ 1996. godine u Norveskoj, petnaest godina pre
prvog opisa kod pasa u SAD (Urbani i sar., 2021). Italijanska studija fokusirana upravo na
pitanje porekla virusa, sprovedena na lisicama severne Italije, dodatno je podrzala hipotezu
da su divlje Zivotinje predstavljale dugotrajni evolutivni rezervoar virusa pre njegove
detekcije kod pasa (Franzo i sar., 2021). Procenjeno vreme najskorijeg zajednickog pretka
(tMRCA) citave vrste smesta se, prema pojedinim molekularno-evolutivnim analizama, u
kraj XIX veka, oko 1878. godine (Liu i sar., 2024), dok druga analiza smeSta ovaj datum jo$
dublje u proslost (Wang i sar., 2021).

U danasSnje vreme, veliki broj studija iz celog sveta ukazuje na Siroku
rasprostranjenost ovog uzrocnika. U Brazilu je opisan prvi kompletan genom CanineCV kod
psa rase nemacki ovcar sa intermitentnim hemoragicnim gastroenteritisom, pri ¢emu je soj
D1056 pokazao 98% sliCnosti citavog genoma sa prototipskim sojem iz SAD (Cruz i sar.,
2020). Naredna brazilska studija, sprovedena u regionu Amazonije, predstavlja prvu
detekciju CanineCV u tom delu JuZzne Amerike (Cardoso i sar., 2023). U Argentini je opisan
soj UBA-Baires identifikovan u sluCajevima enteritisa Stenadi, filogenetski blizak
evropskim, prvenstveno italijanskim sojevima (Kotsias i sar., 2019). U Kini, gde je opisan
veliki broj molekularnih studija, retrospektivna analiza obuhvatila je period od 1996. do
2023. godine i 266 kompletnih sekvenci genoma CanineCV (Liu i sar., 2024). U joS$ jednoj
studiji iz Kine, od 359 uzoraka krvi pasa, 34 uzorka (9,5%) bila su pozitivna (Lv i sar.,
2023). Novija kineska studija u kojoj je ispitivano 887 rektalnih briseva pasa iz Cetiri
provincije identifikovala je 21 pozitivan uzorak (2,37%) i predloZila podelu ovog virusa na
sedam podtipova (Ji i sar., 2024). U jugoisto¢noj Aziji, u Vijetnamu, opisana je meSovita
infekcija CanineCV i CPV2 kod 254 psa sa klinickom slikom enteritisa u 22,83% ispitanih
uzoraka (Minh i sar., 2026). Na Tajlandu je, pored inicijalne studije respiratornih oboljenja
pasa (Dankaona i sar., 2022), sprovedena i detaljna molekularna karakterizacija kapsidnog
gena CanineCV, uz ispitivanje imunodominantnih epitopa (Dankaona i sar., 2024). U
Kazahstanu su opisani slucajevi akutnog gastroenteritisa sa visokim mortalitetom kod
sluzbenih pasa u Almatiju pri ¢emu je nakon sekvenciranja detektovanih sojeva CanineCV
utvrdena filogenetska bliskost kineskim i tajlandskim sojevima (Sabyrzhan i sar., 2025). U
Iranu su sprovedena dva nezavisna istrazivanja. Beikpour i sar. (2022) izvrsili su
molekularnu karakterizaciju CanineCV kod pasa bez simptoma gastroenteritisa, dok su
Faraji i sar. (2022) ispitivali 203 uzorka fecesa pasa i pronasli CanineCV isklju¢ivo u
mesSovitoj infekciji sa parvovirusom pri ¢emu je utvrdena filogenetska bliskost sa turskim
sojevima. U Turskoj je kod 150 pasa poreklom iz skloniSta sa gastrointestinalnim
simptomima CanineCV dokazan kod 6% Zivotinja (Turan i Isidan, 2020). U Nigeriji je po
prvi put molekularno dokumentovano prisustvo CanineCV kod 14% od 100 pasa (Ndiana i
sar., 2023).

Klasifikacija CanineCV predstavlja predmet velikog broja skorijih studija i prosli su
kroz nekoliko faza, od inicijalne podele na dve grupe zasnovane na ORF2 (Piewbang i sar.,
2018), preko podele na Cetiri, a zatim i na Sest genotipova (Urbani i sar., 2021; Beikpour i
sar., 2022; Liu i sar., 2024; da Silva i sar., 2025). Numeracija genotipova pri tome nije
ujednacena u literaturi. Urbani i sar. (2021) i Beikpour i sar. (2022) grupu koja obuhvata
sojeve iz Evrope, Severne i JuZzne Amerike i Afrike oznacavaju kao genotip 1, a azijske
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sojeve kao genotipove 2, 3 i 4. U ovom radu, kao i u istrazivanju Benkovi¢ i sar. (2025),
primenjena je numeracija u kojoj navedena grupa nosi oznaku genotip 4, a azijski sojevi
oznake 1, 2 i 3, dok su oznake genotipa 5 (sojevi divljih mesojeda, raniji naziv FoxCV) i
genotipa 6 (iranski sojevi) istovetne u oba pristupa. Sastav i topologija svih grupa
podudaraju se sa prethodno objavljenim rezultatima, a razlikuju se iskljuc¢ivo njihove
broj¢ane oznake. Vazno je napomenuti da genotip 5 (raniji naziv FoxCV) obuhvata sojeve
poreklom od divljih mesojeda, prvenstveno lisica, dok genotip 6 cCine iskljuCivo iranski
sojevi. Pored navedene podele, novija analiza autora iz Kine predlaze finiju podelu na
sedam podtipova (CCV-1a do 1le, CCV-2a, CCV-2b), zasnovanu na rezultatima analize 887
rektalnih briseva i 84 referentna soja, Sto ukazuje da sistemi klasifikacije CanineCV jo$ uvek
nisu potpuno usaglaseni u literaturi (Ji i sar., 2024).

Geneticka rekombinacija predstavlja jedan od najznacajnijih mehanizama evolucije
CanineCV, a prvi put je dokumentovana kod tajlandskih sojeva poreklom od pasa
(Piewbang i sar., 2018). U populaciji pasa iz Kine identifikovano je devet rekombinantnih
dogadaja medu 167 sekvenci (Lv i sar., 2023). Osim toga, analiza 266 genoma ovog virusa iz
veCeg broja zemalja identifikovala je 31 potencijalni rekombinantni dogadaj (Liu i sar.,
2024), dok je posebna studija evolutivne dinamike, zasnovana na metagenomskom
ispitivanju uzoraka poreklom od pasa iz skloniSta (32,4% pozitivnih), potvrdila postojanje
pet filogenetskih grupa i analizirala prostorno-vremensku distribuciju virusa (Li i sar.,
2025b). Studija Wang i sar. (2021) posebno se bavila poreklom virusa ispitivanjem 93
dostupne sekvence. Analize selekcionog pritiska u vecini studija ukazuju na dominaciju
purifikacione (negativne) selekcije u evoluciji Cap i Rep gena (Lv i sar., 2023; Benkovi¢ i
sar., 2025).

Klini¢ki znacaj infekcije izazvane CanineCV ostaje predmet ispitivanja, buduci da se
virus Cesto detektuje i kod klinicki zdravih Zivotinja. Stopa identifikovanih slucajeva
mesSovitih infekcija sa CPV2 opisana je u rasponu od 15,6% do 57,7% (da Silva i sar., 2025),
pri ¢emu su ranije studije sprovedene na uzorcima pasa iz Italije pozitivnih na CPV2
pokazale da prisustvo CanineCV i adenovirusa pasa (CAdV) nije bilo povezano sa teZim
ishodom bolesti (Balboni i sar., 2021b). Eksperimentalno je pokazano da rekombinantni
Rep protein CanineCV ispoljava citopatogene efekte i inhibira aktivaciju promotora
interferona tipa 1, blokiraju¢i ekspresiju gena stimulisanih interferonom (ISG).
Pretpostavlja se da CanineCV, izazivaju¢i imunosupresiju, na taj nacin olaksava replikaciju
CPV2, doprinose¢i tezem Klinickom toku mesSovitih infekcija (Hao i sar., 2022b).
Patohistoloski, kod pasa sa respiratornim oboljenjem i dokazanim prisustvom CanineCV
opisane su generalizovana hemoragi¢no-piogranulomatozna pneumonija i teski difuzni
supurativni, hemoragicni i nekroti¢ni alveolitis (da Silva i sar., 2025).

Uloga divljih mesojeda u ekologiji i evoluciji CanineCV predstavlja jedno od
italijanska studija koja je obuhvatila 389 uzoraka od 277 jedinki i to: pasa, vukova, lisica i
jazavaca. U navedenoj studiji CanineCV je detektovan kod cak 26,4% vukova, 3,8% pasa i
10% jazavaca, dok kod lisica virus nije dokazan (Zaccaria i sar., 2016). Novija italijanska
studija, sprovedena na 262 divlje Zivotinje (lisice, vukovi, jazavci) pokazala je prisustvo
CanineCV kod 50% vukova i 18% jazavaca, ali kod nijedne lisice, dok je adenovirus tipa 1
dokazan iskljucivo kod lisica, Sto ukazuje da distribucija virusa medu vrstama i regionima
[talije nije uniformna (Ndiana i sar., 2022). Ova zapazanja dodatno su proSirena studijom o
italijanskim vukovima sa Apenina, gde je CanineCV bio drugi najc¢es¢e detektovani DNK
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virus, sa 47,8% jedinki inficiranih sa dva ili tri virusa (Balboni i sar., 2021c), kao i novijom
studijom iz severozapadne Italije, gde je kod jednog vuka inficiranog varijantom CPV2c
dobijen kompletan genom CanineCV (Sarchese i sar., 2025). Prisustvo CanineCV kod lisica
potvrdeno je u nekoliko nezavisnih evropskih studija. U Ujedinjenom Kraljevstvu,
cirkovirus je otkriven u serumu i mozZdanom tkivu lisica sa meningoencefalitisom, pri ¢emu
su sekvence poreklom od lisica formirale odvojene filogenetske grane od sekvenci
poreklom od pasa. Infekcija kod lisica bila je povezana sa neuroloskim znacima bolesti, za
razliku od slike kod klini¢ke slike kod pasa koju odlikuju gastroenteritis i vaskulitis (Bexton
i sar,, 2015). U Hrvatskoj je cirkovirus lisica (FoxCV, danas poznat kao genotip 5 CanineCV)
opisan u fecesu crvenih lisica iz periurbanih podrucja centralne Hrvatske, gde je
predstavljao najzastupljeniji virus u uzorku ispitanom metagenomskim sekvenciranjem
(Lojki¢ i sar., 2016). Retrospektivna analiza uzoraka poreklom od 51 arkticke lisice sa
Svalbarda i 59 crvenih lisica sa kontinentalne NorvesSke pokazala je prisustvo virusne DNK
kod jedinki ¢iji je materijal uzorkovan jo§ 1996. godine, ¢ime je dokazano da su divlje lisice
mogle predstavljati domacina CanineCV ¢itavu deceniju pre njegovog prvog opisa kod pasa
(Urbani i sar., 2021). Van Evrope, cirkovirus lisica je opisan i u Severnoj Americi: u Kanadi
(Njufaundlend), analiza uzoraka fecesa lisica pokazala je da severnoamericka populacija
lisica nosi sopstvenu, gensku liniju (Canuti i sar., 2022). Upravo ovi kanadski sojevi
pojavljuju se kao zasebna linija u filogenetskim stablima novijih evropskih studija,
ukljucujuci srpsku koja predstavlja deo ispitivanja ove disertacije (Benkovi¢ i sar., 2025). U
americkoj saveznoj drZavi Arizoni, analiza uzoraka fecesa kojota (Canis latrans)
identifikovala je male cirkularne DNK viruse srodne CanineCV, proSirujuci poznati spektar
domacina virusa na jo$ jednu severnoamericku vrstu divljih mesojeda (Hess i sar., 2024).

Najsveobuhvatnija molekularna studija CanineCV u regionu Balkana sprovedena je u
Srbiji u sklopu ove disertacije i to na uzorku od 98 jedinki Sakala (Canis aureus) i crvenih
lisica (Vulpes vulpes) iz severozapadne Srbije (Benkovi¢ i sar., 2025). Cirkovirusna DNK
dokazana je kod 31,6% uzoraka, sa jasnom razlikom u distribuciji genotipova izmedu vrsta.
Sakali su pretezno bili pozitivni na CanineCV genotip 4 (isti koji dominira kod pasa), dok je
kod lisica preovladivao genotip 5, tipicno povezan sa divljim mesojedima. MeSovite
infekcije genotipom 4 i genotipom 5 zabeleZene su iskljucivo kod Sakala, Sto ukazuje da ova
vrsta moZe predstavljati domacina kod kojeg dolazi do “meSanja” virusnih linija Sto
potencijalno dovodi do geneti¢kih rekombinacija (Benkovi¢ i sar., 2025). U regionu istice se
i studija iz Madarske koja je, metagenomskim ispitivanjem 206 uzoraka poreklom od lisica,
jazavaca, Sakala, kuna i rakunolikih pasa ukazala na rekombinaciju kao klju¢ni pokretac
evolucije CanineCV (Fehéri sar., 2025). Znacajna je i sasvim nova studija u Rumuniji, koja je
po prvi put opisala prisustvo CanineCV kod pasa iz Rumunije (26,8% od 56 pasa), pri cemu
je jedan soj filogenetski grupisan sa sojevima tipi¢no prijavljivanim kod lisica, sugeriSuci
mogucu transmisiju medu divljim i domac¢im vrstama (Balboni i sar., 2025). Osim Evrope
prisustvo CanineCV potvrdeno je i kod crnoledih Sakala u Namibiji, gde je retrospektivnom
analizom arhivskih uzoraka po prvi put dokumentovana Siroka cirkulacija virusa na
africkom kontinentu, sa ucestalos$¢u infekcije kod pasa od 27,1% i kod Sakala od c¢ak
43,75% (de Villiers i sar., 2023). Procenjeno vreme najskorijeg zajedniCkog pretka
namibijskih sojeva smeSteno je oko 2011. godine.
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CILJ I ZADACI ISTRAZIVAN]JA

Cilj ove doktorske disertacije bila je identifikacija i molekularna karakterizacija
parvovirusa i cirkovirusa detektovanih u populacijama divljih svinja i mesojeda na teritoriji
Zapadnobackog okruga. Planirano ispitivanje imalo je za cilj da utvrdi eventualno prisustvo
ovih virusa u populacijama sve brojnijih vrsta divlja¢i koje nastanjuju podruéja u
neposrednoj blizini naseljenih mesta na pomenutoj teritoriji, Sto je od narocitog znacaja u
pogledu moguénosti transmisije ovih patogena na populacije domacih svinja, odnosno pasa
i macaka. Imaju¢i u vidu diverzitet parvovirusa i cirkovirusa prisutnih u populacijama
divljaci, prouc¢avanjem varijabilnih genskih segmenata ili celih genoma ovih virusa bice
omogucena identifikacija cirkuliSu¢ih genotipova kao i utvrdivanje prisustva
rekombinantnih sojeva virusa. Pored toga, cilj planiranih ispitivanja bio je i analiza
sekvenci kompletnih genoma detektovanih cirkovirusa, odnosno PCV3 i CanineCV, s
obzirom na to da o istim jo$ uvek ne postoji dovoljno nau¢nih podataka. Takode, ova studija
imala je za cilj i uspostavljanje adekvatnih protokola za izvodenje konvencionalnog i real-
time PCR koji bi se koristili u dijagnostici navedenih infekcija $to bi predstavljalo osnovu za
karakterizaciju detektovanih sojeva parvovirusa i cirkovirusa.

Da bi se ispunili ciljevi, definisani su slede¢i zadaci, prema fazama izvodenja:

1. Prikupljanje uzoraka organa divljih svinja (limfnih ¢vorova, tonzila i slezine) i
organa Sakala i lisica (jetre, slezine, plu¢a, bubrega, srca, tankih creva i krvi)
odstreljenih na teritoriji Zapadnobackog okruga i njihova laboratorijska obrada radi
izvodenja molekularnih metoda virusoloske dijagnostike;

2. Otkrivanje prisustva nukleinske kiseline svinjskih parvovirusa u uzorcima poreklom
od divljih svinja primenom metode real-time PCR uz upotrebu univerzalnih
prajmera za konzervirani region genoma;

3. Otkrivanje prisustva nukleinskih kiselina pojedinac¢nih svinjskih parvovirusa 1, 2, 3,
4,5,617 (PPV1, PPV2, PPV3, PPV4, PPV5, PPV6 i PPV7) primenom PCR u pozitivhim
uzorcima dobijenim primenom real-time PCR;

4. Sekvenciranje genoma detektovanih svinjskih parvovirusa u cilju analize gena koji
kodiraju sintezu kapsida navedenih virusa primenom metode po Sangeru,
uporedivanje dobijenih nukleotidnih sekvenci sa analognim sekvencama dostupnim
u Banci gena i njihova filogenetska analiza;

5. Otkrivanje prisustva nukleinskih kiselina svinjskih cirkovirusa 2 i 3 (PCV2 i PCV3) u
uzorcima poreklom od divljih svinja primenom metode real-time PCR;

6. Sekvenciranje genoma detektovanih sojeva PCVZ u cilju analize varijabilnog
segmenta gena koji kodira sintezu kapsida virusa primenom metode po Sangeru i
filogenetska analiza dobijenih nukleotidnih sekvenci radi izvodenja genotipizacije
virusa;

7. Sekvenciranje kompletnog genoma detektovanih sojeva PCV3 primenom metode po
Sangeru, uporedivanje dobijenih nukleotidnih sekvenci sa analognim sekvencama
dostupnim u Banci gena i njihova filogenetska analiza u cilju izvodenja
genotipizacije virusa;
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8. Otkrivanje prisustva nukleinskih kiselina parvovirusa mesojeda (CPV2 i FPV) u
uzorcima poreklom od Sakala i lisica primenom metode real-time PCR;

9. Sekvenciranje genoma detektovanih sojeva parvovirusa mesojeda u cilju analize
varijabilnog segmenta gena koji kodira sintezu kapsida virusa primenom metode po
Sangeru i filogenetska analiza dobijenih nukleotidnih sekvenci u cilju genotipizacije
virusa;

10. Otkrivanje prisustva nukleinskih kiselina cirkovirusa pasa (CanineCV) i lisica
(FoxCV) u uzorcima poreklom od Sakala i lisica primenom metode real-time PCR;

11. Sekvenciranje kompletnog genoma sojeva cirkovirusa detektovanih kod divljih
mesojeda u cilju njihove analize primenom metode po Sangeru, uporedivanje
dobijenih nukleotidnih sekvenci sa analognim sekvencama dostupnim u Banci gena i
njihova filogenetska analiza;

12. Analiza prisustva genetskih rekombinacija u dobijenim nukleotidnim sekvencama
parvovirusa i cirkovirusa divljih svinja i mesojeda primenom bioinformatickih
metoda.
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MATERIJAL I METODE

1. Prikupljanje i obrada uzoraka organa divljih svinja i mesojeda

Uzorci limfnih ¢vorova, tonzila i slezine divljih svinja prikupljani su od odstreljenih
Zivotinja dostavljenih u VSI “Sombor” u sklopu monitoringa africke i klasi¢ne kuge svinja u
2021.1 2022. godini. Uzorci krvi, parenhimatoznih organa (jetre, slezine, pluca i bubrega),
srca i tankih creva prikupljani su od odstreljenih lisica i Sakala dostavljenih u VSI “Sombor”
u sklopu monitoringa oralne vakcinacije lisica i drugih divljih mesojeda protiv besnila u
2022. godini. Prikupljeno je ukupno 90 uzoraka poreklom od divljih svinja, odnosno 98 od
divljih mesojeda, od c¢ega 45 zlatnih Sakala i 53 crvene lisice. Uzorkovanje materijala je
izvrSeno tokom patoanatomskog pregleda pri ¢emu kod ispitivanih jedinki nisu uocene
lezije koje ukazuju na akutno sistemsko oboljenje. Uzorkovanje je obuhvatilo loviSta na
teritoriji Zapadnobackog okruga, kao i pojedina loviSta u opsStinama susednih okruga koje
se neposredno granice sa ispitivanim podruéjem. Zivotinje obuhvaéene ovim ispitivanjem
poticale su iz sledecih lovista: Krusci¢, Sivac, Kula, Odzaci, Sonta, Kozara, Backa Topola,
Conoplja, Stara Moravica, Telecka, Lalinske Livade, Vrbas, Pacir, Panonija, Kolut, Backi
Monostor, Deronje, Zapadna Backa, Bezdan i Apatin. Uzorkovani materijal poreklom od
divljih mesojeda, odnosno svinja obraden je unutar PCR kabineta (Biobase, Kina). Za svaku
Zivotinju formiran je jedan zbirni homogenat tkiva koji je predstavljao jedini¢ni uzorak za
molekularna ispitivanja. Homogenizacija uzoraka tkiva radi izvodenja -ekstrakcije
nukleinskih kiselina sprovedena je na slede¢i nacin: u plasticne tubice (Eppendorf,
Nemacka) dodavane su staklene kuglice do zapremine od 200 pl, nakon ¢ega je dodavano
600 pl fosfatnog pufera (PBS) i pribliZno 20 mg uzorkovanog materijala. Uzorci su
homogenizovani u tkivnom homogenizatoru TissueLyser (Qiagen, Nemacka) na 30 Hz
tokom 3 minuta, a potom je homogenat centrifugiran na 1500 x g tokom 2 minuta.
Ekstrakcija nukleinskih kiselina vrSena je prema uputstvu proizvodaca kita za ekstrakciju
(MagFast DNA/RNA extraction kit, ID VET, Francuska) u uredaju za automatsku ekstrakciju
IDEAL32 (ID VET, Francuska). Nakon zavrSetka ekstrakcije, u posebnom PCR kabinetu
(Biosan, Latvija) dobijeni DNK ekstrakti dodavani su u obeleZene mikrotitracione ploce i
odlagani do momenta ispitivanja. Ekstrahovane nukleinske kiseline ¢uvane su tokom
perioda monitoringa i prikupljanja uzoraka do momenta prvih trijaznih ispitivanja u VSI
“Sombor” u zamrzivacu Arctiko (Danska) na temperaturi od -80 °C. U svim primenjenim
molekularnim metodama koriS¢ene su odgovarajuce pozitivne kontrole: DNK ekstrakt
PPV1 soja Teen (American Bioresearch, SAD), DNK ekstrakt PCV2 soja 1010-Stoon, DNK
ekstrakti PPV2-PPV7, PCV3 i CanineCV (interne kontrole Laboratorije za virusologiju
Katedre za mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu), DNK
ekstrakt vakcinalnog soja CPV2 (vakcina Canigen DH(A2)PpiL, Virbac, Francuska).

2. Otkrivanje prisustva nukleinskih Kkiselina parvovirusa i cirkovirusa u
uzorcima poreklom od divljih svinja i mesojeda primenom metoda real-time
PCR
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[spitivanje uzoraka poreklom od divljih svinja i mesojeda na prisustvo nukleinskih
kiselina parvovirusa i cirkovirusa vrSeno je primenom real-time PCR metoda. U cilju
pripreme reakcione smesSe koris¢en je DNK mastermiks Luna Universal Probe qPCR
Mastermix (NEB, SAD), voda za PCR (Thermo Scientific, SAD) i specifi¢ni parovi prajmera
sa probama (Metabion International AG, Nemacka). Prajmeri i probe KkoriS¢eni su u
odredenim radnim koncentracijama prema uputstvu proizvodaca mastermiksa, i to za
prajmere 0,4 uM, odnosno 0,2 uM za probu. Za kontrolu uspesnosti ekstrakcije koriS¢ena je
endogena interna kontrola gena za 3-aktin sa slede¢im setom prajmera i probe: 5’-CTC GAT
CAT GAA GTG CGA CGT-3’ i 5-GTG ATC TCC TTC TGC ATC CTG TC-3’, sa fluorescentno
obeleZenom probom HEX-ATC AGG AAG GAC CTC TAC GCC AAC ACG G-BHQ1 (Duvigneau i
sar., 2005). Za potrebe izvodenja real-time PCR metoda koriS¢eni su AriaMx Real-time PCR
aparati proizvodaca Agilent (SAD). Termalni protokol za detekciju svih virusa izuzev PCV2
opisan je od strane proizvodaca mastermiksa: 95 °C tokom 1 minut, a zatim 45 ciklusa na
95 °C tokom 15 sekundi i 60 °C tokom 30 sekundi.

Za otkrivanje prisustva svinjskih parvovirusa primenjen je univerzalni dijagnosticki
panel real-time PCR testova, koji obuhvata parove prajmera i probe specifi¢cne za svaku od
vrsta PPV1-PPV7, pri Cemu je svaki par usmeren na konzervirani region genoma
odgovarajuce vrste. Na taj nacin obezbedena je sveobuhvatna (univerzalna) pokrivenost
svih sedam vrsta svinjskih parvovirusa u okviru jedinstvenog dijagnostickog panela. Sve
analize za PPV1-PPV6 su izvedene prema metodologiji Milek i sar. (2019), u vidu tri duplex
real-time PCR testa uz upotrebu prethodno publikovanih prajmera i proba, pri ¢emu su
fluorescentne oznake proba prilagodene raspoloZivim kanalima detekcije. Detekcija PPV1
vrSena je primenom prajmera 5’-CAG AAT CAG CAA CCT CAC CA-3’i 5’-GCT GCT GGT GTG
TGT ATG GAA G-3’, uz TagMan probu 5'-FAM-TGC AAG CTT AAT GGT CGC ACT AGA CA-3'-
BHQ, pri ¢emu je ciljni region VP2 gen PPV1 (Opriessnig i sar., 2011). Detekcija PPV2
sprovedena je upotrebom prajmera 5-TAC TGA GCC CTA AGA CTG ACT ACA AGC-3’"i 5'-
GTT TGT CTC GTT GTT CGT CTG ATG-3’, uz TagMan probu 5'-CY5-AAC TGC TAC ATG AAC
CAC TTT ACC CCC STC-3'-BHQ, pri ¢emu je ciljni region VP2 gen PPV2 (Xiao i sar., 2013a).
Za dokazivanje PPV3 koriS¢eni su prajmeri 5’-CAY GAY GAA CGG TAC GAT GAA AT-3’i5'-
GCG GTA AAA CCT GTG AWA WTT GAA C-3’, uz TagMan probu 5'-CY5-TAG GTT GAT GAA
TAA GGA GAT AGA GAG GGC GG-3'-BHQ, pri ¢emu je ciljni region VP1 gen PPV3 (Xiao i sar.,
2012). Detekcija PPV4 realizovana je primenom prajmera 5’-GCA TTG GTG TGT GTC TGT
GTC C-3"i 5’-GTG GCA CAT TTG TAC ATG GGA G-3’, uz TagMan probu 5'-FAM-CTC CGC GGG
ATG TGC TTA CAA TTT TCA-3'-BHQ, pri ¢emu je ciljni region NS1 gen PPV4 (Xiao i sar,
2013b). Detekcija PPV5 sprovedena je upotrebom istih prajmera 5’-GCA TTG GTG TGT GTC
TGT GTC C-3’1 5’-GTG GCA CAT TTG TAC ATG GGA G-3’, uz TagMan probu 5'-CY5-ACT TTG
GTG TTG AGG GAC TTA GCT TTT TTT GTA C-3'-BHQ, pri ¢emu je ciljni region NS1 gen PPV5
(Xiao i sar., 2013b). Za dokazivanje PPV6 korisc¢eni su prajmeri 5-GGC TTC ATA ATC CCT
CCA AAA CCT-3’i 5-GCT CAT CTT CCT CTT GTT TCT CCT G-3’, uz TagMan probu 5'-FAM-
CCT CCT CCT CCT CCC TCT CCA ATT CCT-3'-BHQ, pri ¢emu je ciljni region VP2 gen PPV6
(Cuiisar., 2017a). Detekcija PPV7 vrSena je primenom prajmera 5’-AGC AGA GAC AAA CAC
AGA CG-3’i5-CCA GTT TGC ATT GTT CCC ATC-3’, uz TagMan probu 5’-FAM-CAG GCA GTG
GTA GTG AAG GAT CCC-3’-BHQ, pri ¢emu je ciljni region NS1 gen PPV7 (Palinski i sar.,,
2016). Primenjeni real-time PCR testovi i konvencionalni multiplex PCR (Kim i sar., 2021)
zasnovani su na razli¢itim parovima prajmera i razliCitim ciljnim sekvencama u okviru
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genoma ispitivanih vrsta parvovirusa, zbog c¢ega rezultati konvencionalnog PCR-a
predstavljaju metodoloski nezavisnu potvrdu nalaza dobijenih real-time PCR metodom.

Analiza prisustva PCV2 u ispitivanim uzorcima vrSena je primenom Porcine
Circovirus 2 kita (PrimerDesign, Velika Britanija) u kojem su obezbedeni specifi¢ni
prajmeri i TagMan proba. Tokom navedenog ispitivanja koriS¢en je termalni protokol
naveden u uputstvu proizvodaca: 95 °C tokom 2 minuta, a zatim 95 °C tokom 10 sekundi i
60 °C tokom 60 sekundi (50 ciklusa).

Za utvrdivanje prisustva genoma PCV3 (fragmenta Cap gena) u ispitivanim
uzorcima kori$éen je set prajmera 5'-CGC ATA AGG GTC GTC TTG GA-3"1i 5-CMG CTC AGC
AAA CAA AAA CTA TGT TC-3', kao i proba 5'-CY5-TCC AGG CGC CGT CTA GAT CTA TGG C-
BHQ1-3' (Yuan i sar., 2020).

Prisustvo parvovirusa mesojeda u ispitivanim uzorcima utvrdivano je primenom
specifi¢nih prajmera i probe za Cap gen 5'-AAA CAG GAA TTA ACT ATA CTA ATA TAT TTA-
3" i 5-AAA TTT GAC CAT TTG GAT AAA CT-3' kao i probe 5'-FAM-TGG TCC TTT AAC TGC
ATT AAA TAA TGT ACC-BHQ1-3' (Decaro i sar., 2005).

Otkrivanje prisustva nukleinskih kiselina cirkovirusa pasa (CanineCV) i lisica
(CanineCV genotip 5, FoxCV) u uzorcima poreklom od Sakala i lisica primenom metode
real-time PCR vrSeno je uz upotrebu specificnih prajmera i probai to: 5’-CTT GCG AGA GCT
GCT CCT TAT AT-3’i 5’-CTC CAC TTC CGT CTT CCA GTT C-3’ sa probom 5'-FAM-TCC GGA
GAT GAC CAC GCC CC-BHQ1-3’ za detekciju Rep gena CanineCV (Li i sar., 2013), odnosno 5'-
TCC GAG ATA GCC GGC GTG GTA-3"i 5'-CCC GGC CAC AGA TCA AGT ACT TA-3' uz probu 5'-
FAM-ATC CAA CTC CGG AGG AGG AGG A-BHQ1-3' za utvrdivanje prisustva Rep gena FoxCV
(Bexton i sar., 2015).

3. Otkrivanje prisustva pojedina¢nih svinjskih parvovirusa (PPV1-PPV7)
primenom konvencionalnog multiplex PCR-a u uzorcima pozitivnim u real-
time PCR

Konvencionalni multiplex PCR (Kim i sar., 2021) primenjen je na uzorcima koji su
prethodno identifikovani kao PPV-pozitivni real-time PCR panelom. Navedeni postupak
sproveden je kao metoda nezavisne potvrde real-time PCR nalaza, budu¢i da obuhvata
prajmere specificne za sve vrste PPV1-PPV7 koji se vezuju za razli¢ita mesta u okviru
ciljnih gena ili cilja segmente genoma razli¢ite od onih obuhvacenih primenjenim real-time
PCR testovima, uz vizuelizaciju produkata ocekivane duZine za svaku vrstu. Za pripremu
PCR reakcione smese kori$¢eni su DreamTaq Master Mix (Thermo Scientific, SAD), voda za
PCR (Thermo Scientific, SAD) i prajmeri proizvodaca Metabion International AG (Nemacka)
u finalnoj koncentraciji od 0,5 pM. Termalni protokoli izvodeni su na aparatu Techne
Thermal Cycler Prime sa gradijentom (Cole Parmer, Velika Britanija) u skladu sa
objavljenim protokolima za svaki ciljni virus.

Za PPV1 (NS1, 163 bp) kori$ceni su prajmeri 5'-AGT TAG AAT AGG ATG CGA GGA A-
3"i5-TGC TTT GGT AAC CTT TCT TTT ACC-3’, za PPV2 (NS1, 286 bp) 5'-GCG TGC TCA AGC
TGT TAC C-3" i 5'-CTC ACT GCG AGA TGA AGG-3', za PPV3 (VP, 498 bp) 5'-GCT GAT AGG
TTG ATG AAT TAA GGA G-3'i 5'-CCG CAT ACC CAT AAC AGG-3’, za PPV4 (ORF3, 592 bp) 5'-
CTG AGA CTG AAT TCA TCC CTG-3"i 5'-ATC AGA ATC ATG TAT GGT CTG C-3', za PPV5 (VP,
945 bp) 5'-AAC CGA GTT AAG AAC TTT ACC G-3"i 5'-ACC CAA GTC AGG AGT TCG-3', za
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PPV6 (NS1, 396 bp) 5'-GTG ATA ATG ATG TGA CTA CGG AG-3"i 5'-CAG CAG TAT GTG CAA
TAG CA-3’, kao i za PPV7 (NS1, 802 bp) 5'-AGG AAA TGG AAC ATC CAG G-3'i 5'-TTA TCT
TTT CGT GGC GTC C-3' (Kim i sar., 2021).

Nakon izvodenja PCR metoda sprovedena je horizontalna elektroforeza u 2%
agaroznom gelu radi vizuelizacije i analize dobijenih PCR produkata. Za elektroforezu PCR
produkata koriS¢ena su dva sistema: Mupid-exU (Optima, Japan) sa transiluminatorom
BandPeeper LED (MaestroGen, Tajvan) i E-gel Power Snap System (Thermo Scientific,
SAD).

Prevalencija svinjskih parvovirusa, kao i struktura pojedina¢nih i meSovitih
infekcija, odredene su na osnovu rezultata real-time PCR metode, dok je konvencionalni
multiplex PCR primenjen kao nezavisna metoda potvrde prisustva pojedinacnih vrsta.

4. Sekvenciranje i filogenetska analiza gena koji kodiraju sintezu kapsida
detektovanih svinjskih parvovirusa

Nakon detekcije uzoraka pozitivnih na prisustvo svinjskih parvovirusa isti su bili
pripremljeni za sekvenciranje metodom po Sangeru kako bi se izvrSile analize kompletnih
gena koji kodiraju sintezu kapsida navedenih virusa. U pomenutu svrhu koris¢en je niz
prethodno opisanih konvencionalnih PCR protokola uz upotrebu razli¢itih parova prajmera
specificnih za umnoZavanje segmenata VP1 i VP2 gena navedenih virusa kako bi se dobili
adekvatni PCR produkti. Dobijeni umnoZeni segmenti gena predstavljali su fragmente VP1 i
VP2 sekvenci koji se preklapaju i koji su nakon sekvenciranja bili sastavljeni u celine
primenom bioinformatickog softvera MEGA 11 kako bi se dobile kompletne nukleotidne
sekvence trazenih gena. Osim navedenih fragmenata gena kapsida, dodatno je izvrSeno i
umnoZavanje nestrukturnog gena NS1 PPV7 u cilju kompletiranja celog genoma
detektovanih sojeva navedenog virusa.

U cilju umnoZavanja kompletnih VP1 i VP2 gena PPV2 koriS¢eni su specifi¢ni
prajmeri za segmente duzine 1355bp (5'-GGA CGT CGA GGA GGA ACC AA-3'i 5'-CTT CCT
CGG CAT CTG CAA GC-3"), 1174bp (5'-AAC ACG ATG AGC GGT ACG AC-3'i 5'-ATG ACG GAG
GTT CAA CGT GC-3") i 1379bp (5'-CGT ACA TCA GAC GAA CAA CG-3'"i5'-TAT ACA CGA TGA
GCG CGT CC-3") (Cadari sar., 2013a).

UmnoZavanje kompletnih sekvenci VP1 i VP2 gena PPV3 vrSeno je upotrebom
prajmera specifi¢nih za segmente od 995bp (5'-TTG GAG GTA CCG GCA GA-3'i 5'TCA TCG
TAC CGT TCA TCG-3"), 1115bp (5'-GTG AAC CAG ACC TTG AAC G-3'i 5'-GAG ACC ATG TAT
CAC CGG A-3") 1 1268bp (5'-TGG CTA TCT TAC TCG AGG AC-3"i 5'-ATG AGC TGG CCT TGT
AGA C-3') (Cadarisar., 2011).

Pored toga, koriSc¢eni su sledeci parovi prajmera specifi¢ni za celokupne VP1 i VP2
gene PPV6 sa navedenim segmentima: 759bp (5'-CTCTCAGTCAATCCGACGTT-3' i 5'ATT
CTG ACG CCA ATT ATC AGC-3"),807bp (5'-CAG ATC CCC TAT ATG CTA GCC-3"i 5'-ATC TCG
CTG AGC ATT ATC CAA-3"), 1107bp (5'-TCT TAA ACA TGG AGA CTG GC-3"i5'-CCT CGA ATA
AGA GTG GCA TC-3"), 916bp (5'-CAG TCA GCC ACC ATT GCT A-3"i 5'-CTT TTG GAA TGG
TAA CAT CCC C-3") i 602bp (5'-AGG TTA GCC TAT CAA CGT C-3"i 5'-TCA ACC AGA ATG CCT
GAC AC-3") (Cuiisar., 2017a).

Kompletne sekvence NS1 i VP gena bile su umnoZene primenom prajmera za
segmente duZina: 977 bp (5'-GTG GTG GGG CTG GCT GAG CTG-3"i 5'-GCG TTG TCT TGC
ATG GAC CAG-3"), 1013bp (5'-ACA CAA GCC GGG ATT CCA GCA -3"i 5'-CCA CGA GCA CTC
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CAT CCC CTC-3"), 1066bp (5'-CGC AAG ACT TGG CTT CAG CAC-3' i 5'-GGA TGC TGT CCG
GGT TGG TGA-3") i 1032bp (5'-AGC TGG AGC AGA CTT ACA CTC-3' i 5'-GCG GGT TAA TAA
CAG GAA GGG-3") (Xing i sar., 2018).

Odabrani PCR produkti poslati su na sekvenciranje u Macrogen Europe Laboratoriju
u Amsterdamu (Holandija). Sekvencirani su fragmenti gena od ukupno 27 uzoraka
pozitivnih na prisustvo prethodno navedenih parvovirusa svinja. Poravnanje F (forward) i
R (reverse) sekvenci dobijenih za navedene regione genoma izvrSeno je u programu MEGA
11 (Tamura i sar., 2021), nakon cega je identitet sekvenci proveravan BLAST analizom
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Za svaki genski segment formirane su konsenzus
sekvence. Po zavrSetku analiza pojedinac¢nih fragmenata, sekvence su objedinjene u MEGA
11 i one koje su ispunile kriterijume kvaliteta deponovane su u repozitorijum Banke gena
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Dobijene spojene sekvence poravnate su sa referentnim sekvencama preuzetim iz
Banke gena, a zatim je sprovedena njihova filogenetska analiza u softveru MEGA 11. Model
supstitucije je odabran nakon testiranja u okviru programa (MEGA 11 “Find Best
DNA/Protein Models”). U filogenetskoj analizi kompletnog kapsidnog gena PPV2 koriS¢eno
je ukupno 50 nukleotidnih sekvenci od kojih je 42 preuzeto iz Banke gena. Analiza je
izvrSena primenom Neighbor-Joining metode sa Tamura-Nei (TN93) + G modelom
supstitucije i pouzdanos¢u od 1.000 replikata. Filogenetska analiza kompletnog kapsidnog
gena PPV6 izvrSena je poredenjem ukupno 39 nukleotidnih sekvenci pri ¢emu je ukupno 33
preuzeto iz Banke gena. Navedena analiza izvrSena je primenom Neighbor-Joining metode
sa Kimura 2-Parameter (K2) + G modelom supstitucije i pouzdanos¢u od 1.000 replikata.
Analiza nukleotidnih sekvenci kompletnog genoma PPV7 izvrSena je poredenjem sa
ukupno 32 sekvence iz Banke gena primenom Neighbor-Joining metode sa Tamura-Nei
(TN93) + G modelom supstitucije i pouzdanos$c¢u od 1.000 replikata. Uz filogenetsku analizu
dobijenih sekvenci, izracunate su i p-distance (udeo nukleotidnih pozicija po kojima se dve
sekvence razlikuju) unutar ispitivanih skupova sekvenci PPV2, PPV6 i PPV7 primenom
softvera MEGA 11. Vrednosti p-distanci prikazane su na Cetiri decimale, a odgovarajuce
vrednosti nukleotidne slicnosti izraZene su u procentima. Za analizu sekvenci svinjskih
parvovirusa primenjena je Neighbor-Joining metoda, s obzirom na visok stepen medusobne
srodnosti analiziranih sekvenci i niske vrednosti geneticke divergencije unutar skupova, u
kojima navedene metode daju stabla uporediva sa Maximum Likelihood metodom. Za
skupove sekvenci sa izrazenijom divergencijom (PCV2, PCV3, CPV2, FPV i cirkovirusi
mesojeda) primenjena je Maximum Likelihood metoda.

5. Sekvenciranje i filogenetska analiza varijabilnog segmenta gena koji kodira
sintezu kapsida detektovanih sojeva PCV2

Uzorci DNK u kojima je primenom real-time PCR utvrdeno prisustvo genoma PCV2
bili su pripremljeni za sekvenciranje metodom po Sangeru primenom konvencionalnih PCR
protokola. Za dobijanje sekvenci delova Cap gena detektovanih sojeva PCV2 znacajnih za
genotipizaciju virusa, primenjeni su prajmeri kojima se umnoZavaju fragmenti DNK koji se
preklapaju duZine 353bp (5'-ACA TGG TTA CAC GGA TAT TG-3"i 5'-GRT TAA GGT TGA ATT
CTG GC-3") i 293bp (5'-TGG CGG GMS GAG TAG TTT A-3'i 5'-CGC ACC TTC GGA TAT ACT
GT-3") (Weissenbacher-Lang i sar., 2020).
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Odabrani uzorci pozitivnih PCR produkata najboljeg kvaliteta poslati su na
sekvenciranje u Macrogen Europe Laboratory u Amsterdamu (Holandija). Dobijeno je
ukupno Cetiri sekvence PCV2 visokog kvaliteta. Poravnanje F i R sekvenci pomenutih
regiona genoma izvrSeno je u programu MEGA 11 (Tamura i sar., 2021). Dobijene
nukleotidne sekvence analizirane su u oba pravca, a zatim su primenom MEGA 11
formirane konsenzus sekvence. Nakon formiranja konsenzus sekvenci delova gena koji se
preklapaju, iste su sastavljene u cilju dobijanja segmenata od znacaja za izvodenje
genotipizacije PCV2. Primenom BLAST programa (eng. Basic Local Alignment Search Tool),
sekvence su uporedene sa analognim sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Filogenetska analiza dobijenih nukleotidnih sekvenci
obavljena je u MEGA 11 primenom Maximum Likelihood metode i Hasegawa-Kishino-Yano
(HKY) + G modelom supstitucije i pouzdanos¢u od 1.000 replikata (eng. bootstrap). Model
supstitucije je odabran nakon testiranja u okviru programa (MEGA 11 “Find Best
DNA/Protein Models”). U filogenetskoj analizi koriS¢eno je ukupno 89 nukleotidnih
sekvenci od kojih je 85 preuzeto iz Banke gena.

6. Sekvenciranje i filogenetska analiza kompletnog genoma detektovanih sojeva
PCV3

U cilju analize detektovanih sojeva PCV3 koriS¢eni su prajmeri i protokoli ¢ijom se
primenom umnoZzavaju tri preklapaju¢a segmenta celog genoma navedenog virusa i to: 5'-
ATT ATG GAT GCT CCT CAT CGT G-3"i 5'-CAT CTT CTC CGC AAC TTC AGT C-3' (553bp); 5'-
AGT GCT CCC CAT TGA ACG-3'"i 5'-CGA CCA AAT CCG GGT AAG C-3' (1030bp); 5'-CCC ACA
TGC GAG GGC GTT TAC C-3"i 5'-CGA GGC CGC TTC ATC ATC CAC T-3' (895bp) (Wen i sar.,
2018; Fux i sar., 2018).

Odabrani uzorci pozitivnih PCR produkata najboljeg kvaliteta poslati su na
sekvenciranje u Macrogen Europe Laboratory u Amsterdamu (Holandija). Dobijeno je
ukupno pet sekvenci PCV3 visokog kvaliteta. Poravnanje F i R sekvenci fragmenata genoma
izvrSeno je u programu MEGA 11 (Tamura i sar., 2021). Dobijene nukleotidne sekvence
analizirane su u oba pravca, a zatim su primenom MEGA 11 formirane konsenzus sekvence.
Nakon formiranja konsenzus sekvenci delova genoma koji se preklapaju, iste su sastavljene
u cilju dobijanja kompletnog genoma PCV3. Primenom BLAST programa (eng. Basic Local
Alignment Search Tool), sekvence su uporedene sa analognim sekvencama dostupnim u
GenBank bazi podataka (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Radi izvodenja filogenetske
analize i komparativnog tumacenja, analiziran je proSireni skup od ukupno 42 sekvence,
ukljucujuci 37 referentnih genoma PCV3 preuzetih iz Banke gena ¢ime je obuhvacena
globalna raznovrsnost ovog virusa.

Genotipizacija PCV3 u ovom radu izvrSena je u skladu sa kriterijumima koje su
predloZili Franzo i sar. (2020), pri ¢emu je pripadnost genotipu (PCV3-a i provizorni PCV3-
b) zasnovana na uskladenosti filogenetskog grupisanja (uz visoku bootstrap podrsku
¢vorova) i pragova genske divergencije izrazenih p-distancama (maksimalna vrednost
unutar genotipa <3% za kompletan genom i <6% za Cap fragment - ORF2), uz potvrdu
podudarnosti stabala na osnovu analiza kompletnog genoma i ORF2. Sekvence kompletnog
genoma PCV3 su poravnate i analizirane dok je ORF2 segment analiziran zasebno. Za
navedene grupacije podataka (kompletan genom i ORF2) izracunate su i p-distance
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(postotak pozicija nukleotida na osnovu kojih se dve sekvence razlikuju) kao potpora
filogenetskoj analizi. Pre izvodenja filogenetske analize, modeli supstitucije odabrani su
nakon testiranja u okviru programa (MEGA 11 “Find Best DNA/Protein Models”).
Filogenetsko stablo na osnovu sekvenci celog genoma PCV3 formirano je primenom
Maximum Likelihood metode i Tamura-Nei+G modela supstitucije uz pouzdanost od 1.000
replikata (eng. bootstrap), dok je za ORF2 segment primenjen HKY+G model uz 1.000
bootstrap replikata.

7. Sekvenciranje i filogenetska analiza varijabilnog segmenta gena koji kodira
sintezu kapsida detektovanih sojeva parvovirusa mesojeda

Ekstrakti DNK koji odgovaraju uzorcima pozitivhim na prisustvo parvovirusa
mesojeda detektovanim primenom real-time PCR bili su pripremljeni za sekvenciranje
primenom tri para prajmera specificnih za segmente duZine 681bp (5'-GAA GAG TGG TTG
TAA ATA ATT-3"i 5'-CCT ATA TAA CCA AAG TTA GTA C-3") 611bp (5'-CAG GTG ATG AAT
TTG CTA CA-3'i 5'-CAT TTG GAT AAA CTG GTG GT-3") i 555bp (5'-CAG GAA GAT ATC CAG
AAG GA-3'1 5'-GGT GCT AGT TGA TAT GTA ATA AAC A-3'), Sto je predstavljalo osnovu za
genotipizaciju detektovanih sojeva virusa (Buonavoglia i sar., 2001).

Odabrani uzorci pozitivnih PCR produkata poslati su na sekvenciranje u Macrogen
Europe Laboratory u Amsterdamu (Holandija). Dobijeno je ukupno 12 sekvenci CPV2 (7) i
FPV (5) visokog kvaliteta. Poravnanje F i R sekvenci navedenih regione genoma izvrSeno je
u programu MEGA 11 (Tamura i sar., 2021). Dobijene nukleotidne sekvence analizirane su
u oba pravca, a zatim su primenom MEGA 11 formirane konsenzus sekvence. Nakon
formiranja konsenzus sekvenci delova genoma koji se preklapaju, iste su sastavljene u cilju
dobijanja dela kapsidnog gena parvovirusa mesojeda neophodnog za genotipizaciju virusa.
Primenom BLAST programa (eng. Basic Local Alignment Search Tool), sekvence su
uporedene sa analognim sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Uz filogenetsku analizu dobijenih sekvenci, izraCunate su i
p-distance unutar ispitivanih grupa sekvenci CPV2 i FPV. Pre izvodenja filogenetske
analize, modeli supstitucije odabrani su nakon testiranja u okviru programa (MEGA 11
“Find Best DNA/Protein Models”). Filogenetsko stablo CPV2 formirano je na osnovu 64
nukleotidne sekvence varijabilnog regiona kapsidnog gena primenom Neighbor Joining
metode i Tamura 3-parameter modela uz pouzdanost od 1.000 replikata. Radi izvodenja
filogenetske analize sekvenci FPV analizirane su ukupno 43 sekvence primenom Maximum
Likelihood metode i Tamura-Nei+G+I modela supstitucije uz pouzdanost od 1.000
replikata.

8. Sekvenciranje i filogenetska analiza kompletnog genoma sojeva cirkovirusa
detektovanih kod divljih mesojeda

Priprema uzoraka DNK u kojima je primenom real-time PCR prethodno utvrdeno
prisustvo CanineCV i FoxCV za sekvenciranje metodom po Sangeru kako bi se dobili podaci
o nukleotidnim sekvencama kompletnog genoma detektovanih virusa vrSena je
implementacijom dva PCR protokola uz upotrebu specificnih prajmera kojima su se
umnoZavali fragmenti duZine 920bp (5'-GCG CCG GAC GCT AAG TAC TT-3'i 5'-AAG GGG
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GGT GAA CAG GTA AAC-3'"), odnosno 1024bp (5'-TTT ACC TGT TCA CCC CCC TTC GA-3'i5'-
GTG CTG TGT CTG TGA CGA G-3") (Piewbang i sar., 2018).

Odabrani uzorci pozitivnih PCR produkata poslati su na usluzno sekvenciranje u
Macrogen Europe Laboratory u Amsterdamu (Holandija). Dobijeno je ukupno 9 sekvenci
CanineCV visokog kvaliteta. Poravnanje F i R sekvenci delova virusnog genoma izvrseno je
u programu MEGA 11 (Tamura i sar., 2021). Nukleotidne sekvence su analizirane u oba
pravca, a zatim su primenom MEGA 11 formirane konsenzus sekvence. Nakon formiranja
konsenzus sekvenci fragmenata genoma koji se preklapaju, isti su sastavljeni u cilju
dobijanja celog genoma cirkovirusa pasa. Primenom BLAST programa (eng. Basic Local
Alignment Search Tool), sekvence su uporedene sa analognim sekvencama dostupnim u
GenBank bazi podataka (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Dobijene sekvence su po svojoj
duZini i kvalitetu predstavljale dovoljnu osnovu za izvodenje filogenetske analize, odnosno
genotipizacije. Genotipizacija je izvedena prema shemi koju su predlozili Niu i sar. (2020)
za genotipove 1-4, a dopunili Urbani i sar. (2021) izdvajanjem genotipa 5 i Beikpour i sar.
(2022) izdvajanjem genotipa 6. Navedeni autori genotipove definiSu na osnovu
filogenetskog grupisanja uz visoku bootstrap podrsku ¢vorova, bez formalno utvrdenog
praga genske divergencije, budu¢i da se opsezi nukleotidne sli¢nosti unutar i izmedu
pojedinih genotipova delimi¢no preklapaju. Vrednosti p-distanci su stoga u ovom radu
prikazane kao dodatna potpora filogenetskom svrstavanju. Jedini formalno definisan prag
jeste onaj za razgraniCenje vrsta u okviru familije Circoviridae, koji iznosi 80% nukleotidne
slicnosti na nivou kompletnog genoma. Uz filogenetsku analizu dobijenih sekvenci,
izraCunate su i p-distance izmedu ispitivanih sekvenci medusobno kao i sa referentnim
sekvencama iz Banke gena. Pre filogenetske analize, modeli supstitucije odabrani su nakon
testiranja u okviru programa (MEGA 11 “Find Best DNA/Protein Models”). Filogenetsko
stablo sa svim sekvencama CanineCV iz ove studije i 107 sekvenci predstavnika razli¢itih
genotipova navedenog virusa poreklom od divljih mesojeda i pasa formirano je primenom
Maximum Likelihood metode i General Time Reversible (GTR)+G+I modela supstitucije
nukleotida uz pouzdanost od 1.000 replikata. Pored toga, izvrSena je i filogenetska analiza
sojeva FoxCV (genotipa 5 CanineCV) primenom iste metode poredenjem sa 49
predstavnika navedenog genotipa iz Banke gena.

9. Analiza prisustva genskih rekombinacija u dobijenim nukleotidnim
sekvencama parvovirusa i cirkovirusa divljih svinja i mesojeda

Analiza prisustva genskih rekombinacija u dobijenim nukleotidnim sekvencama
parvovirusa i cirkovirusa divljih svinja i mesojeda sprovedena je u programu RDP5 (eng.
Recombination Detection Program v5) (Martin i sar., 2020). Sekvence cirkularnih genoma
cirkovirusa analizirane su u opciji za cirkularne molekule, dok su sekvence parvovirusa
analizirane kao linearne. Mogu¢i rekombinacioni signali ispitivani su primenom algoritama
RDP, GENECONYV, BootScan, MaxChi, Chimaera, SiScan i 3Seq, uz Bonferonijevu korekciju za
multipla poredenja. Tokom analize bile su uklju€ene opcije preciziranja poloZaja pocetne i
zavrs$ne tacke rekombinacije i provere usaglasenosti poravnanja. U zavr$noj interpretaciji
kao verodostojni razmatrani su samo signali podrZani od strane najmanje tri nezavisne
metode uz p < 0,001. Svi takvi signali dodatno su provereni pregledom raspodele prekidnih
(pocCetnih i zavrSnih) tacaka rekombinacije, grafickih prikaza pojedina¢nih algoritama,
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filogenetskih stabala konstruisanih za regione unutar i izvan suspektnih rekombinantnih
segmenata, kao i manuelnim pregledom poravnanja sekvenci. Ovaj pristup primenjen je na
poravnate sekvence kompletnog kapsidnog gena PPV2 i PPV6, na kompletne genome PCV3,
PPV7 i CanineCV, kao i na odgovarajuce skupove poravnatih sekvenci PCV2, CPV2 i FPV.

Prisustvo moguc¢ih pocetnih i krajnjih tacaka rekombinacije u poravnatim
sekvencama dodatno je ispitano primenom GARD algoritma (eng. Genetic Algorithm for
Recombination Detection) u okviru platforme Datamonkey (Kosakovsky Pond i sar., 2006).
U analizu su ukljuena ista poravnanja sekvenci koja su koriS¢ena i za ispitivanje
rekombinacije u programu RDP5. Optimalni broj i polozZaj pozicija pocetnih i zavr$nih
taCaka procenjivani su poredenjem modela bez rekombinacije i modela sa jednom ili viSe
prekidnih tacaka, na osnovu visine vrednosti Ac-AIC, pri ¢emu je viSa vrednost navedenog
parametra u korelaciji sa ve¢om verovatno¢om prisustva rekombinacije. Rezultati GARD
analize koriS¢eni su kao dopunski pokazatelj moguceg prisustva rekombinacionih
prekidnih tac¢aka i tumaceni su zajedno sa rezultatima RDP5 analize.
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REZULTATI

1. Otkrivanje prisustva nukleinske Kkiseline svinjskih parvovirusa u uzorcima
poreklom od divljih svinja primenom metode real-time PCR

U ispitivanim uzorcima poreklom od 90 divljih svinja, real-time PCR panelom za
PPV1-PPV7 prisustvo nukleinske kiseline svinjskih parvovirusa detektovano je u 55/90
(61,1%) uzoraka. Medu PPV-pozitivnim uzorcima utvrdena je izrazita dominacija PPV2
(51/55; 92,7%) i visoka ucestalost PPV7 (39/55; 70,9%), dok su PPV3 i PPV6 detektovani u
18/55 (32,7%) i 10/55 (18,2%) uzoraka. PPV1, PPV4 i PPV5 nisu detektovani (0/55;
0,0%).

2. Otkrivanje prisustva pojedinacnih svinjskih parvovirusa (PPV1-PPV7)
primenom konvencionalnog multiplex PCR-a u uzorcima pozitivhim u real-
time PCR i struktura pojedinacnih i meSovitih infekcija

U svih 55 real-time PCR pozitivnih uzoraka prisustvo pojedinacnih vrsta
parvovirusa dodatno je provereno primenom multiplex konvencionalnog PCR-a (Slika 8 i
9). Ovom metodom potvrdeno je prisustvo PPV2 u 47/51 (92,2%), PPV7 u 31/39 (79,5%),
PPV3u 13/18 (72,2%) i PPV6 u 6/10 (60,0%) uzoraka prethodno pozitivnih real-time PCR
metodom, odnosno ukupno 97 od 118 pojedinac¢nih nalaza (82,2%). Stopa potvrde je u
skladu sa manjom analitickom osetljivo§¢u konvencionalnog PCR-a i ocekivano niZom
koncentracijom virusne DNK u uzorcima. Zbog toga su struktura pojedinacnih i meSovitih
infekcija i svi dalje navedeni odnosi prikazani na osnovu rezultata real-time PCR metode.

Pojedinacna infekcija jednim svinjskim parvovirusom utvrdena je u 13/55 (23,6%)
uzoraka, i to PPV2 u 9/55 (16,4%), PPV7 u 2/55 (3,6%), a PPV3 i PPV6 u po jednom uzorku
(1,8%). Mesovite infekcije sa dva ili viSe parvovirusa zabelezene su u 42/55 (76,4%)
uzoraka. NajceSce je registrovano istovremeno prisustvo PPV2 i PPV7, u 37/55 (67,3%)
uzoraka, zatim PPV2 i PPV3,u 17/55 (30,9%), i PPV2 i PPV6, u 9/55 (16,4%). Sve utvrdene
meSovite infekcije obuhvatale su PPV2, dok su Cetiri uzorka u kojima PPV2 nije detektovan
bila pozitivna samo na jednu vrstu parvovirusa.
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Slika 8. Uzorci pozitivni na prisustvo DNK PPV6 (1,2,5); DNK marker (L); pozitivha
kontrola(+); negativna kontrola (-); negativni uzorci (3, 4)

L—-1234
802b

286bp

Slika 9. Uzorci pozitivni na prisustvo DNK PPV2 i PPV7(1-5); DNK marker (L); pozitivhe
kontrole (PPV2+ i PPV7+); negativna kontrola (-); negativan uzorak (6)
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3. Analiza gena Kkoji Kkodiraju sintezu kapsida svinjskih parvovirusa,
uporedivanje dobijenih nukleotidnih sekvenci sa analognim sekvencama
dostupnim u Banci gena i njihova filogenetska analiza

Sastavljeno je ukupno 23 sekvence poreklom od svakog uzorka svinjskih
parvovirusa, od toga 8 sekvenci kompletnog kapsidnog gena PPV2, 6 sekvenci kompletnog
kapsidnog gena PPV6 i 9 sekvenci kompletnog genoma PPV7. Sekvence PPV3 nisu ispunile
kriterijume kvaliteta zbog nedovoljnog kvaliteta hromatograma i nemoguénosti formiranja
pouzdanih konsenzus sekvenci, te nisu koriS¢ene u daljim ispitivanjima. Sekvence
parvovirusa svinja deponovane su u Banku gena pod slede¢im pristupnim brojevima:
PX873573-580 (PPV2, kompletan kapsidni gen), PX857790-795 (PPV6, kompletan
kapsidni gen) i PX857796-804 (PPV7, kompletan genom).

Filogenetska analiza kompletnog kapsidnog gena PPV2, izvrSena primenom
Neighbor-Joining metode uz Tamura-Nei (TN93) + G model supstitucije i 1.000 bootstrap
replikata, pokazala je jasno razdvajanje analiziranih sekvenci u dve glavne filogenetske
grupe, oznacene kao 11 2 (Slika 10). Svi sojevi poreklom od divljih svinja iz Srbije grupisali
su se iskljuc¢ivo unutar grupe 2, Sto ukazuje da se, u okviru analiziranog skupa sekvenci,
uklapaju u evropski filogenetski ogranak PPV2. Istovremeno, ispitivane sekvence ne
pripadaju jedinstvenom monofiletskom klasteru, ve¢ su bile rasporedene u viSe manjih
potklastera unutar iste grupe, Sto ukazuje na izvesnu geneticku heterogenost sojeva PPV2
prisutnih u populaciji divljih svinja u Srbiji. Sekvence PX873573, PX873579 i PX873580
formirale su zaseban potklaster u bliskoj vezi sa sekvencom KC701301.1 iz Poljske, pri
¢emu su terminalni ¢vorovi podrzani visokim bootstrap vrednostima, Sto ukazuje na
njihovu blisku medusobnu srodnost. Drugi dobro definisan potklaster Cinile su sekvence
PX873575, PX873574 i PX873576 koje su bile filogenetski najbliZe sojevima iz divljih svinja
u Rumuniji i soju iz domace svinje u Madarskoj, Sto ukazuje na njihovu pripadnost Sirem
evropskom genetickom fondu PPV2. Sli¢no, sekvence PX873577 i PX873578 formirale su
zaseban par sa visokom bootstrap podrSkom i bile su najuzZe povezane sa sojem
KC701294.1 iz domace svinje poreklom iz Srbije, dok je Siri ogranak ukljucivao i druge
sekvence iz Srbije, kao i izolate iz Poljske i Rumunije. Dobijeni rezultati ukazuju na to da
sojevi PPV2 detektovani kod divljih svinja u Srbiji pripadaju evropskoj filogenetskoj liniji,
pri ¢emu pokazuju blisku srodnost sa prethodno opisanim sojevima iz domacih i divljih
svinja iz Srbije i susednih zemalja, ali bez formiranja posebne, geografski izdvojene linije.
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@ PX873573 PPV2 A 2 Divlja svinja (Srbija)
@ PX873579 PPV2 A 16 Divlja svinja (Srbija)
@ PX873580 PPV2 A 15 Divlja svinja (Srbija)
KC701301.1 PPV2-177PL Svinja (Poljska)
KC701300.1 PPV2-379HU Svinja (Madarska)
KC701298.1 PPV2-92HU Svinja (Madarska)
1001KC701299.1 PPV2-26S3PL Svinja (Poljska)
KC701303.1 PPV2-19PL Svinja (Poljska)
KC701302.1 PPV2-26PL Svinja (Poljska)
KC767891.1 PPV2-23PL Svinja (Poljska)
KC701292.1 PPV2-IIISRB Svinja (Srbija)
KC701291.1 PPV2-650CRO Svinja (Hrvatska)
KP765690.1 PPV2 Svinja (Madarska)
KC701297.1 PPV2-VIISRB Svinja (Srbija) 2
JQ860248.1 WB-826MR Divlja svinja (Rumunija)
KC701296.1 PPV2-225HU Svinja (Madarska)
JQ860243.1 WB-102R2 Divlja svinja (Rumunija)
@ PX873575 PPV2 A7 Divlja svinja (Srbija)
@ PXB873574 PPV2 A 3 Divija svinja (Srbija)
@ PX873576 PPV2 A B Divlja svinja (Srbija)
JQB60247.1 WB-804D Divlja svinja (Rumunija)

JQB860246.1 WB-763S Divja svinja (Rumunija)
1 Eﬂngm PPV2-10PL Svinja (Poljska)
KC701293.1 PPV2-18SRB Svinja (Srbija)

KC701294.1 PPV2-13SRB Svinja (Srbija)

E'iE @ PX873577 PPV2 A 11 Divlja svinja (Srbija)

lool— @ PX873578 PPV2 A 12 Divlja svinja (Srbija) —
KC687097.1 64-PL Svinja (Poljska)
KC701314.1 PPV2-20PL Svinja (Poljska)
JQ860241.1 F1-23M Svinja (Rumunija)
JQ860242.1 F4-44M Svinja (Rumunija)
KC701312.1 PPV2-VISRB Svinja (Srbija)
KC701309.1 PPV2-146PL Svinja (Poljska)
KC701310.1 PPV2-236HU Svinja (Madarska)
MG345013.1 S1 Svinja (Kina)
MG345018.1 523 Svinja (Kina)
KC701308.1 PPV2-710CRO Svinja (Hrvatska)
JQ860244.1 WB-620GR Divlja svinja (Rumunija)
JQB60245.1 WB-720l Divija svinja (Rumunija) 1

KC701304.1 PPV2-26SRB Svinja (Srbija)

AB916464.1 JPT68 Svinja (Japan)
KC701305.1 PPV2-15SRB Svinja (Srbija)
MG345014.1 S2 Svinja (Kina)
KF725661.1 BR596 Svinja (Brazil)
KY018935.1 GBGW1 Svinja (Juzna Koreja)
100L KY018936.1 GBGW?2 Svinja (Juzna Koreja)
JQ860239.1 F2-1NB Svinja (Rumunija)
JX101462.1 US-523 Svinja (SAD)
KM926355.1 BR/GOfion 09 PPV-2/2011 Svinja (Brazil)

00 100 NC 025965.1 BR/GO/ion 09 PPV-2/2011 Svinja (Brazil)
1 —

I

gl

Slika 10. Filogenetsko stablo zasnovano na analizi kompletnog kapsidnog gena sojeva PPV2
iz Srbije (obeleZeni crnim krugovima) i drugih sojeva predstavnika dve filogenetske grupe
iz Banke gena. Analiza je izvedena u MEGA 11 primenom Neighbor-Joining metode sa
Tamura-Nei (TN93) + G modelom supstitucije i pouzdanoséu od 1.000 replikata (eng.
bootstrap). Prikazane su samo bootstrap vrednosti = 50.

Analiza divergentnosti sekvenci PPV2 zasnovana na kompletnom genu koji kodira
kapsidni protein, ukljucujuc¢i VP1 i VP2 regione, pokazala je da su ispitivani sojevi iz divljih
svinja medusobno srodni, sa vrednostima p-distanci u rasponu od 0,0022 do 0,0390, Sto
odgovara nukleotidnoj sli¢nosti od 96,1 do 99,78%. U poredenju sa sekvencama svrstanim
u grupu 2 izdvojenu na filogenetskom stablu, ispitivani sojevi pokazali su p-distance od
0,0161 do 0,0520 i slicnost od 94,8 do 98,39%, dok su u odnosu na sekvence iz grupe 1
utvrdene viSe vrednosti geneticke udaljenosti, u rasponu 0,0404 do 0,0687, uz nizu
nukleotidnu slicnost od 93,13 do 95,96%. Na nivou cele grupe 2, vrednosti p-distanci
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kretale su se od 0,0022 do 0,0578, uz slicnost od 94,22 do 99,78%, dok su izmedu grupa 1 i
2 zabeleZene vrednosti od 0,0374 do 0,0722, pri ¢emu je nukleotidna slicnost iznosila od
92,78 do 96,26%. Dobijeni nalazi ukazuju da ispitivani sojevi iz divljih svinja pripadaju
genetickom fondu grupe 2 i da su znatno bliZi sekvencama unutar navedene grupe nego
sekvencama iz grupe 1.

Dodatna analiza parcijalnog VP1 segmenta duzine 330 bp, koji je u prethodnim
istrazivanjima koriS¢en kao varijabilni region pogodan za filogenetsku diferencijaciju PPV2
sekvenci, potvrdila je isti obrazac grupisanja. U radu Lagan Tregaskis i sar. (2021)
parcijalni VP1 region duZine 330 bp koris¢en je za poredenje sa homolognim sekvencama
dostupnim u Banci gena, pri cemu je pokazano da ovaj region omogucava jasno razdvajanje
sekvenci PPV2 u dve glavne filogenetske grupe, a vrednosti p-distanci oko 0,04 se koriste
kao grani¢ne u njihovom medusobnom razlikovanju. U naSem istraZivanju, ispitivani sojevi
iz divljih svinja bili su medusobno veoma srodni, sa vrednostima p-distanci od 0,0000 do
0,0420 i nukleotidnom sli¢nos¢u od 95,8 do 100%. U poredenju sa sekvencama iz grupe 2,
njihove p-distance kretale su se od 0,0090 do 0,0550, uz sli¢cnost od 94,5 do 99,1%, dok su
u odnosu na sekvence iz grupe 1 bile znatno divergentnije, sa p-distancama od 0,0760 do
0,1090 i nukleotidnom sli¢nos¢u od 89,1 do 92,4%. U okviru cele grupe 2 utvrdene su p-
distance od 0 do 0,0697 i slicnost od 93,03 do 100%, dok su izmedu grupa 1 i 2 zabeleZene
vrednosti od 0,0667 do 0,1152, uz sli¢nost od 88,48 do 93,33%. Ovi rezultati dodatno
potvrduju jasno geneticko razdvajanje dve filogenetske grupe PPV2 i dosledno svrstavanje
ispitivanih sojeva poreklom od divljih svinja u grupu 2.

Analiza vrednosti p-distanci pokazala je da je parcijalni VP1 segment duZine 330 bp
imao vecu diskriminatornu vrednost za razdvajanje sekvenci PPV2Z u dve glavne
filogenetske grupe, pri ¢emu su vrednosti izmedu grupa bile iznad praga od 0,04 (Slika 11).
Nasuprot tome, u analizi kompletnog kapsidnog gena uoceno je delimi¢no preklapanje
grani¢nih vrednosti izmedu grupa, iako je i u tom sluCaju zadrZan isti opSti obrazac
genetickog razdvajanja sekvenci.

Slika 11. Prikaz p-distanci izmedu nukleotidnih sekvenci VP1 segmenta genoma PPV2
duzine 330 bp

51



Filogenetska analiza kompletnog kapsidnog gena PPV6, izvrSena primenom
Neighbor-Joining metode uz Kimura 2-parameter (K2) + G model supstitucije i 1.000
bootstrap replikata, pokazala je jasno razdvajanje analiziranih sekvenci u dve glavne
filogenetske grupe (Slika 12). Svi sojevi iz Srbije obeleZeni krugom grupisali su se iskljucivo
unutar grupe 1, dok nijedan nije pripadao grupi 2, koja obuhvata isklju¢ivo kineske
sekvence. Pored toga, ispitivane sekvence poreklom od divljih svinja nisu formirale
kompaktan monofiletski klaster, ve¢ su rasporedene u visSe potklastera unutar grupe, Sto
ukazuje na geneticku heterogenost sojeva PPV6 prisutnih u populaciji divljih svinja u Srbiji.
Sekvence PX857791 i PX857794 su grupisane sa umereno visokom bootstrap podrskom
(73) i nalaze se u neposrednoj filogenetskoj vezi sa kineskim sojem iz divlje svinje
MK378398.1, dok je sekvenca PX857790 izdvojena u susednom ogranku, u bliskoj vezi sa
poljskim sojevima KX384820.1 i KX384821.1. Sekvenca PX857795 se takode nalazi u
okviru istog Sireg evroazijskog klastera, u blizini poljskog (KX384813.1) i ruskog soja PPV6
iz divlje svinje (PQ757602.1). NajizraZenije grupisanje se zapaza kod sekvenci PX857792 i
PX857793 koje formiraju dobro podrzan par sa bootstrap vrednosc¢u 99 i filogenetski su
najbliZze kanadskom soju MH820262.1. Ukupno posmatrano, rezultati ukazuju da sojevi
PPV6 detektovani kod divljih svinja u Srbiji pripadaju Siroko rasprostranjenoj genskoj liniji
i da su blisko povezani sa izolatima iz Evrope, Azije i Severne Amerike, bez jasnog
grupisanja prema geografskoj pripadnosti u okviru analiziranog skupa sekvenci.
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@ PX857791 120WB SRB Divija svinja {Srbija)
ﬂ— @ PX857794 9299WB SRB Divija svinja (Srbija)
" MK378398.1 VIRES SX01 G2 Divlja svinja (Kina)

- @ PX857790 113WB SRB Divija svinja (Srbija)
TLKxaaABQOJ K17-10 Svinja (Poljska)
KX384821.1 K17-3 Svinja (Poljska)

KX384813.1 K13-8 Svinja (Poljska)
ij @ PX857795 9356WB SRB Divlja svinja (Srbija)

PQ757602.1 PPV6-BelWB74 Divlja svinja (Rusija)

— MHB820262.1 SK-CA-2018 Svinja (Kanada)

Tl__ @ PX857792 146WB SRB Divlja svinja {Srbija)

T @ PX857793 735WB SRB Divlja svinja (Srbija)

L_ CR001791.2 Kem-8 Svinja (Rusija)

MHS558679.1 3456/2012 Svinja (Spanija)

- KR709268.1 KSU7-SD-2014 Svinja (SAD)
“{KRTDQIZGSJ KSU4-NE-2014 Svinja (SAD) 1

KX384822.1 U18-1 Svinja (Poljska)

KX384818.1 U18-5 Svinja (Poljska)

KX384814.1 U18-4 Svinja (Poljska)

KX384815.1 U18-7 Svinja (Poljska)

KX384816.1 U18-8 Svinja (Poljska)

KX384817.1 U18-9 Svinja (Poljska)

KR709264.1 KSU3-KS-2014 Svinja (SAD)

KR709262.1 KSU1-AZ-2014 Svinja (SAD)

MK092462.1 PPV6-DSH27 Divlja svinja (Kina)

KR709267.1 KSUB-IA-2014 Svinja (SAD)

KR709263.1 KSU2-AZ-2014 Svinja (SAD)

KF999685.1 PPV6 isolate TJ Svinja (Kina)

KX273435.1 U18-8 Svinja (Poljska)

KX384823.1 P15-1 Svinja (Poljska)

KF299683.1 PPV isolate JS Svinja (Kina)

KF999684.1 PPV6 isolate SC Svinja (Kina)
o - PKFQQ%M .1 PPV6 isolate BJ Svinja (Kina)
KF999682.1 PPV6 isolate BJ2 Svinja (Kina)
= MK092465.1 PPV6-JX26 Divlja svinja (Kina) 2
MK092463.1 PPV6-JX19 Divlja svinja (Kina)

MK092466.1 PPV6-JX30 Divlja svinja (Kina)
MKO082476.1 PPV6-JX35 Divlja svinja (Kina)
MK092475.1 PPVE-DSHS Divlja svinja (Kina)

0.01

Slika 12. Filogenetsko stablo zasnovano na analizi kompletnog kapsidnog gena sojeva PPV6
iz Srbije (obeleZeni crnim krugovima) i drugih sojeva predstavnika dve filogenetske grupe
iz Banke gena. Analiza je izvedena u MEGA 11 primenom Neighbor-Joining metode sa
Kimura 2-Parameter (K2) + G modelom supstitucije i pouzdano$¢u od 1.000 replikata (eng.
bootstrap). Prikazane su samo bootstrap vrednosti = 50.
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Analiza nukleotidne divergentnosti sekvenci PPV6, zasnovana na kompletnom
fragmentu koji kodira kapsidni protein, ukljucuju¢i VP1 i VP2 regione, pokazala je visok
stepen medusobne srodnosti ispitivanih sojeva iz divljih svinja. Vrednosti p-distanci
izmedu ispitivanih sojeva kretale su se od 0,0011 do 0,0054, $to odgovara nukleotidnoj
slicnosti od 99,46 do 99,89% (Slika 13.). U poredenju sa sekvencama svrstanim u grupu 1
prethodno izdvojenu na analiziranom filogenetskom stablu, ispitivani sojevi pokazali su
vrednosti p-distanci od 0,0015 do 0,0256, uz nukleotidnu slicnost od 97,44 do 99,85%, Sto
potvrduje njihovu blisku geneticku povezanost. Nasuprot tome, izmedu grupe 1 i grupe 2
utvrdene su viSe vrednosti geneti¢ke udaljenosti, sa p-distancama u rasponu od 0,0271 do
0,0532 i nukleotidnom slicnoS¢u od 94,68 do 97,29%. Dobijeni rezultati ukazuju da su
ispitivani sojevi PPV6 poreklom od divljih svinja geneticki homogeni i da se jasno uklapaju
u grupu 1, dok se u odnosu na sekvence grupe 2 uocava nesto veci stepen divergentnosti.

PX857792_PPVB_146WE_SRB_Divia svinja_(Srbija)

PX857791_PPV6_120WB_SRB_Divla svinja_(Srbija)  0.00
PX857790_PPV6_113WB_SRB_Divlja svinja_(Srbija) 0.00 0.00
PX857794_PPV6_9299WB_SRB_Divlja svinja_(Srbja) 0.01 0.00 0.00
PX857793_PPV6_735WB_SRB_Divja svinja_(Srbja) 0.00 0.00 0.00 0.00
PX857795_PPV6_9356WB_SRB_Divija svinja_(Sbja) 0.01 000 000 0.01 0.00
PQ757602.1_PPV6-BelWBT74_Divija svinja_(Rusja) 000 000 0.00 0.00 000 000

KX384816.1_U18-8_Svinja_(Pofjska) 002 002 001 002 002 002 002

KX384817.1_U18-9_Svinja_(Pojjska) 002 002 001 002 002 002 002 0.00

KX384815.1_U18-7_Svinja_(Poljska) 002 002 001 002 002 002 002 000 0.00

KX384818.1_U18-5_Svinja_(Poljska) 003 002 002 002 002 002 002 001 001 001

KX384814.1_U18-4_Svinja_(Poliska) 003 002 002 002 002 002 002 001 001 001 0.00
KX384822.1_U18-1_Svinja_(Poljska) 002 002 002 002 002 002 002 001 001 001 002 002
KX384813.1_K13-8_Svinja_(Poljska) 000 000 000 000 000 000 000 001 001 001 002 002 002
KX384820.1_K17-10_Svinja_(Poljska) 000 000 000 000 000 000 000 001 002 001 002 002 002 0.00
KX384821.1_K17-3_Svinja_(Poljska) 000 000 000 000 000 000 000 001 002 001 002 002 002 000 000
KX273435,1_U18-9_Svinja_(Pofjska) 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 003 003 002 002 002 002
KX384823.1_P15-1_Svinja_(Poljska) 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 003 003 002 002 002 002 000

MK378398.1_VIRES_SX01_C2_Divija svinja_(Kina) ~ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 001 001 001 002 002 002 000 000 000 002 002
MK082462.1_PPV6-DSH27_Divija ( 002 002 002 002 002 002 002 003 003 003 003 003 003 002 002 002 001 001 002

KF999685.1_PPV6_isolate_T._Svinja_(Kina) 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 003 003 002 002 002 002 000 000 002 001

KR709268.1_KSU7-SD-2014_Svinja_(SAD) 000 000 000 000 000 0.00 000 0.01 002 001 002 002 002 000 000 000 002 002 0.00 002 002

KR709265.1_KSU4-NE-2014_Svinja_(SAD) 000 000 000 000 000 000 000 001 002 001 002 002 002 000 000 000 002 002 000 002 002 000

KR709264.1_KSU3-KS-2014_¢ 001 001 001 001 001 002 001 002 002 002 003 003 003 001 002 002 001 001 002 001 001 001 001

KR709262.1_KSU1-AZ-2014_Svinja_(SAD) 001 001 001 001 001 001 001 002 002 002 003 003 003 001 001 001 001 001 002 001 000 001 001 000

KR709267.1_KSUE-IA-2014_Svinja_(SAD) 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 003 003 002 002 002 002 000 000 002 001 000 002 002 001 000

KR709263.1_KSU2-AZ-2014_Svinja_(SAD) 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 003 003 003 002 002 002 000 000 002 001 000 002 001 001 000 0.00

KF999683.1_PPV6_isolate_JS_Svinja_(Kina) 003 003 003 003 003 003 003 004 004 004 005 005 004 003 003 003 003 003 004 003 003 003 003 003 003 003 003
KF999682.1_PPV6_isolate_BJ2_Svinja_(Kina) 004 004 004 004 004 004 004 004 004 004 005 005 004 004 004 004 003 003 004 004 003 004 004 003 003 003 003 001
KF999684.1_PPV6_isolate_SC_Svinja_(Kina) 004 004 004 004 0.04 004 004 004 004 004 005 005 0.04 004 004 004 003 003 004 004 003 004 004 003 003 003 003 001 0.00

KF999681.1_PPV6_isolate_B. (Kina) 004 004 004 004 004 004 004 004 004 004 005 005 004 004 004 004 003 003 004 004 003 004 004 003 003 003 003 001 000 0.00
MK092465.1_PPV6-JX26_Divi (Kina) 004 004 004 004 004 004 004 004 004 004 005 005 004 004 004 004 003 003 004 004 003 004 004 003 003 003 003 002 001 001 001
MK092463.1_PPV6-JX19_Divi _(Kina) 004 004 004 004 004 004 004 004 004 004 005 005 004 004 004 004 003 003 004 004 003 004 004 003 003 003 003 002 001 001 001 0.00
MK092466.1_PPVE-JX30_Divija svinja_(Kina) 004 004 004 004 004 004 004 004 004 004 005 005 004 004 004 004 003 003 004 004 003 004 004 003 003 003 003 002 001 001 001 000 000
MK092476.1_PPV6-JX35_Divija svinja_(Kina) 004 004 004 004 004 004 004 005 005 004 005 005 005 004 004 004 003 003 004 004 003 004 004 004 003 003 003 002 001 001 001 001 000 001
MK082475.1_PPV8-DSH6_Diviia svinia_(Kina) 004 004 004 004 004 004 004 005 005 004 005 005 005 004 004 004 004 004 004 004 004 004 004 004 004 003 004 002 001 001 001 001 001 001 001

Slika 13. Prikaz p-distanci izmedu nukleotidnih sekvenci kompletnog segmenta genoma
koji kodira sintezu kapsida PPV6 (VP1 i VP2)

Analiza nukleotidnih sekvenci kompletnog genoma PPV7, izvrSena primenom
Neighbor-Joining metode uz Tamura-Nei (TN93) + G model supstitucije i 1.000 bootstrap
replikata, pokazala je jasno razdvajanje svih analiziranih sekvenci u dve glavne filogenetske
grupe. Svi sojevi iz Srbije (obeleZeni krugom) grupisali su se iskljuc¢ivo unutar grupe 2, dok
nijedan nije pripadao grupi 1 (Slika 14). Unutar grupe 2 ispitivani sojevi iz ove studije
rasporedeni su u viSe blisko povezanih ogranaka, Sto ukazuje na izvesnu geneticku
heterogenost PPV7 sojeva prisutnih u populaciji divljih svinja u Srbiji. Sekvence PX857797
i PX857801 izdvojene su u blizini kolumbijskih izolata iz divljih svinja i kineskog soja GX48,
pri ¢emu cvor koji povezuje Siri ogranak ima umerenu bootstrap podrsku. Osim toga,
sekvence PX857800, PX857803, PX857799 i PX857798 formiraju grupu koja ukazuje na
njihovu blisku filogenetsku srodnost. Najkompaktniji lokalni potklaster Cine sekvence
PX857796 i PX857802 koje su povezane bootstrap vrednoséu 99, dok je sekvenca
PX857804 ukljucena u isti Siri ogranak, ali kao zasebno pozicioniran soj. Ovaj skup
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sekvenci filogenetski je najbliZi ruskim sojevima PQ757604.1 i PQ757603.1 kao i pojedinim
kolumbijskim i kineskim sekvencama iz iste grupe, Sto ukazuje da PPV7 sojevi detektovani
kod divljih svinja u Srbiji pripadaju Siroko rasprostranjenoj filogenetskoj liniji i da su blisko
povezani sa pojedinim sojevima iz razli¢itih geografskih podrudja.

T[ MG696111.1 FJFZ2017 Svinja (Kina)
KY996757.1 GD-2014-2 Svinja (Kina)
—KY996756.1 GD-2014-1 Svinja (Kina)
KU563733.1 isolate 42 Svinja {SAD)
MT747168.1 PPV7/COL/Cundinamarca?.16/2015 Divlja svinja (Kolumbija)
- [MH8177?7.1 N133 Svinja (JuZzna Koreja)
MH817776.1 N141 Svinja (JuZna Koreja)
MK092492.1 PPV7-DJH26 Divija svinja (Kina)
MK092488.1 PPV7-DJH19 Divlja svinja (Kina)
MN326255.1 PPV7-HeN10-2015 Svinja (Kina)
MK092493.1 PPV7-JX10 Svinja (Kina)

s

MKQ092493.1 PPV7-JX10 Divlja svinja (Kina) 1
MH422967.1 PPV7-KF6 Svinja (Juzna Koreja)
& _|: MK092481.1 PPV7-87-clone1 Divlja svinja (Kina)

MK092482.1 PPV7-87-clone2 Divlja svinja (Kina)}
MWO051670.1 PPV7 P2 OK/SAD Svinja (SAD)
MH422963.1 PPVT-KF2 Svinja (JuZzna Kareja)
MG543460.1 GX28 Svinja (Kina)

MWO051671.1 PPV7 P1 OK/SAD Svinja (SAD)
7 —— MK092495.1 PPV7-JX21 Divlja svinja (Kina)
B Z MK092480.1 PPV7-80 Divlja svinja (Kina)

i MG914435.1 PPV7 SWE20 Svinja (Svedska)
MT758695.1 PPV7/COL/RisaraldaS12/2019 Divlja svinja {(Kolumbija) ]
MG543469.1 GX48 Svinja (Kina)

MT758696.1 PPV7/COL/Antioquia3.133/2015 Divlja svinja (Kolumbija)

@ PX857797 PPV7 268 Divlja svinja (Srbija)

@ PX857801 PPV7 120 Divlja svinja (Srbija)

® PX857800 PPV7 194 Divlja svinja (Srbija)

@ PX857803 PPV7 146 Divlja svinja (Srbija}

@® PXB57799 PPV7 1145 Divlja svinja (Srbija)

@® PX857798 PPV7 143 Divlja svinja (Srbija)

@® PX857796 PPV7 9295 Divlja svinja (Srbija) 2

@ PX857802 PPV7 96 Divlja svinja (Srbija)

® PX857804 PPV7Y 139 Divlja svinja (Srbija)

[~ PQ757604.1 PPV7-TvWBB80 Svinja (Rusija)

"L PQ757603.1 PPV7-BelWB64 Svinja (Rusija)

MT758697.1 PPV7/COL/Cordobal19.224/2015 Divlja svinja (Kolumbija)
MN326249.1 GD126-2011 Svinja (Kina)

& [EZSTT(M‘IJ J8YZ20170103-20 Svinja (Kina)

w MN326288.1 GX22-1998 Svinja (Kina)
" L MN326252.1 PPV7-XZ7-1999 Svinja (Kina)

0.01

Slika 14. Filogenetsko stablo zasnovano na analizi kompletnog genoma sojeva PPV7 iz
Srbije (obeleZeni crnim krugovima) i drugih sojeva predstavnika dve filogenetske grupe iz
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Banke gena. Analiza je izvedena u MEGA 11 primenom Neighbor-Joining metode sa
Tamura-Nei (TN93) + G modelom supstitucije i pouzdanos$¢u od 1.000 replikata (eng.
bootstrap). Prikazane su samo bootstrap vrednosti = 50.

Analiza nukleotidne divergentnosti sekvenci PPV7 zasnovana na kompletnom
genomu koji obuhvata regione VP1, VP2 i NS1, pokazala je izraZenu, ali ocekivanu
geneticku varijabilnost medu ispitivanim sojevima iz divljih svinja. P-distance izmedu
ispitivanih sojeva kretale su se od 0,0302 do 0,0782, Sto odgovara sli¢nosti od 92,18 do
96,98%. U poredenju sa sekvencama iz grupe 2, ispitivani sojevi pokazali su vrednosti p-
distanci u istom rasponu, uz nukleotidnu slicnost od 92,12 do 96,51%, Sto potvrduje
njihovu pripadnost ovoj filogenetskoj grupi. Unutar cele grupe 2 utvrdene su p-distance od
0,0102 do 0,0788, pri cemu se nukleotidna sli¢nost kretala od 92,12 do 98,98%, sto ukazuje
na prisustvo izvesne unutrasnje geneticke heterogenosti. [zmedu grupa 1 i 2 zabeleZene su
viSe vrednosti geneticke udaljenosti, sa p-distancama u rasponu od 0,0400 do 0,0926 i
nukleotidnom slicnos¢u od 90,74 do 96,00%. Dobijeni rezultati ukazuju da se ispitivani
sojevi PPV7 poreklom od divljih svinja uklapaju u grupu 2 i pokazuju stepen divergentnosti
uporediv sa ostalim sekvencama unutar navedene grupe, dok su genetic¢ki udaljeniji u
odnosu na sekvence grupe 1.

4. Otkrivanje prisustva nukleinskih Kiselina PCV2 i PCV3 u uzorcima poreklom
od divljih svinja primenom metode real-time PCR

U ispitivanim uzorcima poreklom od 90 divljih svinja, real-time PCR analizom
detektovana je nukleinska kiselina PCV2 u 17/90 (18,9%) uzoraka, dok je PCV3 detektovan
u12/90 (13,3%) uzoraka.

U okviru 55 uzoraka pozitivnih na svinjske parvoviruse, mesovite infekcije sa

cirkovirusima su bile ceste: PCV2 je detektovan u 9/55 (16,4%) PPV-pozitivnih uzoraka, i
to u kombinacijama PPV2+PPV7+PCV2 (5/55; 9,1%), PPV2+PPV3+PPV7+PCV2 (4/55;
7,3%).
Osim toga, PCV3 je bio detektovan u 10/55 (18,2%) PPV-pozitivnih uzoraka, najcesc¢e u
kombinacijama PPV7+PCV3 (2/55; 3,6%) i PPV2+PCV3 (3/55; 5,5%), zatim
PPV2+PPV7+PCV3 (3/55; 5,5%), kao i u redim kombinacijama PPV2+PPV3+PCV3 (1/55;
1,8%) i PPV2+PPV6+PPV7+PCV3 (1/55; 1,8%). Ukupno posmatrano, cirkovirusi su bili
ukljuceni u 19/55 (34,5%) PPV-pozitivnih uzoraka (PCV2 ili PCV3), pri ¢emu su najcesce
mesovite infekcije ukljucivale PPV2, sto je u skladu sa njegovom dominantnom ucestalos¢u
u ispitivanoj populaciji. Od ukupno 17 uzoraka pozitivnih na PCV2, 9 je istovremeno bilo
PPV-pozitivno, dok je 8/90 (8,9%) iskljutivo PCV2-pozitivnih (bez infekcija drugim
uzrocnicima). Od ukupno 12 uzoraka pozitivnih na prisustvo PCV3, 10 je bilo PPV-
pozitivno, dok je 2/90, odnosno 2,2% isklju¢ivo PCV3-pozitivnih. Istovremeno prisustvo
PCV2 i PCV3 nije utvrdeno ni u jednom ispitivanom uzorku, pri ¢emu je bar jedan
cirkovirus detektovan u ukupno 29/90 (32,2%) uzoraka poreklom od divljih svinja.
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5. Analiza varijabilnog segmenta gena koji kodira sintezu kapsida PCV2 i
filogenetska analiza dobijenih nukleotidnih sekvenci radi izvodenja
genotipizacije virusa

Nukleotidne sekvence PCV2 koje su ispunile kriterijume kvaliteta deponovane su u
repozitorijum Banke gena (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) pod slede¢im
pristupnim brojevima: PX564516-PX564519. Filogenetska analiza dela kapsidnog gena
(ORF2) PCV2 izvedena Maximum Likelihood metodom (HKY+G; 1.000 bootstrap replikata)
pokazala je jasno grupisanje sekvenci u klastere koji odgovaraju genotipovima PCV2a-
PCV2h (Slika 15). Sojevi poreklom od divljih svinja iz ovog ispitivanja nisu formirali
zaseban Kklaster, ve¢ su uklopljeni u ve¢ definisane genotipove. Jedan soj (PX564519)
pozicioniran je unutar PCV2d klastera, gde se grupiSe sa drugim dostupnim sekvencama
poreklom iz Srbije, dok su preostala tri soja (PX564516-PX564518) smeStena u okviru
PCV2b genotipa, takode u bliskoj vezi sa nekoliko sekvenci iz Srbije koje pripadaju istom
genotipu. Prikazane bootstrap vrednosti (250) dodatno potkrepljuju stabilnost
genotipskog razdvajanja i pripadnost obeleZenih sojeva navedenim klasterima. U okviru
analiziranog skupa podataka uocava se cirkulacija predstavnika dva dominantna genotipa
u Srbiji (PCV2b i PCV2d). Pored navedenog, lokalizacija sekvence poreklom iz Srbije unutar
klastera PCV2a (divlja svinja) ukazuje na mogucénost prisustva i drugih genotipova u
populacijama divljih svinja u Srbiji. Uprkos tome, sojevi ispitivani u ovoj studiji pripadaju
genotipovima PCV2b i PCV2d, pri ¢emu, na osnovu analiziranog fragmenta ORF2, nije
uoceno izdvajanje zasebnih linija virusa specificnih za Srbiju.
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DQ322701.1 PCY2g Svinia (Kina}
EUS4T457.1 PCV2g Svinja (Kina
DQ151643.1 PCV2g Svinja (Kina)
HQ202872.1 PCV2g Svinja (Tajvan}

51 AYESB477.1 PCV2g Svinja (Kina)
MGS40984. 1 PCY2g Svinja (Indija)

35| JKBABTEB.1 PCV2g Suinja (Kina)
FJ998135.1 PCV2g Svinja (Kina)
AYT13470.1 PCV2g Divlja svinja {Nematka)

o KP420197.1 PCV2g Diviia svinia (Lkrajina)
£YE82084.1 PCV2d Svinja (Kina)

5 KPBIS403.1 PCW2d Svinja (Mematka)
KF742543.1 FCV2d Sirja (Kina)
HQ378158.1 PCV2d Svinja (Sriija)
KPBG7050.1 PCY2d Svinja (Urugvajy
WWS50058.1 PCV2d Divlia swinja {Stbija)
KP858398.1 POV2d Svinja (Nemacka)
GPTA4788.1 PCV2d Divija svinja (Srbija)
HMO38017.1 PCV2d Svinja {Kina)
MWE50080.1 FCV2d Divija svinja (Sibija)

* WIW550052.1 PCV2d Diviia svinja {Sbija)
WWSSD051.1 PCV2d Divlia svinja {Sthija)
IX912915.1 PCV2d Swinja {Kina)
WINS50055.1 PCV2d Divlia swinja {Stbija)
(OPT84786.1 PCY2d Divija suinja (Sebjal

® PX564519 PCV2 Divla svinja (Srbia)

OF784785.1 PCV2b Divlja svinja (Sroija)

® PX564517 Divija svinja (Srbija)

@ PX564516 Divlje svinja (Srhija)

L1 ® PXS54518 Divija svinia (Sroija)

WIWSS0043.1 PCV2h Diviia svinja (Srbia)

WIWES0044.1 POV2B Divlia svinja (Srbija)

OPT84786.1 PCV2b Divla svinja (Srbija)

1MW550048.1 PCY2h Diviia svinja (Sraija)

WIWSS0045.1 PCY2h Diviia svinja (Srhia)

MWWS50047.1 PCW2b Divija svinja [Stija)

MW2620824.1 FCV2b Svinja (Nematka)

[ | MWE50048.1 PC2h Divija svinja (Srbija)

£i| EUS45543.1 POVZh Svinja (Slovalka)

AF201897.1 PCV2b Svinja (Holandija)

AYEI1169.1 PCVZb Svinja {Kina)

AY424405.1 PCV2b Svinja (Austrija)

DQE28116.1 POV2b Svirja (SAD)

S EUS84437.1 POV2b Svinja (SAD)
Y256457.1 PCV2b Svinja (Hungary)
KY3EB408.1 PCY20 Svinja (Nemadka)
DU2184191 PCV2b Svinja (Kinay
AY484407.1 PCV2b Svinja (Holandija)

- HO591367.1 PGY2h Divlia svinja (Hrvatska)
LCO04746.1 PCV2f Divlja svinia (Indija)

 MG730618.1 PCV2T Svinja {Kina)
LCO08134.1 PCW2F Suinja (Indja)

’% HQ391381.1 PCV2S Divlja svinja (Hrvatska)

vl LCOD4749.1 PCY2f Divlia svinja {indija}
KT365067.1 PCV2E Svirja (Indonezija)
AF408635.1 PGV2a Svinja (Kanada)
AYD34619.1 PCV2a Svinja (SAD}
KP23109@.1 PGY2a Svinja (alja)
<{Av42AAu1 1 PCV2a Suina (Austrija)
i

MW262625 1 PCV2a Svinja (Nematha)
MWS50049.1 PCYZa Divlia svinia (Stbija)
AFD55382.1 PCV2a protalype strain Svinja (Kanara)
EU148507.1 PGY2a Sviria (Danska)
- EU388G08.1 PCV2a Svinja (Svedska)
HM776443.1 PCW2h Svinja (Kina)
AY025820.1 PCV2h Suinja (Kina)
MHAGE4TS.1 POY2h Svinja (Kina)
J0181588.1 PCV2h Svinja {Vistnam)
o 10181583 1 PGV2h Svinja {Vietnam)
JQ181586.1 PCV2h Svinja (Vijetnam)
KJ728074.1 PCV2h Swinia (Indija)
KID42403.1 POVEZh Svinja (Vijetnanm)
o QU865 1 PCV2h Svinja (Kina)
KJ728072.1 PCVZh Swiria (Inciia)
JX099782.1 PCVZh Suinja [Vjetnam)
KC514969.1 PCW2h Svinja (Kina)
KCS15012.1 PCVZh Svinja (Kina)
- ELI148505.1 PCW2c Svinja {Danska)
7 EL148503.1 PCV2G Svinja (Danska)
¥ EU1ags04.1 PGV Svinja (Danska)
KT795290.1 PCW2e Svinja (SAD)
WMF558523.1 PCV2e Svinja (Kina)
MFS89524.1 PCV2s Svinja (kina)
L KTE70148.1 PCY2e Svinja (SAD)
KT785283 .1 PCW2& Svinja {SAD)
KT795287.1 PCV2e Svinja {Meksike)
KT&70147.1 PGY2e Svinja {SAD)
KT795288.1 PCV2e Svinja {SAD)
FJ475129 2 Porcine circovirus 1 strain BJ-1

PCVZg

PCVZd

PCV2-b

PCV2{f

PCVZa

PCV2-h

PCV2c

PCVZe

Slika 15. Filogenetsko stablo zasnovano na analizi dela kapsidnog gena sojeva PCV2 iz
Srbije (obeleZeni crnim krugovima) i drugih sojeva predstavnika genotipova (PCV2a-
PCV2h) iz Banke gena. Analiza je izvedena u MEGA 11 primenom Maximum Likelihood
metode sa HKY + G modelom supstitucije i pouzdano$¢u od 1.000 replikata (eng.
bootstrap). Prikazane su samo bootstrap vrednosti = 50. Nukleotidna sekvenca PCV1
(FJ745129.2) je dodata kao spoljasnja grupa.
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6. Analiza kompletnog genoma detektovanih sojeva PCV3, uporedivanje
dobijenih nukleotidnih sekvenci sa analognim sekvencama dostupnim u Banci
gena i njihova filogenetska analiza u cilju izvodenja genotipizacije virusa

Nukleotidne sekvence koje su ispunile kriterijume kvaliteta deponovane su u
repozitorijum Banke gena (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) pod slede¢im
pristupnim brojevima: PX564520-PX564524. Analiza p-distance na nivou kompletnog
genoma pokazala je da, nakon izuzimanja divergentne sekvence MG372488.1, maksimalna
p-distanca medu preostalim sekvencama u ispitivanju iznosila je 0,0296 (divergencija od
2,96%), Sto je u skladu sa kriterijumom <3% za pripadnost jedinstvenoj genotipskoj grupi
prema Franzo i sar. (2020) (Slika 16). Maksimalna razlika izmedu pet ispitivanih sekvenci
kompletnog genoma PCV3 dobijenih u ovom ispitivanju iznosila je 1,46%, $to ukazuje na
relativno ogranicenu lokalnu geneti¢ku varijabilnost u odnosu na ukupnu raznovrsnost
svih sekvenci PCV3 ukljuc¢enih u analizu. Maksimalna p-distanca izmedu ORF2 sekvenci
(nakon izuzimanja MG372488.1) iznosila je 0,0326 (divergencija od 3,26%), dok je
maksimalna divergencija medu srpskim sekvencama bila 2,79%, Sto je znatno ispod praga
<6% koji je predloZen za ORF2 (Slika 17).

RBWB681_Divia svina_(Stbija) 0.02 0.03
RBWB6_Divila svinja_(Sbija) 001 002 003

PX564524_PC RBWB1145_Divia svinja_(Srbija) 0.01 0.01 002 001

KY9244751_PCV3_Svinja_(Kina) 002 002 003 002 002

MK117051.1_PCV3_Swinja_(Stbija) 002 002 003 001 001 002

KY9244731_PCV3_Svinia_(Kina) 002 002 003 002 0.02 0.00 002

KY924474 1_PCV3_Svinia_(Kina) 001 002 002 001 001 001 0.02 001

MG765473 1_PCV3_Svinga_(Sweden) 001 001 002 001 0.01 0,02 001 002 001

MGO14369 1_PCV3_Svina_(Nemacka) 001 001 002 001 001 002 001 002 001 001

MG014362 1_PCV3_Svina_(Nemacka) 001 001 003 001 0.01 002 001 002 001 001 001

MG372491.1_PCV3_Svinia_(Kina) 001 002 003 001 0.01 002 0.01 0.02 0,01 001 001 001

MF079253 1_PCV3_Svinja_(Brazil) 001 002 002 001 001 002 0.01 002 0.01 001 0.01 0.01 0.00

KY778777.1_PCV3_Svinia_(Kina) 001 001 003 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 001 001 001 001 001 001

MH184539.1_PCV3_Svinja_(Kina) 001 001 003 0.01 0.01 0,02 0.02 0.02 0.01 001 001 001 001 001 000

MG250181 1_PCV3_Svinja_(Kina) 001 001 002 002 0.01 002 0.02 002 0.02 0.01 001 0.01 002 0.02 0.01 0.01

MF318448.1_PCV3_Svinja_(Kina) 002 001 003 0.02 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 001 0.02 002 002 002 0.02 0.02 001

MF318449.1_PCV3_Svinja_(Kina) 002 001 003 0.02 002 0.03 0.02 0.03 0.02 001 001 002 002 002 0.02 0.02 001 001

MH522791.1_PCV3_Svinja_(Kina) 002 001 003 0.02 0.01 002 0.02 002 0.02 001 0.02 0.02 002 0.02 0.02 0.02 001 0.01 000

MH184535.1_PCV3_Swinja_(Kina) 002 002 003 0.02 0.01 0.02 0.02 0.02 0.01 001 001 001 002 002 001 0.01 002 002 002 002

MK496294.1_PCV3_Swinja_(SAD) 002 002 0.03 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 001 002 002 002 0.01 0.02 0.02 002 002 0.02 0.0

MK496272.1_PCV3_Swinja_(SAD) 002 001 003 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 001 001 002 002 002 001 002 0.02 002 002 002 001 002

MK496280.1_PCV3_Svinja_(SAD) 002 001 003 0.01 0.01 002 0.02 0.02 0.02 001 0.01 0.01 002 0.02 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.00

KY753912.1_PCV3_Svinia_(Kina) 001 001 003 0.01 0.01 0.02 0.01 0.02 0.01 001 001 001 001 D02 001 001 001 002 002 002 001 002 0.01 0.01

MK496281.1_PCV3_Svinja_(SAD) 001 001 003 0.01 0.01 0.02 0.01 0.02 0.01 001 001 001 001 002 001 001 001 002 002 0.02 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01

MN781187.1_PCV3_Divia svinja_(talija) 001 001 003 0.00 0.01 0.02 0.01 0.02 0.01 001 001 001 001 001 001 0.01 001 002 002 0.02 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01

MH579745.1_PCV3_Divia svinja_(Spanija) 002 0.02 003 0.01 0.01 002 0.02 002 0.02 001 0.01 0.01 001 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 001 0.01 0.02 0.01 0.01

MF805723 1_PCV3_Svinja_(Danska) 001 002 002 0.01 0.01 0.02 0.01 0.02 0.01 001 0.01 001 001 001 001 002 0.02 002 002 0.02 001 002 002 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01

MGO014374.1_PCV3_Svinia_(Nemacka) 001 002 003 0.01 0.01 0.02 001 002 001 001 001 001 001 001 001 001 002 002 002 002 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 001 0.00 001 000

MF805721.1_PCV3_Svinja_(kalja) 001 001 003 001 0.01 002 0.01 002 0.01 001 0.01 0.01 001 0.01 001 0,02 0.02 0.02 0.02 0.02 002 0.02 002 0.01 0.01 001 0.01 001 0.01 001
MH277118.1_PCV3_Svinja_(Kina) 002 002 003 0.01 0.01 0.02 001 002 002 0.01 001 001 001 001 002 002 002 002 002 002 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 001 0.01 001 001 001 001

MF805722 1_PCV3_Svinja_(kalja) 001 001 003 0.01 0.01 002 0.01 002 0.01 001 0.01 0.01 001 0.01 001 0.02 0.02 0.02 002 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 001 0.01 001 0.01 0.01 0.00 0.01
MH277119.1_PCV3_Svinja_(Kina) 002 002 003 0.01 0.01 0.02 001 0.02 0.02 001 0.01 001 001 001 002 002 002 002 002 002 002 002 001 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 001 000 001
MH491017.1_PCV3_Swinja_(Kina) 001 001 003 0.01 001 002 0.00 0.02 0.01 001 0.01 0.01 001 0.01 001 0,02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 002 0.01 0.01 001 0.01 0.01 0.01 001 0.00 0.00 0.00 0.00
MF405273.1_PCV3_Svinia_(Kina) 001 001 003 0.01 0.01 0.02 000 0.02 001 001 001 001 001 001 001 002 002 002 002 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 001 001 0.01 001 001 000 0.00 0.00 0.00 0.00
MF405276.1_PCV3_Svinia_(Kina) 001 001 003 0.01 0.01 002 0.00 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 001 0.01 001 0.02 0.02 0.02 002 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 001 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
MK496276.1_PCV3_Svnja_(SAD) 001 001 003 0.01 0.01 0.02 0.00 0.02 0.01 001 001 001 001 001 001 001 002 002 002 002 002 002 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 000 000 0.00 000 0.00 0.00
MK496292.1_PCV3_Swnja_(SAD) 001 001 003 0.01 0.01 002 0.00 0.02 0.01 001 0.01 0.01 001 0.01 001 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 001 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
MK496286.1_PCV3_Svinja_(SAD) 001 001 003 001 0.01 002 0.00 002 0.01 001 001 0.01 001 001 001 0,01 002 0.02 002 0.02 002 002 0.01 001 0.01 001 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

MH327785 1_PCV3_Svinja_(Kolumbija) 001 001 003 001 0.01 002 001 002 001 001 0.01 001 001 001 001 002 002 002 002 002 002 002 002 001 001 001 0.01 001 0.01 001 0.00 0.01 0.00 001 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
MG372488 1_PCV3_Svinia_(Kina) 013 013 013 012 013 0.13 0.12 013 0.12 0.12 0.13 0.13 0.12 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 013 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.12 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 013 0.13 0.13 0.13 013

Slika 16. Prikaz p-distanci izmedu nukleotidnih sekvenci kompletnog genoma PCV3
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PX564520_PCV3_SRBWB120_Divja svinja_(Stbija)
PX564521_PCV3_SRBWB146_Divija svinja_(Srbija) 001
V3_SRBWB681_Divia svinia_(Srbija) 0.02 0.03
CV3_SRBWB96_Divia svija_(Sibija)  0.01 002 003
PX564524_PCV3_SRBWB1145_Divia svinja_(Srbija) 001 001 002 0.01
KY924475 1_PCV: 002 002 003 002 002

MK117051.1_PCV3_Svinja_(Srbija) 002 002 003 001 001 002

KY924473 1_PCV3_Svinja_{(Kina) 002 002 003 0.02 002 0.00 002

KY924474.1_PCV3_Svinja_(Kina) 001 002 002 001 001 001 002 001

MG765473.1_PCV3_Swinja_(Sweden) 001 001 002 001 001 002 001 002 001

MGO014369.1_PCV3_Svinja_(Nematka) 001 001 002 001 001 002 001 002 001 001

MG014362 1_PCV3_Svinja_(Nematka) 001 001 003 001 001 0.02 001 0.02 001 0.01 001

MG372491.1_PCV3_Svinja_(Kina) 001 002 003 001 001 0.02 001 0.02 0.01 0.01 001 0.01

MF079253 1_PCV3_Svinja_(Brazil) 001 002 002 0.01 001 0.02 001 0.02 001 0.01 0.01 0.01 0.00

KY778777.1_PCV3_Svinia_(Kina) 001 001 003 001 001 002 002 002 001 001 001 001 001 001

MH184539.1_PCV3_Svinja_(Kina) 001 001 003 001 0.01 002 002 002 0.01 001 001 0.01 001 0.01 0.00

MG250181.1_PCV3_Svinja_(Kina) 001 001 002 002 001 002 002 002 002 0.01 001 0.01 002 0.02 001 0.01

MF318448 1_PCV3_Swvinja_(Kina) 002 001 003 002 001 002 002 002 002 001 002 002 002 002 002 002 001

MF318449.1_PCV3_Svinja_(Kina) 002 001 003 002 002 003 002 003 002 001 001 002 002 002 002 002 001 001

MH522791.1_PCV3_Svinja_(Kina) 002 001 003 002 0.01 0.02 0.02 002 0.02 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 001 0.01 0.00

MH184535.1_PCV3_Svinja_(Kina) 002 002 003 0.02 001 002 002 002 001 001 001 001 002 0.02 0.01 001 002 002 002 002

MK496294 1_PCV3_Svinja_(SAD) 002 002 003 002 002 0.02 002 0.02 0.02 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 0.01 0.02 002 0.02 0.02 0.02 001

MK496272.1_PCV3_Svinja_(SAD) 002 001 003 001 0.02 0.02 0.02 002 0.02 0.01 0.01 0.02 002 0.02 0.01 0.02 002 0.02 0.02 0.02 001 0.02

MK496280.1_PCV3_Svinja_(SAD) 002 001 003 001 001 002 002 002 002 001 001 001 002 002 001 001 002 002 0.02 002 0.01 0.01 0.00

KY753912.1_PCV3_Svinja_(Kina) 001 001 003 001 0.01 0.02 001 002 0.01 0.01 0.01 0.01 001 0.02 001 0.01 001 0.02 002 0.02 001 0.02 001 0.01

MK496281.1_PCV3_Svinja_(SAD) 001 001 003 001 001 002 001 002 001 0.01 001 001 001 0.02 001 0.01 001 0.02 002 0.02 001 0.02 001 0.01 001

MN781187.1_PCV3_Divia svinja_(itaija) 001 001 003 000 001 0.02 001 0.02 001 001 001 0.01 001 0.01 001 0.01 001 0.02 002 0.02 001 0.02 0.01 001 001 001

MH579745 1_PCV3_Divia svinja_(Spansja) 002 002 003 001 001 002 002 002 002 001 001 0.01 001 001 002 0.02 002 002 002 002 002 002 001 001 002 001 001

MF805723 1_PCV3_Svinja_(Danska) 001 002 002 001 001 002 001 002 001 001 001 001 001 001 001 002 002 002 002 002 001 002 002 001 002 001 001 001

MGO014374 1_PCV3_Svinja_(Nematka) 0.01 002 003 001 001 0.02 001 002 0.01 0.01 001 0.01 001 0.01 0.01 0.01 002 0.02 002 0.02 001 0.01 001 0.01 001 0.01 000 0.01 000

MF805721 1_PCV3_Svinja_(talija) 001 001 003 001 0.01 0.02 001 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 001 0.01 0.01 0.02 002 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 002 0.01 0.01 0.01 0.01 001 0.01 001
MH277118.1_PCV3_Svinja_(Kina) 002 002 003 001 001 002 001 002 002 001 001 001 001 001 002 0.02 002 002 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 001 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
MF805722.1_PCV3_Svinja_(lalija) 001 001 003 001 001 0.02 001 002 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 001 0.02 002 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 002 0.01 0.01 0.01 001 0.01 001 0.01 0.00 001
MH277119.1_PCV3_Svinja_(Kina) 002 002 003 001 0.01 0.02 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 001 0.01 0.02 0.02 002 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 001 0.01 0.01 0.01 001 0.01 001 0.01 0.01 0.00 0.01
MH491017.1_PCV3_Svinja_(Kina) 001 001 003 0.01 001 0.02 000 002 0.01 0.01 001 0.01 001 0.01 001 0.02 002 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 002 0.01 001 0.01 001 0.01 001 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
MF405273.1_PCV3_Svinja_(Kina) 0.01 001 003 001 0.01 0.02 0.00 0.02 0.01 0.01 001 0.01 001 0.01 0.01 0.02 002 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
MF405276.1_PCV3_Svinja_(Kina) 001 001 003 001 001 0.02 000 002 001 0.01 0.01 0.01 001 001 001 0.02 002 002 002 0.02 002 0.02 002 001 0.01 001 001 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000
MK496276 1_PCV3_Svinja_(SAD) 001 001 003 001 001 0.02 000 0.02 001 0.01 001 0.01 001 0.01 001 0.01 002 0.02 002 0.02 002 0.02 001 0.01 001 0.01 001 0.01 001 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

MK496292.1_PCV3_Svinja_(SAD) 001 001 003 001 001 0.02 0.00 002 001 001 0.01 001 001 001 001 0.01 002 002 0.02 002 002 002 0.01 001 001 0.01 001 0.01 001 0.01 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00
MK496286.1_PCV3_Svinja_(SAD) 001 001 003 001 001 002 0.00 002 001 001 001 001 001 001 001 001 002 002 002 002 002 002 001 001 001 001 001 001 001 001 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 000
MH327785.1_PCV3_Svinja_(Kolumbija) 001 001 003 001 001 0.02 001 002 001 001 001 001 001 0.01 001 0.02 002 002 002 0.02 0.02 002 002 0.01 001 0.01 001 0.01 001 001 0.00 001 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
MG372488 1_PCV3_Svinja_(Kina) 013 013 0.13 012 013 013 0.12 0.13 0.12 0.12 0.13 0.13 012 0.13 013 0.13 0.13 013 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 013 0.13 0.13 0.13 0.13 0.12 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 013 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13

Slika 17. Prikaz p-distanci izmedu nukleotidnih sekvenci ORF2 regiona genoma PCV3

Analize filogenetskih stabala kompletnog genoma i ORF2 PCV3 ukazale su da svih
pet sekvenci poreklom od divljih svinja iz Srbije pripadaju dominantnom klasteru koji
odgovara genotipu PCV3-a (Slika 18, Slika 19). Medutim, sekvence iz ove studije ne
formiraju jedinstven, klaster, ve¢ su rasporedene u viSe unutrasnjih podlinija unutar PCV3-
a genotipa. Sekvenca PX564523 grupiSe se u blizini sekvence poreklom od domace svinje iz
Srbije (MK117051.1), dok su PX564521 i podskup PX564520/22/24 pozicionirani u
drugim delovima stabla, ali unutar istog genotipa. Navedeni rezultati ukazuju na
istovremenu cirkulaciju viSe linija PCV3 u Srbiji. Sekvenca MG372488.1 iz Kine se
znacajnije razlikuje u odnosu na ostale sekvence (7,43-9,49% na nivou genoma i 12,09-
13,18% na nivou ORF2) i na filogenetskim stablima se pojavljuje kao duga, bazalna grana u
odnosu na dominantni PCV3-a klaster. Navedena sekvenca je znaCena kao provizorni PCV3-
b genotip imajuci u vidu da se radi o samo jednoj sekvenci koja najverovatnije predstavlja
visoko divergentnu liniju u odnosu na PCV3-a. Na osnovu prikazanih rezultata moze se
zakljuciti da svi sojevi PCV3 poreklom od divljih svinja iz ove studije pripadaju PCV3-a
genotipu, pri cemu njihov raspored ukazuje na cirkulaciju najmanje dve ili vise linija PCV3
u ispitivanoj populaciji.
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MF318449.1 PCV3 Svinja (Kina)
MH522791.1 PCV3 Svinja (Kina)

@ PX564521 PCV3 Divlja svinja (Srbija)
MG250181.1 PCV3 Svinja (Kina}
MF318448.1 PCV3 Svinja (Kina)
MG765473.1 PCV3 Svinja (Svedska)
MG372491.1 PCV3 Svinja (Kina)
MF079253.1 PCV3 Svinja (Brazil)
KY778777.1 PCV3 Svinja (Kina)
MH184539.1 PCV3 Svinja (Kina)
MK496272.1 PCV3 Svinja (SAD}
MK496280.1 PCV3 Svinja (SAD)
KY753912.1 PCV3 Svinja (Kina)
MK496281.1 PCV3 Svinja (SAD)
EANTS'HS?A PCV3 Divlja svinja (ltalija)

MH579745.1 PCV3 Divlja svinja (Spanija)
MF805723.1 PCV3 Svinja (Danska)
MG014374.1 PCV3 Svinja (Nemacka)

MH184535.1 PCV3 Svinja (Kina) -
ﬁ[ MK496294.1 PCV3 Svinja (SAD) PCV3-a
— MG014369.1 PCV3 Svinja (Nemacka)

— MG014362.1 PCV3 Svinja (Nemacka)
— @ PX564523 PCV3 Divlja svinja (Srbija)
MK117051.1 PCV3 Svinja (Srbija)
MH491017.1 PCV3 Svinja (Kina)
MF405273.1 PCV3 Svinja (Kina)
MF405276.1 PCV3 Svinja (Kina)
MH277118.1 PCV3 Svinja (Kina)
MH277119.1 PCV3 Svinja (Kina)
_I-MF805721 .1 PCV3 Svinja (ltalija)
MF805722.1 PCV3 Svinja (ltalija)
6] MK496276.1 PCV3 Svinja (SAD)
o MH3277856.1 PCV3 Svinja (Kelumbija)
7[MK496292.1 PCV3 Svinja (SAD)
671 MK496286.1 PCV3 Svinja (SAD)
- @ PX564524 PCV3 Divlja svinja (Srbija)
—- @ PX564520 PCV3 Divlja svinja (Srbija)
® PX564522 PCV3 Divlja svinja (Srbija)
KY924474.1 PCV3 Svinja (Kina)

KY924475.1 PCV3 Svinja (Kina)

981 KY924473.1 PCV3 Svinja (Kina) J—

— MG372488.1 PCV3 Svinja (Kina)
0.01 \
*PCV3-b

=2,

2|

Slika 18. Filogenetsko stablo zasnovano na analizi kompletnog genoma sojeva PCV3 iz
Srbije (obeleZeni crnim krugovima) i drugih sojeva iz Banke gena. Oznaceni su genotipovi
PCV3-a i provizorni (*) PCV3-b. Analiza je izvedena u MEGA 11 primenom Maximum
Likelihood metode sa Tamura-Nei+G modelom supstitucije i pouzdanoséu od 1.000
replikata (eng. bootstrap). Prikazane su samo bootstrap vrednosti 2 60.
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MF405273.1 PCV3 Svinja (Kina) -]
MF405276.1 PCV3 Svinja (Kina)
MH491017.1 PCV3 Svinja (Kina)
MH277118.1 PCV3 Svinja (Kina)
MH277119.1 PCV3 Svinja (Kina)
MK117051.1 PCV3 Svinja (Stbija)
iMF805721_1 PCV3 Svinja (ltalija)
MF805722.1 PCV3 Svinja (ltalija)
MK496276.1 PCV3 Svinja (SAD)
MK496292.1 PCV3 Svinja (SAD)
MK496286.1 PCV3 Svinja (SAD)
L MH327785.1 PCV3 Svinja (Kolumbija)
A PX564523 PCV3 Divija svinja (Srbija)
MN781187.1 PCV3 Divija svinja (Italja)
MGO14374.1 PCV3 Svinja (Nemagka)
MH579745.1 PCV3 Divlia svinja (Spanija)
MF805723.1 PCV3 Svinja (Danska)
MG372491.1 PCV3 Svinja (Kina)
MF079253.1 PCV3 Svinja (Brazil)
KY778777.1 PCV3 Svinja (Kina)
#1L MH184539.1 PCV3 Svinja (Kina) PCV3-a
- MG014369.1 PCV3 Svinja (Nemacka)
EMGTES473,1 PCV3 Svinja (Svedska)
MG014362.1 PCV3 Svinja (Nemacka)
MG250181.1 PCY3 Svinja (Kina)
MF318448 1 PCV3 Svinja (Kina)
MF318449.1 PCV3 Svinja (Kina)
'L MH522791.1 PCV3 Svinja (Kina)
A\ PX564521 PCV3 Divija svinja (Srbija)
MH184535.1 PCV3 Svinja (Kina)
MK496294.1 PCV3 Svinja (SAD)
MK496272.1 PGV Svinja (SAD)
|| {tol MK4sB280.1 PCV3 Svinja (SAD)
KY753912.1 PCV3 Svinja (Kina)
MKA96281.1 PCV3 Svinja (SAD)
r A\ PX564520 PCV3 Divija svinja (Srbija)
A\ PX564524 PCV3 Divija svinja (Sroija)
A\ PXx564522 PCV3 Divija svinja (Srbija)
N KY924475.1 PCV3 Svinja (Kina)
%%l KY924473.1 PCV3 Svinja (Kina)
KY824474.1 PCV3 Svinja (Kina)
MG372488.1 PCV3 Svinja (Kina)

@

T

Slika 19. Filogenetsko stablo zasnovano na analizi ORF2 regiona genoma sojeva PCV3 iz
Srbije (obeleZeni crnim trouglovima) i drugih sojeva iz Banke gena. Analiza je izvedena u
MEGA 11 primenom Maximum Likelihood metode sa HKY+G modelom supstitucije i

pouzdanoscu od 1.000 replikata (eng. bootstrap). Prikazane su samo bootstrap vrednosti =
60.
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7. Otkrivanje prisustva nukleinskih Kiselina parvovirusa mesojeda (CPV2 i FPV)
u uzorcima poreklom od Sakala i lisica primenom metode real-time PCR

U uzorcima poreklom od ukupno 98 divljih mesojeda, real-time PCR skriningom
detektovano je prisustvo nukleinske kiseline parvovirusa mesojeda u 12/98 (12,2%)
uzoraka. Budu¢i da primenjeni real-time PCR predstavlja skrining koji ne omogucéava
pouzdanu diferencijaciju unutar vrste Carnivore protoparvovirus 1, razdvajanje na CPV2 i
FPV izvrSeno je naknadno sekvenciranjem fragmenta kapsidnog gena VP2. Sekvenciranje je
potvrdilo CPV2 u 7/98 (7,1%) i FPV u 5/98 (5,1%) uzoraka; medu CPV2 pozitivnim
uzorcima 2/7 (28,6%) poticala su od crvenih lisica, a 5/7 (71,4%) od Sakala, dok su medu
FPV pozitivnhim uzorcima 4/5 (80,0%) bila poreklom od crvenih lisica, a 1/5 (20,0%) od
Sakala. Ukupna prevalencija parvovirusa bila je slicna kod obe vrste domacina (6/45;
13,3% kod Sakala i 6/53; 11,3% kod crvenih lisica), ali je nakon tipizacije uocena jasna
razlika u strukturi: CPV2 je bio ces¢i kod Sakala (5/45; 11,1%) nego kod lisica (2/53;
3,8%), dok je FPV preteZno detektovan kod crvenih lisica (4/53; 7,5%) u odnosu na Sakale
(1/45; 2,2%). Imajudi u vidu relativno mali broj pozitivnih uzoraka, navedene razlike treba
tumaciti kao opisne, a ne kao dokaz statisticki potvrdene razlike izmedu domacina.

8. Analiza varijabilnog segmenta gena koji kodira sintezu kapsida detektovanih
sojeva parvovirusa mesojeda i filogenetska analiza dobijenih nukleotidnih
sekvenci u cilju genotipizacije virusa

Nukleotidne sekvence koje su ispunile kriterijume kvaliteta deponovane su u
repozitorijum Banke gena (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) pod sledeé¢im
pristupnim brojevima: PV815767-PV815778. Filogenetska analiza varijabilnog segmenta
kapsidnog gena detektovanih sojeva parvovirusa divljih mesojeda iz Srbije pokazala je da
se svi ispitivani sojevi pozicioniraju unutar genotipova CPV2b i CPV2c u okviru kojih su
rasporedeni unutar viSe podgrana (Slika 20). U okviru CPV2c, sekvenca PV815777 (zlatni
Sakal) smestena je blisko sekvenci MW382259.1 (pas, Srbija), uz umerenu bootstrap
podrsku, Sto ukazuje na blisku srodnost ovih izolata u okviru analiziranog genskog
fragmenta. Druga sekvenca poreklom od zlatnog Sakala koja pripada CPV2c (PV815778)
dodatno potvrduje prisustvo ovog genotipa u populaciji divljih mesojeda u Srbiji, a na
filogenetskom stablu je smeSten u okviru Sire grupe sojeva iz veceg broja zemalja. U okviru
genotipa CPV2b, sojevi iz Srbije poreklom od divljih mesojeda rasporedeni su u viSe grupa.
Sekvenca PV815775 (crvena lisica) smeStena je u gornjem delu CPV2b klastera, u blizini
podskupa koji ukljucuje sekvence iz drugih geografskih podrucja (Turska i Egipat),
medutim umerena bootstrap podrSka ne obezbeduje dovoljan dokaz o eventualnom
poreklu ili pravcu Sirenja virusa. Nasuprot tome, detaljniji uvid u topologiju otkriva da
sekvence PV815772, PV815773, PV815774 i PV815776 Cine najkompaktniju grupu medu
ispitivanim sojevima poreklom od divljih mesojeda. Navedene sekvence se u stablu grupisu
veoma blisko unutar CPV2b klastera Sto je u skladu i sa analizom p-distanci izmedu njih (p-
distance 0,0013-0,0026, odnosno 0,13-0,26%). Pored toga, ove sekvence se nalaze u grupi
sa pojedinim sekvencama CPV2b poreklom od pasa iz Srbije, Sto ukazuje da je
najverovatnije re¢ o liniji virusa koja cirkuliSe izmedu domacih i divljih mesojeda.
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Sveukupno posmatrano, filogenetski polozZaj ispitivanih sojeva u okviru klastera CPV2b i
CPV2c ukazuje na njihovu sli¢nost sa referentnim sekvencama u okviru ovih genotipova,
ukljucujuci sekvence virusa poreklom od pasa iz Srbije. Dobijeni rezultati se poklapaju sa
pretpostavkom da sojevi CPV2 cirkuliSu izmedu populacija pasa i divljih mesojeda.
Medutim, umerena bootstrap podrska pojedinih unutrasnjih ¢vorova filogenetskog stabla,
kao i ograniCen fragment kapsidnog gena koji je ispitivan ne omogucavaju pouzdano
zakljucivanje o poreklu ili smeru transmisije virusa.

Analiza p-distanci ispitivanog fragmenta kapsidnog gena pokazala je da su sojevi
CPV2 poreklom od divljih mesojeda iz ove studije unutar genotipova CPV2b/CPV2c
geneticki slabo divergentni. Naime, medu CPV2b sojevima (PV815772-PV815776) p-
distance su iznosile od 0,0013 do 0,0046 (0,13-0,46%, prosecno =0,0025, odnosno 0,25%),
pri ¢emu razlike izmedu sojeva najbliZe pozicioniranih na filogenetskom stablu (PV815772,
PV815773, PV815774 i PV815776) iznosile 0,13-0,33% (prosecno =0,20%). Vise
ispitivanih sekvenci od divljih mesojeda bilo je identi¢no sekvencama poreklom od pasa iz
Srbije (MW382258.1 i MW382261.1), Sto ukazuje da filogenetska bliskost sojeva CPV2 nije
ogranicena na vrstu domacina. U okviru CPV2c, sojevi PV815777 i PV815778 razlikovali su
se medusobno za 0,46% pri ¢emu je PV815778 pokazao minimalnu divergenciju u odnosu
na viSe CPV2c sekvenci (najmanje ~0,07%), dok je PV815777 bio umerenije divergentan u
odnosu na najbliZe CPV2c sekvence (0,33-0,40%), ali u potpunosti identic¢an soju poreklom
od psa iz Srbije (MW382259.1) Sto je u skladu sa njegovim poloZajem na filogenetskom
stablu.

Filogenetsko stablo dobijeno analizom sojeva FPV poreklom od divljih mesojeda
pokazuje da se ispitivane sekvence uklapaju u jednu od dve grupe koje odgovaraju
podgrupama FPV-A i FPV-B, ranije opisanim kod sojeva poreklom od zlatnih Sakala u Srbiji
(Mili¢evi¢ i sar., 2024) (Slika 21). Sojevi iz ove studije su rasporedeni u okviru grupe FPV-B,
medutim, sojevi iz Srbije su rasporedeni i u okviru FPV-A (ranije opisan OR236705), Sto
ukazuje da u populaciji divljih mesojeda u Srbiji ne cirkuliSe jedinstvena linija virusa. U
okviru FPV-B ispitivani sojevi poreklom od divljih mesojeda (PV815767, PV815768,
PV815769, PV815770 i PV815771) se nalaze u okviru razli¢itih podgrupa zajedno sa
evropskim sekvencama. Posebno se izdvaja grupa PV815768-PV815770 poreklom od
zlatnog Sakala i dve crvene lisice sa relativno visokom bootstrap podrSkom, Sto sugeriSe
postojanje lokalne cirkulacije virusa. Soj PV815767 se pozicionira neposredno uz italijanski
soj detektovan kod zlatnog Sakala (OP595745), Sto ukazuje na cirkulaciju geneticki srodnih
sojeva FPV kod divljih mesojeda na tlu Evrope.

Analiza p-distanci potvrduje da su ispitivani sojevi FPV iz ove studije visoko sli¢ni,
uz ukupni raspon medusobnih distanci od 0,0013 do 0,0135 (divergencija 0,13-1,35%).
NajniZa stopa nukleotidne divergencije je uo¢ena medu sojevima koji u stablu formiraju
zajednicku  grupu: PV815769-PV815770=0,13%, PV815769-PV815768=0,26% i
PV815770-PV815768 = 0,39%. Pored toga, uoCena je i niska stopa divergencije izmedu
lisiCijeg soja PV815767 i italijanskog soja poreklom od zlatnog Sakala (OP595745) sa
0,26% razlike. Jedini soj poreklom iz Srbije u okviru FPV-A (OR236705) u poredenju sa
FPV-B sojevima iz ovog ispitivanja pokazuje neSto vecu stopu razlicitosti (0,81-1,21%), Sto
uslovljava njihovo razdvajanje na filogenetskom stablu.
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Slika 20. Filogenetsko stablo zasnovano
sojeva CPV?2 iz Srbije (obeleZeni crnim krugovima) i drugih sojeva predstavnika genotipova
(CPVZ2a, CPV2b i CPV2c) iz Banke gena. Analiza je izvedena u MEGA 11 primenom Neighbor
Joining metode i Tamura 3-parameter modela uz pouzdanost od 1.000 replikata (eng.
bootstrap). Prikazane su samo bootstrap vrednosti = 50.

1FJ005242.1 CPV2c Italija {Pas)
S KPB59578.1 CPV2c Hrvatska (Pas)
KP859577.1 CPV2c Hrvatska (Pas)
FJ005196.1 CPV2c Nemadka (Pas)
FJ005247 1 CPV2c Belgija (Pas)
KU5086891.1 CPV2c Australija (Pas)
KP859574.1 CPV2¢ Hrvatska (Pas)
FJ222821.1 CPV2e Referentni sgj
KP882519.1 CPV2c Spanija (Evropski jazavac)
KP882522.1 CPV2¢ Spanija (Divlja madka)
KP882523.1 CPV2¢ Spanija (Iberijski vuk)
KC 1981091 CPV2c Urugvaj (Pas)
® PVY315778.1 CPV2 Srhija (Zlatni $akal)
JX475252.1 CPV2c SAD (Puma}
KF373584.1 CPVZ2c Italija (Pas)
DQ025889.1 CPV2¢ Francuska {Pas)
JX475274.1 CPV2c SAD (Kojot)
FJ005208.1 CPVZc Italja {Pas)
® PVB15777.1 CPV2Z Srbija (Zlatni $akal)
o MW382259.1 CPV2c Srbija (Pas)
r FJ005264.1 CPV2Db Italija {Pas)
® PVY815775.1 CPV2 Srbija (Crvena lisica)
MW258074.1 CPV2b Turska (Crvena lisica)
7 MZ056890.1 CPV2b Egipat (Pas)
”J MWS39053.1 CPV2b Turska (Pas)
4 OM721656.1 CPV2b Turska (Pas)
- MW2508073.1 CPV2b Turska (Crvena lisica)
[ & PVY815772 1 CPV2 Srhija (Crvena lisica)
MW382267.1 CPV2Zh Srbija (Pas)
MW382258.1 CPV2b Srbija (Pas)
© @ PV815778.1 CPVY2 Srbija (Zlatni Sakal)
MW382261.1 CPV2b Srbija (Pas)
® PYe15773.1 CPY2 Srbija (Zlatni Sakal)
il ® PVY815774.1 CPVZ Srbija (Zlatni sakal)
OR463607.1 CPY2b [talija (Pas)
KP682525.1 CPV2b Spanija {Crvena lisica)
FJ005260.1 CPV2b Nemacka (Pas)
sy DQ025961.1 CPVZb Francuska {Pas)
FJ005265.1 CPV2b Nemadka {Pas)
# JX475242.1 CPV2b SAD (Rakun)
KJ813828.1 CPV2b SAD (Kuna}
r KF373588.1 CPV2b Italija (Pas}
5 MT74849.1 CPY2h Referentni soj
KF&82512.1 CPV2b Spanija {Iberijski vuky
| JX475261.1 CPV2b SAD (Rakun)
JX475240.1 CPV2h SAD (Meksicki sivi vuk)
KJB13842 1 CPV2E SAD (Crveni rish
JX475250.1 CPV2b SAD (Puma)
T KR5588582.1 CPV2b Portugal (Pas)
MK251441 1 CPV2a Tanzanija {Crnoladi Sakal)
- KF539800.1 CPV2a Madarska (Pas)
KR559891.1 CPV2a Portugal (Pas)
KF535795.1 CPV2a Madarska (Pas)
KX434457.1 CPV2a Italija (Pas)
JX475232.1 CPV2a SAD (Rakun)
KF373570.1 CPV2a ltalija {Pas)
JX475271.1 CPV2a SAD {Crveni ris}
JX475286.1 CPV2a SAD {Prugasti tvor)
— FJ011098.1 CPY2 Intervet vakeina
— 1 KJB13832.1 CPV2a SAD (Kuna)
28 KJB13833.1 CPV2a SAD (Kuna)
MW382260.1 CPV2a Srbija (Pas)
WMiW382266.1 CPV2a Srhija (Pas)
AZB477 1 PPV VP2 gen

Ly

CPV2c

I

CPV2b

CPV2a

na analizi varijabilnog regiona kapsidnog gena
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MT274378.1 FPV ltalija (Evropski jazavac)
MK&71176.1 FPV Kina {Macka)
MT274378.1 FPV ltalija (Evropski jazavac)
MF541139.1 FPV Kina (Macka)
OR236706.1 FPV Srbija (Zlatni $akal}
MF541128.1 FPV Kina (Macka)
OR236704.1 FPV Srbija (Zlatni §akal)
8 MN400978.1 FPV Juzna Koreja (Macka)
MKG71166.1 FPV Kina (Macka)
MW847207.1 FPYV ltalija (Matka)
AYB06131.1 FPV Francuska (Macka)
EU221281.1 FPV Portugal (Macka)
EU498690.1 FPV ltalija (Macka)
—— MW847174 .1 FPV ltalija (Macka)
—— MT274377.1 FPV ltalija (Crvena lisica)
MW847158.1 FPV ltalija (Macka)
MT454917.1 FPV ltalija (Crvena lisica)
@® PVvB815770.1 FPV Srbija (Zlatni akal) FPV-B
78 ® PVY315769.1 FPV Srbija (Crvena lisica)
57 ® PV815768.1 FPV Srbija (Crvena lisica)
EU498686.1 FPV ltalija (Macka)
—— EU498704 .1 FPV ltalija {(Macka)
s KX943318.1 FPV ltalija (Macka)
—52‘— EU498698.1 FPV Iltalija (Macka)
® PV315771.1 FPV Srbija (Crvena lisica)

@® PV815767.1 FPV Srbija (Crvena lisica)
ﬂgsmsj FPV Italija (Zlatni $akal)
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Slika 21. Filogenetsko stablo zasnovano na analizi varijabilnog regiona kapsidnog gena
sojeva FPV iz Srbije (obeleZeni crnim krugovima) i drugih sojeva iz Banke gena. Uocava se
razdvajanje sekvenci u dve grupe: FPV-A i FPV-B. Analiza je izvedena u MEGA 11 primenom
Maximum Likelihood metode i Tamura-Nei+G+I modela supstitucije uz pouzdanost od
1.000 replikata (eng. bootstrap). Prikazane su samo bootstrap vrednosti = 50.
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9. Otkrivanje prisustva nukleinskih kiselina cirkovirusa pasa (CanineCV) i lisica
(FoxCV) u uzorcima poreklom od $akala i lisica primenom metode real-time
PCR

U okviru real-time PCR ispitivanja, DNK cirkovirusa je detektovana u 31/98 (31,6%)
uzoraka poreklom od divljih mesojeda. Medu pozitivnim uzorcima najce$ce je registrovan
CanineCV genotip 5 (FoxCV) (16/31; 51,6%), a zatim CanineCV (11/31; 35,5%), dok su
meSovite infekcije (CanineCV+FoxCV) utvrdene u 4/31 (12,9%) uzoraka. Posmatrano po
vrstama domacina (45 Sakala i 53 crvene lisice), ukupna prevalencija cirkovirusa bila je
visa kod Sakala (19/45; 42,2%) nego kod lisica (12/53; 22,6%), pri cemu je kod Sakala
¢eSce detektovan CanineCV (9/45; 20,0%) u odnosu na FoxCV (6/45; 13,3%), uz prisustvo
mesovitih infekcija (4/45; 8,9%), dok je kod crvenih lisica dominantno registrovan FoxCV
(10/53; 18,9%) uz znatno redu detekciju CanineCV (2/53; 3,8%) i bez meSovitih infekcija
(0/53; 0,0%). Rezultati pokazuju da je kod Sakala CanineCV ucestaliji (9/19; 47,4%) od
FoxCV (6/19; 31,6%), uz 4/19 (21,0%) meSovitih infekcija, dok je kod crvenih lisica FoxCV
dominantan (10/12; 83,3%) u odnosu na CanineCV (2/12; 16,7%). Dodatno, jedan uzorak
poreklom od Sakala bio je istovremeno pozitivan na CPV2 i FoxCV (1/98; =1,0%), Sto
ukazuje na mogucénost meSovitih infekcija cirkovirusima i parvovirusima u istoj populaciji.

10.Analiza kompletnog genoma detektovanih sojeva cirkovirusa mesojeda,
uporedivanje dobijenih nukleotidnih sekvenci sa analognim sekvencama
dostupnim u Banci gena i njihova filogenetska analiza

Nukleotidne sekvence koje su ispunile kriterijume kvaliteta deponovane su u
repozitorijum Banke gena (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) pod slede¢im
pristupnim brojevima: PP493390-PP493398. Izmedu svih sekvenci obuhvacenih ovom
studijom p-distance su se kretale od 0,0170 do 0,1620 (divergencija od 1,7% do 16,2%).
Razlike izmedu ispitivanih sekvenci poreklom od zlatnih Sakala u okviru genotipa 4 iznosile
su 1,7-7,9%, dok je unutar genotipa 5 utvrdena divergencija od 3,7% do 8,4%. U poredenju
sa sekvencama dostupnim u Banci gena, ispitivane sekvence genotipa 4 pokazale su
divergenciju od 3,3% do 15,7%, pri ¢emu su najmanje razlike uoc¢ene u odnosu na sekvence
iz Italije, Nemacke, Sjedinjenih Americkih Drzava i Juzne Amerike, dok su izraZenija
odstupanja registrovana u odnosu na sojeve poreklom iz Azije. Sekvence sojeva genotipa 5
odstupale su od referentnih sekvenci dostupnih u Banci gena za 6,8-12,9%. NajbliZe
podudaranje registrovano je sa sojevima poreklom od crvenih lisica iz Norveske, dok su
najvece nukleotidne razlike uofene u poredenju sa sojevima poreklom od crvenih i
arktickih lisica iz Ujedinjenog Kraljevstva, odnosno sa Svalbarda.

Rezultati filogenetske analize sojeva CanineCV iz ovog ispitivanja prikazuju da se oni
razvrstavaju u prethodno definisane genotipove (1-6), pri ¢emu se uocava izraZeno
grupisanje sekvenci po geografskom poreklu i domacinima. Genotipovi 1, 2 i 3 gotovo u
potpunosti obuhvataju sekvence azijskog porekla (pretezno iz Kine, uz prisustvo sekvenci
iz Tajlanda i Vijetnama), dok genotip 6 c¢ini zasebna grupa sastavljena od sekvenci
poreklom iz Irana. Nasuprot tome, genotip 4 okuplja sojeve Siroke geografske distribucije,
ukljucujuci Evropu, Sjedinjene Americ¢ke Drzave, Juznu Ameriku i Afriku (genotip 1 prema
numeraciji Urbani i sar., 2021; videti napomenu u poglavlju Pregled literature). Sekvence
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poreklom iz ove studije rasporedene su u dva genotipa (Slika 22). Cetiri soja CanineCV
poreklom od zlatnih Sakala (PP493391-3 i PP493395) grupisane su u okviru genotipa 4
(genotip 1 prema numeraciji Urbani i sar., 2021). Preostalih pet sekvenci iz ove studije
(PP493390, PP493394, PP493397-8 poreklom od Sakala i PP493396 poreklom od lisice)
pozicionirano je u okviru genotipa 5, poznatog i kao FoxCV, odnosno linije koja je pretezno
povezana sa sojevima poreklom od divljih Zivotinja. Ispitivane sekvence svrstane u genotip
5 formirale su jasno izdvojen klaster, pri ¢emu je PP493390 izdvojena u odnosu na
preostale sekvence, Sto ukazuje na vecu gensku diferencijaciju ili rekombinantno poreklo
tog soja. Prikazani rezultati ukazuju na istovremenu cirkulaciju dva genotipa (genotipovi 4
i 5) u ispitivanoj populaciji divljih mesojeda u Srbiji.

Sekvence genotipa 5 (FoxCV) na filogenetskom stablu dodatno su razdvojene u pet
klastera (1-5), pri ¢emu je uoceno njihovo grupisanje po geografskom poreklu (Slika 23).
Sekvence iz Srbije poreklom od zlatnih Sakala i lisice koje pripadaju genotipu 5 grupisale su
se u okviru Kklastera 4 (PP493390, PP493394, PP493396-8). U ostalim klasterima
dominiraju sekvence iz odredenih regiona: klaster 1 je uglavnom sastavljen od izolata iz
Norveske, Italije i Ujedinjenog Kraljevstva, dok klaster 2 obuhvata sekvence sa Svalbarda.
Klaster 5 ukljucuje pretezno sekvence iz Kanade (Labrador i Njufaundlend), uz jedan soj iz
Hrvatske, dok sekvence sa severozapada Kanade formiraju zaseban klaster 3, ali su
pojedinacno prisutne i u svim ostalim klasterima osim klastera 4.
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Slika 22. Filogenetsko stablo zasnovano na analizi Rep i Cap regiona genoma sojeva
CanineCV iz Srbije (obeleZeni crnim kvadratima) i drugih sojeva predstavnika genotipova
(1-6) iz Banke gena. Rekombinantna sekvenca poreklom od zlatnog Sakala (PP493390) je
oznacena sivom bojom. Analiza je izvedena u MEGA 11 primenom Maximum Likelihood
metode sa GTR+G+l modelom supstitucije i pouzdanoséu od 1.000 replikata (eng.
bootstrap). Prikazane su samo bootstrap vrednosti = 50. Numeracija genotipova
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primenjena je prema Benkovic i sar. (2025). Videti napomenu o razlikama u numeraciji u
poglavlju Pregled literature.
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MT180078.1 Crvena lisica (Norveska)
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Slika 23. Filogenetsko stablo zasnovano na analizi Rep i Cap regiona genoma sojeva
genotipa 5 CanineCV (FoxCV) iz Srbije (obeleZeni crnim trouglovima) i drugih sojeva
genotipa 5 iz Banke gena izdvojenih u klastere oznacCene brojevima. Analiza je izvedena u
MEGA 11 primenom Maximum Likelihood metode sa GTR+G+I modelom supstitucije i
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pouzdanoscu od 1.000 replikata (eng. bootstrap). Prikazane su samo bootstrap vrednosti =
50.

11.Analiza prisustva genskih rekombinacija u dobijenim nukleotidnim
sekvencama parvovirusa i cirkovirusa divljih svinja i mesojeda

Svinjski parvovirus 2 (PPV2)

Analiza prisustva genskih rekombinacija u okviru kompletnog kapsidnog gena
detektovanih sojeva PPV2 ukazala je na njihovo moguce prisustvo u sekvencama PX873578
i PX873577. Od ta dva nalaza, signal zabeleZen analizom sekvence PX873578 bio je
izraZeniji budu¢i da je bio podrzan rezultatima algoritama RDP, BootScan, MaxChi,
Chimaera i 3Seq, pri ¢emu su p-vrednosti bile niZze od 0,001. Pregledom poravnanja
sekvenci PPV2 utvrden je izmenjen poredak nukleotida u regionu oko pozicije 772, pri
¢emu je pocetni deo sekvence pokazivao vecu slicnost sa jednom, a ostatak gena sa drugom
roditeljskom sekvencom. Kao glavna roditeljska sekvenca izdvaja se rumunski soj
poreklom od divlje svinje JQ802046.1, dok drugi roditeljski soj nije mogao biti pouzdano
definisan. Uprkos tome, zbog nejasno definisanih pocetnih i zavr$nih tacaka rekombinacije
u okviru sekvence kao i nepotpuno razjasnjenih roditeljskih odnosa, navedeni nalaz
ukazuje na verodostojan rekombinacioni signal, ali ne omoguc¢ava potpuno pouzdano
izvodenje zakljucaka. Pored toga, u sekvenci PX873577 detektovan je dodatni potencijalni
rekombinacioni signal u centralnom regionu genoma, pribliZzno izmedu pozicija 940 i 1562,
koji je pokazivao vecu slicnost sa sekvencom KC701303.1, a distalni deo sa sekvencom
KC701295.1 (obe poreklom od svinja sa teritorije Poljske). Navedeni nalaz je podrzan
rezultatima algoritama RDP, BootScan, MaxChi i SiScan. Ipak, zbog nejasno definisane
pocetne, odnosno zavrsne tacke, kao i mogucnosti nepotpunog skupa stvarnih roditeljskih
sekvenci u poravnanju, ovaj nalaz ukazuje na mogucu, ali ne i nedvosmisleno potvrdenu
rekombinaciju.

U skupu sekvenci PPV2, koji je obuhvatao kompletan kapsidni gen, GARD analiza
ukazala je na prisustvo jedne dominantne potencijalne prekidne tacke koja je poravnanje
podelila na dva fragmenta koji se filogenetski ne podudaraju, pri ¢emu je signal koji ukazuje
na rekombinaciju bio lokalizovan u 5 delu regiona kapsidnog gena. Takav raspored
ukazuje da su kod PPV2 rekombinantne sekvence preteZzno u proksimalnom delu
navedenog gena.

Svinjski parvovirus 7 (PPV7)

[spitivanje prisustva rekombinacija u sekvencama kompletnog genoma sojeva PPV7
iz ove studije ukazalo je na prisustvo veceg broja potencijalnih rekombinantnih sekvenci
rasporedenih duZ nestrukturnog (NS1) i strukturnog (VP) dela genoma, pri ¢emu su
detektovani signali pokazivali razlic¢it stepen pouzdanosti (Tabela 1).
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Tabela 1. Genske rekombinacije detektovane medu sekvencama PPV7 poreklom od divljih
svinja iz Srbije

. Potencijalna | Potencijalna | Rekombinantni
Rekombin . . . Y
antna glavna sporedna region (nt) i Metode koje su podrzale
roditeljska roditeljska lokalizacija u dogadaj
sekvenca
sekvenca sekvenca genomu
~1347-3360 RDP, BootScan, MaxChi, Chimaera,
PX857796 | MW051671.1 PX857800 (NS1+VP) SiScan, 3Seq
~673-833 (NS1)
PX857797 | PX857799 | PX857804 | i~1927-3643 RDP, GENECONV, Bootscan,
(kraj NS1 + VP) MaxChi, Chimaera, SiScan, 3Seq
~2019-3590 RDP, GENECONV, BootScan,
KU563733.1 MN326252.1 (VP) MaxChi, Chimaera, SiScan, 3Seq
PX857798 ~1288-2018
MN326252.1 | MT758695.1 | (terminalnideo RDP, GENECONV, BootScan,
NS1) MaxChi, Chimaera, SiScan
~888-1926 RDP, GENECONV, BootScan,
PX857799 PX857800 PX857803 (NS1) MaxChi, Chimaera, SiScan, 3Seq
~2258-2738 RDP, GENECONV, BootScan,
PX857800 PX857803 PX857796 (VP) MaxChi, Chimaera, SiScan, 3Seq
~2819-3539 RDP, GENECONYV, BootScan,
PX857803 KU563733 (VP) MaxChi, Chimaera, SiScan, 3Seq
~1404-2558
MN326252.1 | MT758695.1 | (NSl+poletak Rﬁ;ggﬁgﬁ%ﬁ}?&?&?’
PX857801 VP) ’ ’
PX857798 MN326252.1 ~736-1082 RDP, BootScan, MaxChi, SiScan i
' (NS1) 3Seq
~2559-2745 RDP, GENECONV, BootScan,
MG543469.1 MT758696.1 (VP) MaxChi, SiScan i 3Seq
~2798-3641 RDP, GENECONV, BootScan,
PX857802 PX857796 PX857799 (VP) MaxChi, Chimaera, SiScan, 3Seq
MWO51671.1 PX857801 ~2559-2795 RDP, GENECONV, BootScan,
' (pocetak VP) MaxChi, Chimaera, SiScan, 3Seq
~3016-3276 RDP, GENECONV, BootScan,
PX857803 PX857800 MN326252.1 (VP) MaxChi, Chimaera, SiScan, 3Seq
MWO051670.1 | MN326249.1 ~(7le81;5;/0131)5 MaxChi, Chimaera, SiScan, 3Seq
~2438-3579 RDP, GENECONV, BootScan,
PX857804 | MG543469.1 PX857798 (VP) MaxChi, Chimaera, SiScan, 3Seq

Rekombinacije detektovane u ispitivanim sekvencama PPV7 primenom viSe metoda u programu RDP5.
Prikazani su rekombinantni sojevi, potencijalni roditeljski sojevi, procenjeni intervali rekombinantnih
regiona, lokalizacija dogadaja u genomu i metode koje potvrduju prisustvo rekombinacije. U tumacenju
rezultata uzeto je u obzir da region do pozicije 2016 odgovara genu NS1, dok region od 2195 do 3619
obuhvata region VP.

Najpouzdaniji rekombinacioni signali registrovani su kod sekvenci PX857802,
PX857804 i PX857798. Kod sekvence PX857802, prisutsvo rekombinacija zabeleZeno je
unutar terminalnog dela kapsidnog regiona (pribliZzne pozicije 2798 do 3641) (Slika 24A).
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Navedeni nalaz podrzan je rezultatima svih primenjenih algoritama, odnosno metodama:
RDP, GENECONV, BootScan, MaxChi, Chimaera, SiScan i 3Seq. Kao glavna i sporedna
roditeljska sekvenca oznacene su PX857796 i PX857799 poreklom od divljih svinja iz ove
studije. Sekvenca PX857802 je oznacena kao potencijalno rekombinantna, ali i u nesto
uzem segmentu VP gena priblizno izmedu pozicija 2559 i 2795, koji je takode bio podrZzan
istom kompletnom kombinacijom metoda. Glavna i sporedna roditeljska sekvenca su
oznacCene kao MW051671.1 i PX857801.

U analizi rekombinacije sekvenci PPV7 detektovan je joS jedan snaZan
rekombinacioni signal kod soja PX857804, lokalizovan pribliZzno izmedu pozicija 2438 i
3579, koji je takode bio potvrden svim primenjenim metodama (RDP, GENECONYV,
BootScan, MaxChi, Chimaera, SiScan i 3Seq) i predstavlja jedan od najpouzdanijih
rekombinacionih signala u analiziranom skupu (Slika 24B). Kao potencijalni glavni
roditeljski soj izdvojen je MG543469.1 (svinja, Kina), a kao sporedni soj PX857798 iz ove
studije. Filogenetska analiza regiona sa obe strane pocetne, odnosno zavrs$ne tacke
rekombinacije pokazala je promenu poloZaja rekombinantnog soja, koji se izvan navedenog
segmenta grupiSe sa kineskim sojem, a unutar njega sa srpskim sojem, Sto dodatno
potvrduje rekombinantno poreklo ove sekvence.

Kod soja PX857798 detektovan je rekombinacioni signal potvrden primenom sedam
metoda (RDP, GENECONV, BootScan, MaxChi, Chimaera, SiScan i 3Seq), sa pocetnom
tackom oko pozicije 2019 i regionom koji se proteZe ka 3’ kraju genoma, priblizno do
pozicije 3590 kapsidnog gena (Slika 24C). Kao mogudi roditeljski sojevi identifikovani su
KU563733 (svinja, SAD) i MN326252 (svinja, Kina). Osim toga, u okviru sekvence soja
PX857798, zabeleZeno je postojanje rekombinacije pretezno u segmentu NS1 gena izmedu
pozicija ~1288-2018 i to pomocu svih navedeniih metoda izuzev 3Seq. Roditeljske
sekvence koje se izdvajaju u ovom segmentu su MN326252.1 i MT758695.1.

Analiza genskih rekombinacija sekvenci PPV7 wukazala je na prisustvo
rekombinacionog signala u sekvenci soja PX857801 koji je podrZan rezultatima algoritama
RDP, GENECONV, BootScan, MaxChi, Chimaera, SiScan i 3Seq, pri ¢emu su sve odgovarajuce
p-vrednosti bile niZe od 0,001. Suspektni region lokalizovan je u VP genu, od pozicije 2819
do terminalnog dela poravnanja, odnosno pribliZzno do pozicije 3539. Manuelnim
pregledom poravnanja potvrdeno je da veli deo genoma pokazuje slinost sa sojem
PX857803, dok je region od 2819. do priblizno 3539. pozicije pokazivao homologiju sa
sekvencom KU563733.1 iz SAD. lako ta¢na zavr$na tacka rekombinantnog segmenta nije
mogla biti precizno definisana, ukupni rezultati jasno ukazuju na prisustvo snaznog
rekombinacionog signala. Osim toga, u okviru iste sekvence registrovan je rekombinantni
segment koji obuhvata i NS1 i VP fragmente, pribliZno izmedu pozicija 1404 i 2558, i to na
osnovu metoda RDP, GENECONV, BootScan, MaxChi, Chimaera i SiScan, ali ne i metodom
3Seq. Kao potencijalne roditeljske sekvence navode se MN326252.1 i MT758695.1
poreklom od domace, odnosno divlje svinje. Jo$ jedan slabiji signal u okviru NS1 regiona
genoma PX857801 potvrden je metodama RDP, BootScan, MaxChi, SiScan i 3Seq na
pozicijama ~736-1082 pri ¢emu su kao roditeljske sekvence oznacene PX857798 i
MN326252.1 iz Kine. Pored toga, u okviru navedene sekvence izdvaja se jo$ jedan
rekombinantni segment u uZem fragmentu VP gena (~2559-2745) podrZzan metodama
RDP, GENECONV, BootScan, MaxChi, SiScan i 3Seq, dok potpora metode Chimaera nije
registrovana.
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Prisustvo rekombinacije zabeleZeno je i u sekvenci soja PX857799 na osnovu
rezultata algoritama RDP, GENECONV, BootScan, MaxChi, Chimaera, SiScan i 3Seq, pri cemu
su sve odgovaraju¢e p-vrednosti bile niZe od 0,001. Suspektni region je lokalizovan u
centralnom delu genoma, u okviru NS1 gena, a pribliZno izmedu pozicija 888 i 1926.
NajbliZe roditeljske sekvence u analiziranom skupu predstavljaju PX857800 i PX857803,
obe poreklom iz ove studije. [ako pocetna i prekidna taCka nisu mogle biti potpuno
precizno definisane, rezultati ukazuju na prisustvo snaznog rekombinacionog signala.

U sekvenci soja PX857797 detektovano je prisustvo rekombinacije u NS1 i VP
regionima (pozicije ~673-833 i ~1927-3643), Sto je podrzano rezultatima algoritama RDP,
GENECONYV, BootScan, MaxChi, Chimaera, SiScan i 3Seq, pri ¢emu su odgovarajuce p-
vrednosti bile niZe od 0,001. Najverovatnije roditeljske sekvence su PX857799 (glavna) i
PX857804 (sporedna), poreklom iz ove studije. Rezultati ukazuju na mozai¢nu strukturu
genoma soja PX857797 i na prisustvo kompleksnijih odnosa izmedu sojeva PPV7 poreklom
od divljih svinja iz ove studije.

Kod sekvence PX857803, rekombinantna sekvenca je identifikovana u regionu
priblizno izmedu pozicija 3016 i 3276 u okviru kapsidnog dela genoma, a bio je podrzan
svim primenjenim metodama (RDP, GENECONV, BootScan, MaxChi, Chimaera, SiScan i
3Seq). Roditeljski sojevi su oznaceni kao PX857800 iz ove studije i MN326252.1 poreklom
od svinje iz Kine. U okviru iste sekvence detektovan je jo$ jedan signal koji ukazuje na
prisustvo rekombinacije, i to u okviru veceg fragmenta genoma koji obuhvata i NS1 i VP
segmente (~718-3015), Sto je podrzano rezultatima MaxChi, Chimaera, SiScan i 3Seq.
Roditeljske sekvence su odredene kao MW051670.1 (SAD) i MN326249.1 (Kina), obe
poreklom od domacih svinja.

Kod sekvence PX857800 prisustvo rekombinacije lokalizovano je priblizno izmedu
pozicija 2258 i 2738 u poravnanju nukleotidnih sekvenci VP fragmenta, pri ¢emu je
podrZzan svim primenjenim metodama (RDP, GENECONV, BootScan, MaxChi, Chimaera,
SiScan i 3Seq). Posebno je vazan BootScan, gde je prosec¢na bootstrap podrska iznosila
priblizno 91,0%, Sto dodatno potvrduje dobijeni rezultat. Kao glavni roditeljski soj oznacen
je PX857803 iz ove studije, dok je kao najverovatniji sporedni roditeljski soj oznacen
PX857796. Rezultati ispitivanja sekvence soja PX857796 wukazuju na prisustvo
rekombinacije koja obuhvata Sirok region (pozicije ~1347-3360), a Sto je potvrdeno
metodama RDP, BootScan, MaxChi, Chimaera, SiScan i 3Seq, dok potpora metode
GENECONYV nije registrovana. Glavni roditeljski soj je oznacen kao MW051671.1 (svinja,
SAD), dok je najverovatniji sporedni roditeljski soj PX857800 poreklom iz ove studije.
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RECOMBINATION EVENT NUMBER 5

2138 n {2797 without gaps)
Beginning breskpoint 93% CI: 2582 - 2844 in alignment (2581 - 2343 without gaps)
Ending int: | ined {2841 [position 3640 without gaps])
Ending int 85% G- L ined

Recombinant: PXB5T802 PPVT_56 Wikd_boar_{Serbia)
Major Parent: FXB5TT98_PPVT_S295_Wild_boar_(Serbia) (96.5% similarity)
Minor Farent: FX857738_PPVT_1145_Wild_boar_(Serbia) (39.1% similarity)

Confi ion Table

A Methods # segqs in Av. Pal
ROP 1 3888 X 1018
GENECCNY 1 1.707 X 10715
BootScan 1 5109 X 10018
MaxChi 1 2841 X 10M
Chimaera 1 2981 X101
SiScan 1 2173 X 102
38eq 1 2582 X 10023

RECOMBIMATION EVENT NUMBER 7
Beginni int: | ined (2438 [position 2437 without gaps])
Beginning breakpaint $5% CI: 1759 - 2510 in afignment {1759 - 2505 without gaps)
Ending breakpoint: 3579 in alignment {3578 without gaps)

lbreakpoint $5% CI: | i
Recombinant: PXB5T804_PPVT_115_Wid_boar_(Serbia)

Major Parent: MGB42489.1_GX48_Pig (C

OE.8% similarity)
Minor Parent: PXBETTRE_PPVT_143_Wiki_boar_(Serbiz) (97.5% similarity)
Confirmation Table
B Methods # segs detected in Av. Pal
RDF 1 2801 X 101
GENECONV 1 z7 X0
BootScan 1 2088 X 101
MaxChi 1 8198 X 1012
Chimasra 1 5109 X 1014
SiScan 1 TAR2X 1017
35=q 1 3492 X 10718
RECOMBIMATION EVENT NUMEBER 13
Beginning b int: 2019 in {2018 without gaps})

Beginning breakpoint 55% CI: 1564 - 2283 in alignment (1983 - 2282 without gaps)
Ending breakpoint: ummmmmgmn

Ending paint 5% Gl: L
Recombanant: PX857T98 PPV _143 Wikd boar ({Serbaa)
Major Parent: KUSS3T13.1_isolate_42_Pig_(USA) (34.5% similarity)
C Minor Parent: MN328252.1_PPVT-XZT-1383_Pig_(China) (96.8% similarity}
Confirmation Table
£ seqs detectad in Av. P-val
RDP 1 2850 X 1070
GENECONV 1 2,962 X 10708
BootSean 1 1.080 X 10°05
MaxChi 1 2,967 X 10%®
Chimasra 1 THITX 1008
SiScan 1 1.044 X 10715
38eg 1 1.891 X 10°%8

y
region

T

f R —

NS1 region
(nt160-2106)

VP region
(nt2195-3619)

Slika 24. Reprezentativni primeri genskih rekombinacija detektovani u sekvencama
kompletnog genoma PPV7 divljih svinja iz Srbije primenom RDP5. Levo su prikazani
osnovni parametri dogadaja i potvrda primenom razl¢itih metoda, a desno odgovarajuci
BootScan profili. (A): rekombinacije u okviru sekvence PX857802 (pozicije 2798-3641);
(B): rekombinacije u okviru sekvence PX857804 (pozicije 2438-3579); (C): rekombinacije
u okviru sekvence PX857798 (pozicije 2019-3590). U ispitivanim genomima NS1 region
obuhvata pozicije do 2016, dok kapsidni (VP) region obuhvata pozicije 2195-3619. Svi
prikazani primeri dominantno zahvataju kapsidni deo genoma.

75



[spitivanjem sekvenci kompletnog genoma PPV7 primenom GARD analize
potvrdeno je prisustvo izraZzenog filogenetskog nepodudaranja. U navedenoj analizi
definisane su dve prekidne tacke, pribliZno na pozicijama nukleotida 890 i 2233, ¢ime je
poravnanje sekvenci podeljeno na tri segmenta: 1-890, 891-2233 i 2234-3644 (Slika 25).
Prva tacka nalazi se unutar NS1 regiona, dok je druga smeStena na prelazu izmedu
nestrukturnog i kapsidnog dela genoma, odnosno neposredno pre VP regiona. Ovakav
nalaz ukazuje na to da prisustvo genskih rekombinacija PPV7 nije ograni¢eno na jedan uzak
fragment, ve¢ odraZzava promenu topoloSkog odnosa izmedu vecih segmenata genoma.
I[stovremeno, poloZaj druge tacke ukazuje na to da je filogenetsko nepodudaranje posebno
izraZzeno u delu genoma koji obuhvata pocetak kapsidnog regiona, Sto je u skladu sa
rezultatima RDP analize, koja ukazuje na pretezno prisustvo rekombinantnih sekvenci u
okviru VP delu genoma.
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Slika 25. Rezultati GARD analize poravnatih sekvenci PPV7. (A): Pozicije prekidnih tacaka i
promena (povecanje vrednosti) Ac-AIC izmedu modela sa uzastopnim brojem prekidnih
tacaka. (B): PoloZaj prekidnih ta¢aka podrzan primenjenim modelima. Uocena su dva
glavna signalna regiona, priblizno oko pozicija 900 i 2200, pri ¢emu je drugi lociran u
podrudju prelaza iz nestrukturnog NS1 regiona ka kapsidnom (VP) regionu.

Svinjski cirkovirus 3 (PCV3)

Analiza rekombinacije sekvenci PCV3 je ukazala na postojanje dva rekombinaciona
signala, pri cemu nijedan od njih nije zadovoljio kriterijume primenjene u ovom ispitivanju.
Prvi signal je oznacio soj PX564522 kao mogucu rekombinantnu sekvencu i bio je podrZzan
rezultatima Sest metoda (RDP, GENECONV, BootScan, MaxChi, Chimaera, 3Seq), a
lokalizovan je priblizno izmedu pozicija 630 i 1336. Glavna roditeljska sekvenca je
KY924474.1 (svinja, Kina), a sporedna PX564523 iz ove studije. Drugi signal je oznacio soj
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PX564521 kao mogucu rekombinantnu sekvencu, uz podrsku pet metoda (SiScan, 3Seq,
Chimaera, BootScan, MaxChi), u segmentu priblizno izmedu pozicija 384 i 1527. Glavna
roditeljska sekvenca je MG014369.1 (svinja, Nemacka), a sporedna ponovo PX564523. Ni u
jednom slucaju nije postignut zahtevani nivo verovatnoce u tri ili viSe nezavisnih metoda.

Oba signala su oznaCena kao moguca posledica procesa razli¢itog od rekombinacije,
kao i kao moguca pogreSna identifikacija rekombinantne sekvence, pri ¢emu je u oba
slucaja sekvenca PX564523 navedena kao verovatniji nosilac rekombinacije. Manuelni
pregled poravnanja je ukazao da se sojevi PX564522 i PX564523 razlikuju na samo tri
nukleotidne pozicije duZ Rep gena i da su od pozicije 581 do kraja gena identicni, iz Cega
sledi da se pozicije koje ih razlikuju nalaze izvan identifikovanog segmenta. U regionu do
pozicije 309 sve sekvence iz ove studije su pokazale izrazenu slicnost sa referentnim
genomima, uz izuzetak sekvence PX564523, kod koje je vedina razlika u tom regionu
predstavljala jedinstvene supstitucije. Kvalitet hromatograma navedenog regiona bio je
zadovoljavajuci, ¢cime je mogucnost artefakta u sekvenciranju iskljucena.

U skupu sekvenci PCV3, analiziranih na nivou kompletnog genoma, nakon
izuzimanja divergentne sekvence MG372488.1 i sekvenci KY924473.1, KY924474.1 i
KY924475.1, GARD je ukazao na prisustvo dve prekidne tacke sa najviSom podrSkom, na
pozicijama 1337 i 1755 (Slika 26). Navedene sekvence izuzete su iz GARD analize zbog
izraZene divergencije, koja je mogla uticati na procenu poloZaja prekidnih tacaka. Kako Rep
gen obuhvata nukleotide 216-1106, a Cap gen pocinje od pozicije 1336, prva navedena
tacka odgovara prelazu iz Rep u Cap region genoma. Navedeni nalazi ukazuju na to da je
rekombinacija bila prisutna u evolutivnoj istoriji analiziranih sekvenci PCV3, ali ne
omogucavaju pripisivanje pojedinacnog rekombinacionog dogadaja sekvencama dobijenim
u ovom ispitivanju.
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Slika 26. Detekcija prekidnih ta¢aka rekombinacije u poravnanju kompletnih genoma PCV3
primenom programa GARD, nakon izuzimanja divergentnih sekvenci MG372488.1 i
KY924473.1, KY924474.1 i KY924475.1; (A): Pozicije prekidnih tacaka i promena
(povecanje vrednosti) Ac-AIC izmedu modela sa uzastopnim brojem prekidnih tac¢aka. (B):
PoloZaj prekidnih tacaka podrzan primenjenim modelima. Uocena su dva glavna signalna
regiona, na pozicijama 1337 i 1755, pri cemu je prvi lociran na prelazu iz Rep u Cap region
genoma.
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Cirkovirus pasa (CanineCV)

Analiza sekvenci CanineCV ukazala je na prisustvo rekombinacija kod ukupno
sedam ispitivanih sojeva, i to kod sojeva, PP493393 i PP493395, koji pripadaju genotipu 4,
kao i kod sojeva PP493390, PP493394, PP493396-PP493398, svrstanih u genotip 5,
odnosno FoxCV grupu. Rekombinacioni signali detektovani su u dva segmenta genoma
navedenih sojeva, a njihovo prisustvo potvrdeno je primenom viSe nezavisnih metoda
ukljuc¢enih u RDP5 analizu, pre svega BootScan, RDP i GENECONV metodama. Najveci broj
rekombinantnih sojeva poticao je od zlatnih Sakala, dok je samo jedan soj, PP493396, bio
poreklom od crvene lisice. Na osnovu rezultata analize, kao najverovatnije roditeljske
sekvence identifikovani su sojevi detektovani u okviru ove studije. Procenjene pocetne i
zavrsne tacke rekombinacije nalazile su se priblizno oko nukleotidnih pozicija 900 i 1400,
odnosno u regionu prelaza izmedu Rep i Cap gena i duZ dela Cap gena. Ovakva lokalizacija
ukazuje na to da rekombinantni fragmenti zahvataju funkcionalno znacajan deo genoma,
koji obuhvata granicu izmedu replikaznog i kapsidnog regiona. Posebno se izdvaja soj
PP493390, poreklom od zlatnog Sakala, kod koga je utvrdena insercija izmedu pribliZzno
500. 1 1000. nukleotidne pozicije. Ovaj region obuhvata zavrSni deo Rep gena i proksimalni
deo Cap gena. Kao najverovatnije roditeljske sekvence identifikovani su predstavnici
CanineCV genotipa 5 detektovani u okviru ove studije, Sto ukazuje na mogucu razmenu
genetickog materijala izmedu filogenetski bliskih varijanti cirkovirusa prisutnih kod divljih
mesojeda.

Rezultati GARD analize dodatno su podrzali nalaze dobijene RDP5 analizom,
ukazujué¢i na prisustvo potencijalne rekombinacione prekidne tacke pribliZzno oko
nukleotidne pozicije 900. Ova pozicija odgovara regionu izmedu Rep i Cap gena, odnosno
prelazu izmedu dva funkcionalno razli¢ita dela genoma. Za razliku od PCV3, kod koga je
rekombinacioni signal bio lokalizovan unutar Rep regiona, kod CanineCV je potencijalna
poCetna tacka rekombinacije bila povezana upravo sa zonom izmedu replikaznog i
kapsidnog segmenta. Takav nalaz moZe ukazivati na to da granica izmedu funkcionalno
razlicitih regiona genoma predstavlja potencijalno povoljno mesto za nastanak ili detekciju
rekombinacionih dogadaja kod cirkovirusa divljih mesojeda.

Svinjski parvovirus 6 (PPV6), svinjski cirkovirus 2 (PCV2) i parvovirusi mesojeda (CPV2 i FPV)

Analiza prisustva rekombinacija u okviru sekvenci kompletnog kapsidnog gena
PPV6 nije ukazala na njihovo prisustvo u sekvencama iz ovog istrazivanja. Nijedna od
primenjenih metoda (RDP, GENECONV, BootScan, MaxChi, Chimaera, SiScan i 3Seq) nije
detektovala signal koji bi ispunio kriterijume interpretacije.

Analiza poravnatih sekvenci varijabilnog segmenta kapsida sojeva PCV2 nije ukazala
na prisustvo genetickih rekombinacija primenom metoda RDP, GENECONV, BootScan,
MaxChi, Chimaera, SiScan i 3Seq. Dodatno, GARD analiza nije ukazala na prisustvo
rekombinacija u ispitivanim sekvencama PPV6 i PCV2.

Analizom poravnatih sekvenci CPV2 i FPV nije utvrdeno prisustvo rekombinacija
primenom zadatih metoda, odnosno RDP, GENECONV, BootScan, MaxChi, Chimaera, SiScan
i 3Seq. U skupovima sekvenci CPV2 i FPV, koji su obuhvatali parcijalni VP2 gen, GARD je
izdvojio po jednu potencijalnu prekidnu tacku, ali ti nalazi nisu bili potvrdeni RDP
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analizom, te nisu interpretirani kao verodostojni dokazi rekombinacije. Kod CPV2 signal je
bio lokalizovan u samom 5’ delu analiziranog VP2 fragmenta, dok je kod FPV prekidna
tacka bila smestena u 5’ polovini parcijalnog VP2 regiona. Ovi nalazi ukazuju na postojanje
ogranicene topoloske neujednacenosti u okviru parcijalnih kapsidnih sekvenci, ali bez
dovoljne metodoloske potpore za zakljucak o prisustvu genske rekombinacije.
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DISKUSIJA

Parvovirusi i cirkovirusi divljih svinja

Rezultati ove disertacije ukazuju na to da populacija divljih svinja u Zapadnoj Backoj
predstavlja znacajan rezervoar viSe svinjskih parvovirusa i cirkovirusa. Posebno se istiCe
visok udeo jedinki pozitivnih na prisustvo PPV (61,1%), kao i izraZzena dominacija PPV2,
koji je detektovan u 92,7% pozitivnih uzoraka. Pored PPV2, znacajno je i prisustvo PPV7,
Sto potvrduje sloZenu strukturu cirkulacije parvovirusa u ispitivanoj populaciji. Ovi nalazi
su delimi¢no u skladu sa prethodnim istraZivanjima sprovedenim na populacijama divljih
svinja u Srbiji, ali istovremeno ukazuju i na primetne razlike u vrstama cirkuliSu¢ih virusa
(Nisavic¢ i sar., 2021; Jezdimirovic i sar., 2024). U studiji NiSavic¢a i sar. (2021), PPV3 i PPV1
bili su najzastupljeniji parvovirusi, dok je PPV2 bio rede detektovan. Nasuprot tome,
izrazita dominacija PPV2 u populaciji divljih svinja iz Zapadne Backe ukazuje na regionalna
odstupanja, koja mogu biti posledica razlika u gustini populacije divljih svinja, intenzitetu
kontakta sa domacim svinjama, kao i tipu i broju analiziranih uzoraka. Poseban znacaj ima
potpuno odsustvo PPV1 u ispitivanoj populaciji, s obzirom na to da su prethodna
istrazivanja u Srbiji ovaj virus dokazala kod 28,8% do 63,8% pozitivnih jedinki (NiSavi¢ i
sar.,, 2021; Jezdimirovi¢ i sar., 2024; GliSi¢ i sar., 2025). Nalaz je potvrden dvema
nezavisnim metodama, real-time PCR-om na svim uzorcima i konvencionalnim multiplex
PCR-om na svim pozitivnim uzorcima, pri ¢emu su Kkorisc¢eni razliciti setovi prajmera, ¢ime
se smanjuje verovatnoc¢a metodoloskog artefakta. Ipak, ne moze se u potpunosti iskljuciti ni
mogucnost nepodudaranja prajmera sa lokalnim varijantama PPV1, kao ni uticaj tipa
uzorka i sezone uzorkovanja. Alternativno objasnjenje je da razlike odrazavaju stvarne
regionalne razlike u cirkulaciji, budu¢i da se navedena istraZivanja odnose na isto¢nu,
jugoisto¢nu i zapadnu Srbiju, a ne na podrucje BacCke. Pored toga, poredenje dve
primenjene metode pokazalo je da je konvencionalni multiplex PCR potvrdio 82,2% real-
time PCR nalaza, pri ¢emu je stopa potvrde opadala sa opadanjem ucestalosti pojedinih
vrsta, od 92,2% za PPV2 do 60,0% za PPV6. Ovakav obrazac odgovara ocekivanoj razlici u
analitickoj osetljivosti dveju metoda i objasnjava zaSto se u literaturi prevalencije
zasnovane na konvencionalnom PCR-u sistematski nalaze niZe od onih dobijenih real-time
PCR-om, $to je i jedan od navedenih razloga varijabilnosti prevalencija izmedu studija

Visoka ucestalost meSovitih infekcija svinjskim parvovirusima (76,4%), sa
preovladuju¢im kombinacijama PPV2+PPV7 i PPV2+PPV3, uklapa se u koncept novih vrsta
PPV kao virusa Sirokog tropizma, koji ¢esto cirkuliSu zajedno izazivaju¢i meSovite infekcije.
Posebno je znacajan nalaz da su sve utvrdene mesovite infekcije obuhvatale PPV2, koji je
izostao u svega Cetiri uzorka i to iskljucivo kod pojedinacnih infekcija. Ovakav obrazac
ukazuje na PPV2 kao dominantnu vrstu oko koje se formiraju meSovite infekcije u
ispitivanoj populaciji, Sto je u skladu sa podacima o njegovom Sirokom tkivnom tropizmu i
visokoj ucestalosti u plu¢nom i limfoidnom tkivu. Pored toga, upravo su PPV2 i PPV7 u viSe
radova identifikovani kao vrste sa izraZenim potencijalom za rekombinaciju i geneticku
varijabilnost (Vargas-Bermudez i sar., 2023; Komina i sar., 2025). U poredenju sa studijom
Jezdimirovic i sar. (2024), u kojoj je PPV1 detektovan u 56% ispitanih uzoraka poreklom od
divljih svinja iz Juznobanatskog, Borskog i Zajecarskog okruga u Srbiji, ukupna prevalencija
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PPV u ovoj disertaciji bila je slicna. Medutim, detektovane su druge vrste parvovirusa,
buduéi da su dominantno identifikovani PPV2 i PPV7. Ovakav nalaz sugeriSe da su nove
vrste parvovirusa u ekspanziji, ali i da njihovo prisustvo nije dovoljno ispitano u
prethodnim istraZivanjima sprovedenim u nasoj zemlji.

U ovoj disertaciji prevalencija PCV2 u populaciji divljih svinja u Zapadnoj Backoj
iznosila je 18,9%, dok je prevalencija PCV3 bila 13,3%, pri ¢emu nije utvrdena nijedna
meSovita infekcija ovim virusima. Ovakav nalaz ukazuje na umerenu cirkulaciju oba
cirkovirusa u ispitivanoj populaciji, ali i na znatno nizi nivo njihove zastupljenosti u odnosu
na isto¢nu Srbiju, gde su prevalencije procenjene na 59,2% za PCV2 i 49,0% za PCV3, uz
visok udeo mesovitih infekcija (31,0%) (Solaja i sar., 2025). S druge strane, rezultati ove
disertacije bliZi su novijim nalazima iz JuZnog Banata, u kojima su zabeleZene prevalencije
PCV2 od 17,5% i PCV3 od 15,5%, uz vrlo nisku ucestalost meSovitih infekcija (2,9%), nego
ranijem istrazivanju iz iste oblasti, u kojem je PCV2 bio detektovan kod 40,3% ispitanih
jedinki, dok PCV3 nije bio potvrden (Nisavi¢ i sar., 2022; NiSavi¢ i sar., 2024). Izostanak
meSovitih infekcija PCV2 i PCV3 razlikuje se od nalaza iz drugih podrucja, gde se njihove
stope kod divljih svinja kre¢u od 2,0% u Japanu (Kaneko i sar., 2023), preko 13,3-16% u
Rusiji (Krasnikov i sar., 2024; Rykova i sar., 2026) i 22,3% u Kampanji (Amoroso i sar.,
2021), do 29% u centralnoj Italiji (Melegari i sar., 2025), a najverovatnije odraZava
relativno nisku prevalenciju oba virusa u ispitivanoj populaciji, uz ogranic¢enje koje
proizlazi iz malog broja pozitivnih uzoraka. Odsustvo klini¢kih i patoanatomskih promena
kod divljih svinja pozitivnih na PCV u prethodnim istraZivanjima iz Srbije, zajedno sa
zakljuckom da navedene infekcije u ovoj populaciji najces¢e imaju subklinicki tok, pruza
osnov za opreznu interpretaciju nalaza iz Zapadne Backe. U tom smislu, meSovite infekcije
izazvane PPV2/PPV7 i PCV2/PCV3 utvrdene u ovoj disertaciji ne moraju nuzno biti
povezane sa vidljivom Kklinickom patologijom, ve¢ najverovatnije odraZavaju stabilnu
enzootsku cirkulaciju ovih virusa u populaciji divljih svinja (Nisavi¢ i sar., 2022; NiSavic¢ i
sar., 2024). Medutim, nalaz da su PCV2 i PCV3 detektovani u pribliZno trecini uzoraka
pozitivnih na prisustvo PPV znacajan je u kontekstu studija sprovedenih na domacim
svinjama. U tim istraZivanjima PPV2 je statisticki povezan sa slu¢ajevima PRDC i PCVAD
kod jedinki pozitivnih na prisustvo PCV2, dok su PPV2, PPV3 i PPV7 cCesto utvrdivani u
okviru meSovitih infekcija sa PCV2, PCV3 i PRRSV (Lagan Tregaskis i sar., 2021; Kim i sar.,
2022; Vargas-Bermudez i sar., 2023). Ovakvi nalazi ukazuju na moguénost da se u
populacijama divljih svinja odrzZavaju kompleksne kombinacije virusa koji, nakon
potencijalnog prenosa na domace svinje i u uslovima farmskog stresa, mogu doprineti
razvoju tezih klinic¢kih sindroma.

Kada se rezultati ove disertacije uporede sa podacima iz Italije, Portugala, Rusije i
Kine, gde su PCV2 i PCV3 kod divljih svinja ¢esto detektovani sa visokim prevalencijama, uz
dominaciju genotipa PCV2d i prisustvo razli¢itih klastera PCV3, uocava se da divlje svinje u
razlic¢itim geografskim podrucjima predstavljaju znacajan rezervoar cirkovirusa (Klaumann
i sar., 2018a; Dei Giudici i sar., 2019; Amoroso i sar., 2021; Hu i sar., 2022; Krasnikov i sar.,
2024; Yang i sar., 2024b; Faustini i sar., 2024; Almeida i sar., 2025a; Melegari i sar., 2025).
lako su prevalencije PCV2 i PCV3 u Zapadnoj Backoj niZe od vrednosti zabeleZenih u
pojedinim navedenim zemljama, filogenetska povezanost detektovanih sojeva sa sojevima
poreklom od domacih svinja ukazuje na mogucénost transmisije sojeva izmedu divlje i
domace populacije.
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Podaci dobijeni u ovom istrazivanju ne omogucavaju direktnu procenu klinickog
znaCaja otkrivenih meSovitih infekcija. Medutim, njihovo poredenje sa prethodnim
istrazivanjima ukazuje na visok stepen cirkulacije PPV2 i PPV7, uz manju ucestanost nalaza
PCV2 i PCV3 u populaciji divljih svinja Zapadne Backe, Sto moZe predstavljati vaznu kariku
u regionalnoj cirkulaciji ovih virusa. Navedeni podatak je posebno znacajan sa aspekta
postojanja ekstenzivnih i dvoriSnih sistema gajenja svinja, u kojima je nivo biosigurnosti
cesto nezadovoljavajuc.

Filogenetska analiza kompletnog kapsidnog regiona PPV2, koji obuhvata gene za
VP1 i VP2 proteine, pokazala je jasno razdvajanje analiziranih sekvenci u dve glavne
filogenetske grupe. Svi sojevi poreklom od divljih svinja iz Srbije grupisani su iskljucivo
unutar grupe 2, Sto podrZava njihovu pripadnost evropskoj filogenetskoj liniji PPV2 i
ukazuje na odsustvo posebne, geografski izdvojene linije u populaciji divljih svinja iz
ispitivanog regiona (NiSavi¢ i sar., 2021). Ovakav rezultat je u skladu sa nalazima iz drugih
evropskih zemalja, gde su sojevi PPV2 poreklom od divljih i domacih svinja cesto
filogenetski bliski i grupisani zajedno sa sekvencama iz susednih drZava, ukljucujuci
Hrvatsku, Madarsku, Poljsku i Rumuniju. Osim toga, evropski sojevi se jasno odvajaju od
sojeva poreklom iz Azije, Afrike i Amerike (Cadar i sar., 2013a; Vargas-Bermudez i sar.,
2023; Komina i sar., 2025). U ovom istrazivanju nije zabeleZeno formiranje zasebnog
monofiletskog klastera koji bi obuhvatio iskljuc¢ivo sojeve poreklom iz Srbije. Naprotiv,
analizirane sekvence bile su rasporedene u viSe manjih potklastera unutar grupe 2, zajedno
sa sekvencama poreklom iz drugih evropskih zemalja. Navedeni nalaz potvrduje geneticku
heterogenost sojeva PPV2 u Srbiji i moZe ukazivati na kontinuiranu transmisiju virusa
izmedu populacija divljih i domacih svinja na Balkanu i Sirom Evrope (NiSavi¢ i sar., 2021;
Komina i sar., 2025). Sli¢ni rezultati zabeleZeni su u Rusiji, gde su sojevi PPV2 iz razlicitih
regiona bili grupisani zajedno sa poljskim, rumunskim i kineskim sojevima poreklom od
divljih ili domacih svinja. Posebno je znacajno da su pojedini ruski izolati pokazali najvisi
stepen slicnosti upravo sa srpskim sojem KC701306, Sto dodatno potvrduje ukljucenost
sojeva sa ovih prostora u Siru evroazijsku grupu (Komina i sar., 2025). Analiza
divergentnosti sekvenci PPV2 na osnovu kompletnog kapsidnog gena pokazala je da su
ispitivani sojevi medusobno veoma srodni, sa p-distancama u rasponu od 0,0022 do 0,0390
i nukleotidnom sli¢no$¢u od 96,1 do 99,78%. Nasuprot tome, geneticka udaljenost u
odnosu na sekvence iz grupe 1 bila je veca, sa p-distancama do 0,0687 i nukleotidnom
slicno$¢u do priblizno 93%. Ovakav nalaz je u skladu sa globalnim podacima o postojanju
dve glavne filogenetske grupe PPV2, koje se na nivou VP1/VP2 regiona razlikuju za
priblizno 4-8% (Saekhow i lkeda, 2015; Lagan Tregaskis i sar., 2021; Vargas-Bermudez i
sar., 2023). Dodatna analiza parcijalnog VP1 segmenta duzine 330 bp pokazala je isti
obrazac grupisanja Cime se dodatno potvrduje visoka diskriminatorna vrednost VP1
regiona za razdvajanje glavnih filogenetskih grupa PPV2 (Saekhow i lkeda, 2015; Lagan
Tregaskis i sar., 2021). Sli¢na filogenetska struktura opisana je kod domacih i divljih svinja
Sirom Evrope, ukljuCuju¢i Madarsku, Poljsku i Italiju, gde se evropski sojevi uglavnom
nalaze u grupi 2. Ova filogenetska grupa obuhvata sekvence iz viSe zemalja, bez jasne
geografske segregacije, Sto ukazuje na Siroku rasprostranjenost i medusobnu povezanost
evropskih sojeva PPV2 (Dei Giudici i sar., 2019; Igriczi i sar., 2024). Sli¢cno tome, studije iz
Kine ukazuju na postojanje dve glavne linije PPV2, uz visok stepen rekombinacije izmedu
pojedinih regiona i klastera, Sto dodatno doprinosi genetickoj raznolikosti ovog virusa na
globalnom nivou (Sun i sar., 2015). U poredenju sa rezultatima drugih autora iz Srbije, koji
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su tokom prethodnih godina analizirali parcijalne VP1 sekvence sojeva PPV2 detektovanih
kod divljih svinja, rezultati ove disertacije dodatno ukazuju na odsustvo izolovane
evolutivne linije karakteristi¢cne iskljuc¢ivo za Srbiju. Prethodna istrazivanja pokazala su
visok stepen sli¢nosti izmedu sojeva poreklom od domadih i divljih svinja iz Srbije,
Hrvatske, Madarske i Rumunije, sa vrednostima od priblizno 98 do 100%, ali i prisustvo
viSe varijabilnih mesta koja ukazuju na regionalnu dinamiku cirkulacije virusa (Cadar i sar.,
2013b; NiSavi¢ i sar, 2021). U tom pogledu, nalazi ove disertacije su u skladu sa
pretpostavkom da se sojevi PPV2 iz Srbije ne razvijaju kao zasebna, geografski izolovana
linija Sto moZe biti posledica kretanja divljih svinja, kontakta izmedu divljih i domacih
populacija, kao i prometa domacih svinja ili proizvoda poreklom od svinja. S druge strane,
istrazivanja sprovedena u Juznoj Africi i Aziji pokazala su niZe vrednosti slicnosti izmedu
lokalnih i evropskih sojeva PPV2, najc¢eS¢e u rasponu od priblizno 94 do 97%, uz jasnije
filogenetsko razdvajanje izmedu kontinenata (Xiao i sar., 2013a; Afolabi i sar., 2019). Takvi
nalazi podrzavaju pretpostavku da se evolutivna dinamika PPV2 odvija pod uticajem
regionalnih populacionih i epizootioloskih faktora, uz moguc¢nost povremenog unoSenja
novih varijanti virusa posredstvom medunarodnog prometa Zivotinja ili proizvoda
Zivotinjskog porekla. Evolutivnu plasti¢nost PPV2 dodatno potvrduju podaci o visokoj stopi
mutacija, uporedivoj sa pojedinim RNK virusima, Cestim rekombinacijama unutar VP
regiona i pozitivnoj selekciji na pojedinim mestima kapsidnog proteina. Ovi procesi mogu
doprineti brzoj adaptaciji virusa na nove uslove, ukljuCujuci promene u strukturi populacija
domacina i imunoloski pritisak (Cadar i sar., 2012; Cadar i sar., 2013b; Streck i sar., 2015).
Analiza prisustva genskih rekombinacija u okviru kompletnog kapsidnog gena
detektovanih sojeva PPV2 nadovezuje se na prethodna istraZivanja koja ukazuju na
izraZzenu sklonost ovog virusa ka razmeni genetickog materijala u VP regionu. Autori iz
centralne Evrope pokazali su da evropski sojevi PPV2 Cesto nose rekombinacione signale
pri ¢emu su takvi obrasci zabeleZeni unutar i izmedu filogenetskih grupa, izmedu
geografskih podrucja, kao i izmedu sojeva poreklom od domacih i divljih svinja (Cadar i
sar., 2012; Cadar i sar., 2013b; Vargas-Bermudez i sar., 2023). U tom smislu, nalaz da
sekvenca PX873578 pokazuje izrazen mozaik rasporeda nukleotida, pri ¢emu je
skladu je sa pretpostavkom o znacaju navedenog regiona genoma (Cadar i sar., 2012; Cadar
i sar.,, 2013b). Podudarnost ovog nalaza sa prekidnom tackom detektovanom GARD
metodom u 5’ delu kapsidnog gena, takode podrZava znacaj proksimalnog segmenta VP
regiona kao moguce zone ucestale rekombinacije kod PPV2. Sli¢ni obrasci ve¢ su opisani u
evropskim ispitivanjima, ali bez detaljnije analize sojeva poreklom iz Srbije i neposrednog
okruZenja (Cadar i sar., 2013a; Vargas-Bermudez i sar., 2023). Osim toga, nalaz jedne
dominantne prekidne tacke, detektovane na nivou celog ispitivanog skupa sekvenci PPV2,
vaZzan je jer sugeriSe da rekombinantni fragmenti kod ovog virusa nisu nuZno nasumicno
rasporedeni duZ genske sekvence, ve¢ da se mogu ponavljati u odredenim delovima
kapsidnog gena. Ovakav nalaz je u skladu sa tvrdnjama pojedinih autora da PPV2 pokazuje
evolutivnu dinamiku slicnu RNK virusima, ukljucujuci i ¢este rekombinacije u VP regionu
(Cadar i sar. 2012; Cadar i sar., 2013a). Iako dobijeni rezultati ne omogucavaju uvek
potpunu rekonstrukciju roditeljskih linija, ¢injenica da je jedan od potencijalnih roditeljskih
sojeva sekvence PX873578 filogenetski najbliZi rumunskom soju poreklom od divlje svinje,
dok sekvenca PX873577 pokazuje znacajnu srodnost sa poljskim sojevima poreklom od
domacih svinja, dodatno podrzava pretpostavku o regionalnoj povezanosti sojeva PPV2 iz
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domacih i divljih populacija svinja, naroCito na prostoru centralne Evrope i zapadnog
Balkana (Cadar i sar., 2013b; Dei Giudici i sar., 2019; Vargas-Bermudez i sar., 2023). Sli¢cna
pojava opisana je i kod drugih svinjskih virusa, kao Sto su PRRSV-2 i PEDV, kod kojih se
rekombinantni fragmenti Cesto lokalizuju u funkcionalno znacajnim regionima genoma.
Kod PRRSV-2 su navedena mesta najceS¢e povezana sa genima NSP2 i GP5, dok su kod
PEDV prekidne tacke opisane u S genu i na spoju ORF1 i S fragmenata (Guo i sar., 2021;
Vargas-Bermudez i sar., 2023; Zhang i sar., 2023; Zhang i sar., 2024; Guo i sar., 2024). U
analiziranom skupu sekvenci PPV2, ovaj nalaz se prvenstveno odnosi na 5’ deo kapsidnog
gena, Sto moZe biti znacajno za antigensku raznovrsnost i adaptivni potencijal virusa.
Promene u kapsidnim proteinima parvovirusa, narocito u VP2 regionu, mogu znacajno
uticati na vezivanje antitela, odnosno prepoznavanje epitopa i imunski odgovor domacina.
Kod CPV?2, koji je srodan drugim parvovirusima sisara, pokazano je da mali broj mutacija u
VP2 genu moze dovesti do neuspeSne neutralizacije monoklonskim antitelima (Lépez-
Astacio i sar., 2023). Uprkos tome, nema direktnih podataka o antigenskim svojstvima
rekombinantnih sojeva PPV2 i moZe se zakljuciti samo da rekombinacije u kapsidnom
regionu potencijalno mogu menjati antigenska svojstva ovog virusa, medutim konkretan
efekat zavisi od poloZaja prekidnih tacaka i zahvacenih fragmenata kapsidnih domena.
Filogenetska analiza kompletnog kapsidnog gena PPV6 u ovoj studiji pokazala je
razdvajanje sekvenci u dve glavne grupe. Svi srpski sojevi poreklom od divljih svinja
pripadali su grupi 1, zajedno sa evropskim, ruskim i severnoamerickim izolatima, dok je
grupa 2 obuhvatala iskljucivo kineske sekvence. Ovakav raspored ukazuje na razdvajanje
evroazijsko-severnoamericke i istocnoazijske linije PPV6, medutim bez jasne geografske
segregacije unutar grupe 1 (Parki sar., 2021; Komina i sar., 2025). Detektovani sojevi PPV6
iz Srbije nisu formirali zaseban monofiletski klaster, ve¢ su bili rasporedeni u viSe manjih
potklastera, blisko povezanih sa izolatom iz ruske divlje svinje, poljskim sojevima
poreklom od domacih svinja i sojevima divljih svinja iz Kanade. Ovakav rezultat ukazuje na
to da PPV6 cirkuliSe u filogenetski blisko povezanim linijama koje obuhvataju sojeve
poreklom od divljih i domacih svinja iz razlicitih geografskih podrucja, Sto je ve¢ sugerisano
u rezultatima analiza VP1/VP2 gena PPV6 iz Poljske, Rusije i Severne Amerike (Cui i sar.,
2017b; Komina i sar., 2025). Posmatrano uz veoma niske vrednosti p-distanci unutar
grupe, ovakav nalaz ukazuje da su sojevi PPV6 geneticki konzervirani u okviru navedenog
fragmenta, Sto se uklapa u prethodne nalaze iz Rusije i JuZzne Koreje. Prema tim
istrazivanjima, PPV6 pokazuje visoku homogenost nukleotidnih sekvenci unutar vrste, ali
istovremeno cirkuliSe kroz viSe uZih filogenetskih grana koje obuhvataju sojeve iz razlic¢itih
geografskih podrucdja i populacija domacina (Parki sar., 2021; Komina i sar., 2025). Klju¢an
nalaz ove analize je izostanak rekombinacionih signala u kompletnom kapsidnom genu
PPV6, budud¢i da nijedan od primenjenih algoritama, nije detektovao dogadaje koji bi
zadovoljili kriterijume za potvrdu prisustva rekombinacije. Ovakav rezultat razlikuje PPV6
od PPV2 i pojedinih drugih jednolanc¢anih DNK virusa, kod kojih je rekombinacija ¢eS¢a i
predstavlja vaZzan mehanizam evolutivne dinamike (Cadar i sar., 2013b; Vargas-Bermudez i
sar., 2023). Istovremeno, ovaj nalaz je u skladu sa raspoloZivim podacima da kod PPV6, za
razliku od PPV7 u Koreji, do sada nisu zabeleZeni konzistentno rekombinantni sojevi.
Umesto toga, na evoluciju PPV6 najverovatnije utice akumulacija taCkastih mutacija i
relativno sporo razdvajanje na dve glavne filogenetske grupe (Park i sar., 2021; Komina i
sar.,, 2025). Uprkos tome, ovaj rezultat treba tumaciti uz odredena metodoloSka
ogranicenja. Broj dostupnih kompletnih kapsidnih sekvenci PPV6 na globalnom nivou i
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dalje je nedovoljan, a vecina potiCe iz manjeg broja zemalja, pre svega Rusije, Kine, Poljske i
Kanade. Zbog toga referentni panel sekvenci moZe biti nedovoljan za otkrivanje
kompleksnih, starih ili slabo zastupljenih rekombinacionih dogadaja. Prema tome, odsustvo
rekombinacionih signala u sprovedenoj analizi ne iskljuuje u potpunosti mogucnost
rekombinacije kod PPV6, ve¢ sugeriSe da ona nije Cesta ili da nije detektabilna u regionima i
sekvencama obuhvacenim trenutnim skupom podataka (Cui i sar., 2017a; Komina i sar.,
2025). Rezultati ove disertacije proSiruju postojeca saznanja uklju¢ivanjem sojeva PPV6 iz
Srbije u isti Siroko rasprostranjeni filogenetski klaster (Park i sar., 2021; Komina i sar.,
2025). Time se pokazuje da Zapadni Balkan ucestvuje u cirkulaciji globalno zastupljene
linije PPV6, bez vidljivog formiranja lokalno ogranicenih sojeva virusa.

Bioinformaticka analiza kompletnog genoma sojeva PPV7 poreklom od divljih svinja
u Srbiji pokazala je da se svi analizirani sojevi nalaze unutar grupe 2, zajedno sa ruskim,
kolumbijskim i kineskim izolatima. Ovakav raspored ukazuje na Siroku filogenetsku
povezanost sojeva ovog virusa razliCitog geografskog porekla. Istovremeno, izraZene
razlike u poretku nukleotidnih sekvenci potvrdene p-distancama u skladu su sa nalazima iz
drugih evropskih i azijskih populacija divljih i domacih svinja (Vargas-Bermudez i sar.,
2023; Igriczi i sar, 2024; Komina i sar., 2025). Slicne rezultate pokazuju i rezultati
ispitivanja sojeva poreklom od divljih i domacih svinja iz Italije, Madarske, Rusije, Kine i
Kolumbije, gde su sojevi PPV7 iz razli¢itih regiona cesto blisko povezani bez obzira na
poreklo domacina (Park i sar., 2021; Vargas-Bermudez i sar., 2023; Dei Giudici i sar., 2024).
Posebno je znacajan nalaz brojnih sojeva iz Srbije kod kojih su rekombinacije zabeleZene
duZ kompletnog genoma PPV7, kako u nestrukturnom NS1 regionu, tako i u strukturnom
VP, odnosno kapsidnom genu. Pojedini sojevi iz ove studije pokazuju sloZenu mozai¢nu
strukturu Sto je potvrdeno primenom viSe metoda za detekciju, Sto ujedno smanjuje
verovatnocu greske (Park i sar., 2021; Wen i sar., 2022; Dei Giudici i sar., 2024). Prisustvo
ucestalih rekombinacija opisano je i u italijanskim populacijama, gde je do 80% sekvenci
NS1 regiona pokazalo rekombinantno poreklo, kao i u studijama iz Kine, Koreje i
Kolumbije, u kojima su identifikovane brojne rekombinantne varijante sa roditeljskim
sekvencama iz razliitih geografskih podrudja ili populacija domac¢ina (Park i sar., 2021;
Vargas-Bermudez i sar., 2023; Lyu i sar., 2023; Dei Giudici i sar., 2024). Dobijeni rezultati
GARD analize dodatno ukazuju na prisustvo izraZenog filogenetskog nepodudaranja, sa dve
prekidne tacke koje dele genom PPV7 na tri segmenta. Prva prekidna tacka nalazi se unutar
NS1 regiona, dok je druga pozicionirana na prelazu ka VP genu, $to ukazuje na to da
rekombinacioni dogadaji kod PPV7 nisu ograniCeni na uzak fragment, ve¢ mogu zahvatiti
vece delove genoma, ukljucujuéi i pocetak kapsidnog regiona. Navedeni deo genoma moze
biti znacajan za antigenska svojstva virusa, buduc¢i da kapsidni proteini imaju klju¢nu ulogu
u interakciji virusa sa ¢elijama domacdina, odnosno sa imunskim sistemom (Wen i sar.,
2022; Dei Giudici i sar., 2024). Mozai¢na struktura genoma sojeva PPV7 pokazuje da
evolucija ovog virusa nije rezultat samo lokalne cirkulacije, ve¢ verovatno ukljucuje i
regionalno mesSanje virusnih linija poreklom iz populacija divljih i domacih svinja. Pored
toga, filogenetska bliskost pojedinih srpskih sojeva sa ruskim ili kineskim izolatima ukazuje
na moguénost postojanja Sirih filogeografskih veza, koje mogu doprineti nastanku novih
varijanti kroz rekombinaciju (Vargas-Bermudez i sar., 2023; Komina i sar., 2025). Sli¢ni
obrasci filogenetskog preklapanja opisani su i kod sojeva PPV7 iz Madarske, Italije i Koreje,
gde je detektovano viSe podtipova, uz visok stepen medusobne razmene genetickog
materijala (Park i sar., 2021; Igriczi i sar., 2024; Dei Giudici i sar., 2024). Posebno je
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znacajno prisustvo insercija i delecija u kapsidnom genu PPV7, koje mogu dovesti do
promena u duzini Cap proteina za nekoliko aminokiselina. Ovakve promene opisane su kod
sojeva iz Kine, Koreje i Kolumbije, a njihovo prisustvo u razli¢itim geografskim podrucjima
ukazuje na to da predstavljaju Sire rasprostranjen oblik varijabilnosti PPV7 (Wang i sar.,
2019b; Vargas-Bermudez i sar., 2023). Evolutivha dinamika PPV7 odlikuje se visokim
stopama mutacija, koje se ubrajaju medu najviSe opisane kod novih vrsta PPV, a osim toga,
kapsidni protein pokazuje izrazenu varijabilnost, Sto moZe imati uticaj na antigenska
svojstva virusa i potencijalno doprineti izbegavanju imunskog odgovora domacina (Wang i
sar., 2019b; Wang i sar., 2020). U poredenju sa drugim novim vrstama PPV, kod kojih je
rekombinacija reda ili ogranicCenija na pojedine genske regione, kod PPV7 ona predstavlja
jedan od vaznih mehanizama evolutivne dinamike, zahvataju¢i i NS1 i VP gene. Tome u
prilog govore nalazi iz Italije, gde je viSe od tri Cetvrtine analiziranih sekvenci pokazalo
rekombinantno poreklo (Dei Giudici i sar., 2024). Sli¢no tome, studije iz Kine pokazuju da
se genska rekombinacija kod PPV7 najces¢e odvija izmedu razli¢itih podtipova unutar istog
regiona, ali da povremeno moZe ukljucivati i roditeljske linije iz udaljenih geografskih
podrucdja, ¢Cime se dodatno povecava diverzitet virusa (Zhang i sar., 2022b; Lyu i sar., 2023).
Sojevi PPV7 iz Srbije pripadaju Sirem evroazijsko-americkom filogenetskom klasteru, bez
jasnog formiranja lokalno ogranicene linije. Ovakav nalaz moze ukazivati na povezanost
cirkulacije PPV7 u populacijama divljih i domacih svinja, kao i na moguénost unosenja i
razmene virusnih linija putem prirodnog kretanja Zivotinja ili prometa domacih svinja.
Sli¢ni obrasci opisani su i kod PCV2 i PCV3, kod kojih se dominantni genotipovi mogu
prenositi izmedu divljih i domacih populacija bez jasnih geografskih barijera (Faustini i
sar., 2024; Kominai sar., 2025; §olaja i sar.,, 2025). Pored toga, nalazi u ovoj studiji o Cestim
meSovitim infekcijama PPV7 sa PCV2 i PCV3, dokumentovani su i u Italiji, Kini i Rusiji i
dodatno ukazuju na postojanje kompleksnih odnosa medu razli¢itim virusima u razli¢itim
populacijama svinja (Dei Giudici i sar., 2024; Komina i sar., 2025). lako prisustvo meSovitih
infekcija ukazuje na mogucnost medusobnog uticaja virusa na patogenezu, Sirenje ili
odrzavanje infekcije u populaciji, njihov klinicki znacaj za sada ne moZe biti direktno
procenjen bez dodatnih eksperimentalnih i terenskih istraZivanja. Sve navedeno ukazuje na
to da divlje svinje ne treba posmatrati samo kao pasivni rezervoar PPV7, ve¢ kao
potencijalno vazZne domacine u kojima se odrZavaju razlicite linije virusa uz povecanu
mogucnost genskih rekombinacija. Takve varijante mogu imati epizootioloSki znacaj za
svinjarstvo, medutim njihova uloga u klini¢koj patologiji svinja mora biti dodatno ispitana.
U okviru ove studije, analiza varijabilnog segmenta ORF2 kapsidnog gena PCV2 nije
ukazala na prisustvo genskih rekombinacija, imaju¢i u vidu da nijedna od metoda
primenjenih u okviru RDP softvera nije detektovala signal koji bi ispunio unapred
definisane kriterijume interpretacije. Ovakav nalaz ukazuje na to da se detektovane razlike
medu sekvencama ispitivanih sojeva poreklom od divljih svinja iz Srbije pre svega mogu
pripisati akumulaciji tackastih mutacija i razdvajanju na genotipove PCV2b i PCV2d, a ne
skorijim rekombinacionim dogadajima u analiziranom regionu ORF2. Ovakav rezultat je u
skladu sa podacima iz dostupnih studija u kojima se rekombinantne sekvence PCV2
sistematski identifikuju i uklanjaju iz skupova podataka pre rekonstrukcije filogenetskih
stabala. Pri tome se rekombinacioni dogadaji prihvataju samo kada ih potvrdi viSe
nezavisnih metoda, uz stroge pragove znacajnosti, kako bi se smanjila moguénost lazno
pozitivnih nalaza (Franzo i sar., 2020; Melegari i sar.,, 2025). Istovremeno, odsustvo
rekombinacionog signala u ogranicenom segmentu ORF2 ne moZe se tumaciti kao dokaz da
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rekombinacija nema ulogu u evoluciji PCV2 u Srbiji. Ovaj nalaz ukazuje na to da u
posmatranom skupu sekvenci ogranicene duZine nema jasno detektabilnih rekombinantnih
varijanti virusa. To se razlikuje od studija koje su, na ve¢im skupovima sekvenci i analizom
celog ORF2 regiona ili kompletnog genoma, pokazale ucestale rekombinacije kako unutar,
tako i izmedu genotipova navedenog virusa, ukljucuju¢i dogadaje izmedu sojeva poreklom
od divljih i domacih svinja (Cadar i sar., 2012; Franzo i sar., 2020). VaZno je napomenuti da
je u rumunskoj populaciji divljih svinja, upravo na osnovu analize ORF2 segmenta genoma
PCV2, detektovano viSe prirodnih rekombinacija izmedu PCV2a i PCV2b. Prekidne tacke u
sekvencama rekombinantnih sojeva obuhvatale su regione kapsida koji ucestvuju u
formiranju epitopa, ali bez znacajnih promena u sastavu i rasporedu aminokiselina. Iz
navedenog se moZe zakljuciti da rekombinacija moZe doprineti genetickoj raznovrsnosti i
premestanju postoje¢ih varijanti izmedu utvrdenih genotipova, ¢ak i kada neposredan
efekat na strukturu epitopa nije izrazen (Cadar i sar., 2012). Nasuprot tome, u novijim
italijanskim studijama, koje su obuhvatile veliki broj kompletnih ORF2 sekvenci poreklom
od domacih i divljih svinja, rekombinacije su takode proveravane primenom RDP softvera,
pri cemu su detektovani rekombinantni dogadaji uklanjani iz daljih filogenetskih analiza.
Kod populacija u kojima izrazito dominira PCV2d, kao Sto su sojevi iz Sardinije, u
analiziranim skupovima sekvenci nije pronaden dokaz postojanju rekombinantnih sojeva.
Takav nalaz sugeriSe da se u odredenim prirodnim uslovima evolucija PCV2 moZe odvijati
pretezno kroz divergenciju i odrzavanje linija u okviru genotipa, bez izrazenih
rekombinacionih dogadaja (Dei Giudici i sar., 2019; Dei Giudici i sar., 2023). Cinjenica da su
sekvence iz ovog ispitivanja jasno razdvojene u PCV2b i PCV2d klastere, uz visoke
bootstrap vrednosti i bez detektovanih rekombinacionih signala u analiziranom segmentu
kapsidnog gena, ukazuje na to da posmatrana geneticka raznovrsnost najverovatnije
odrazava cirkulaciju ve¢ formiranih genotipskih linija. Ovaj nalaz je u skladu sa prethodnim
podacima o prisustvu PCV2b i narocito PCV2d u populacijama divljih i domacih svinja u
Srbiji i regionu (NiSavic i sar., 2022; Nisavi¢ i sar., 2024). Budu¢i da su u drugim evropskim
studijama primenom istog ORF2 markera uspeSno detektovani razli¢iti genotipovi PCV2 u
populacijama divljih i domacih svinja, kao i rekombinantne varijante kada su one bile
zastupljene u analiziranom skupu, negativan nalaz prisustva rekombinacija u ovoj analizi
najverovatnije ukazuje na odsustvo jasno detektabilnih rekombinantnih signala u
ispitivanom fragmentu ORF2 regiona (Cadar i sar., 2012; Rudova i sar., 2022). Naime,
analiziran je samo varijabilni deo ORF2, broj sekvenci dobijenih u ovoj studiji je mali, a
referentni skup iz Banke gena, iako reprezentativan za genotipove PCV2a-PCV2h, ne mora
obuhvatati sve potencijalne roditeljske linije, posebno lokalne varijante virusa. Stoga se ne
moZe iskljuc¢iti moguc¢nost da rekombinacioni dogadaji izvan analiziranog regiona,
uklju€uju¢i ORF1 ili nepotpuno obuhvacene delove kapsidnog gena, ostanu neotkriveni
(Franzo i sar., 2020; Melegari i sar., 2025). Dobijeni rezultati ukazuju na cirkulaciju vec
formiranih varijanti virusa u okviru postojecih genotipova, $to je opisano i u Italiji, Rusiji i
drugim zemljama, gde se sekvence poreklom od divljih svinja filogenetski uklapaju u
klastere domacih sojeva, bez formiranja jasno izdvojenih rekombinantnih linija (Franzo i
sar.,, 2020; Hu i sar., 2022; Krasnikov i sar., 2024). Navedeni nalazi su u skladu sa
Cinjenicom da rekombinacija predstavlja vazan, ali ne i dominantan mehanizam evolucije
PCV2.

Analiza sekvenci sojeva PCV3 detektovanih u populaciji divljih svinja iz Srbije
pokazuje da iste pripadaju jasno definisanom PCV3-a genotipu, pri ¢emu maksimalna p-
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distanca na nivou kompletnog genoma (2,96%) i ORF2 regiona (3,26%) ostaje ispod
predloZenih pragova za varijabilnost unutar genotipa (Franzo i sar., 2020), a $to je u skladu
sa nalazima iz drugih evropskih i svetskih studija (Fux i sar., 2018; Franzo i sar., 2018;
Igriczi i sar., 2022). Osim toga, filogenetska analiza potvrduje da analizirane sekvence iz
Srbije ne formiraju zaseban lokalni klaster ve¢ da su rasporedene u viSe skupova unutar
PCV3-a, Sto ukazuje na istovremenu cirkulaciju vise linija virusa u populaciji divljih svinja,
kao Sto je opisano i u Italiji, Madarskoj, Poljskoj i drugim evropskim zemljama gde se sojevi
iz divljih i domacih svinja Cesto filogenetski preklapaju bez jasnih razdvajanja prema
poreklu (Fanelli i sar., 2022; Igriczi i sar., 2022; Frant i sar., 2024). Visoko divergentna
kineska sekvenca MG372488.1 koja se na filogenetskim stablima pojavljuje kao duga
bazalna grana podrzava koncept postojanja genotipa PCV3-b, ali s obzirom na to da je re¢ o
jednoj sekvenci, trenutni podaci ukazuju da je PCV3-a jedini globalno potvrden genotip
(Fux i sar., 2018; Franzo i sar., 2020). Nizak nivo varijabilnosti medu sekvencama iz Srbije
dodatno potvrduje stabilnost ovog virusa u okviru lokalnih populacija divljih svinja. Analiza
prisustva genskih rekombinacija ukazala je na dva potencijalna rekombinaciona signala, od
kojih nijedan nije zadovoljio kriterijume prihvatanja primenjene u ovom ispitivanju. Oba
signala su oznacena kao moguca posledica procesa razli¢itog od rekombinacije, kao i kao
moguca pogresSna identifikacija rekombinantne sekvence, pri emu je u oba slucaja ista
sekvenca iz ove studije navedena kao sporedni roditelj sa potpunom slicnos¢u. Navedeno je
ocekivano u skupovima sa malim brojem blisko srodnih sekvenci, u kojima visok stepen
medusobne sliCnosti otezava razlikovanje stvarnih rekombinacionih dogadaja od
filogenetskog Suma. Dobijeni rezultati stoga ukazuju na prisustvo rekombinacije u
evolutivnoj istoriji analiziranih sekvenci PCV3, ali ne omogucavaju pripisivanje
pojedinacnog rekombinacionog dogadaja sojevima detektovanim u ovom ispitivanju.
Odsustvo signala koji zadovoljavaju kriterijume prihvatanja ukazuje na to da rekombinacija
kod PCV3 u analiziranom skupu nije dominantan mehanizam oblikovanja ukupne
populacione strukture virusa. Navedeni rezultati su u skladu sa ve¢inom evropskih studija,
u kojima nisu detektovane Ceste niti stabilno odrZavane rekombinantne linije PCV3 (Dei
Giudici i sar., 2020; Almeida i sar., 2025b). GARD analiza dodatno je ukazala na prisustvo
potencijalne dve prekidne tacke sa najviSom podrskom, na pozicijama 1337 i 1755, pri
¢emu prva odgovara prelazu iz Rep u Cap region genoma, Sto sugeriSe da se
rekombinacioni signal u analiziranom skupu sekvenci pretezno vezuje za granicu izmedu
dva glavna otvorena okvira €itanja. Slicni nalazi opisani su u analizama iz Italije, Kine i SAD,
gde su retki rekombinacioni dogadaji kod PCV3 uglavnom lokalizovani van glavnih
epitopskih domena kapsidnog proteina (Li i sar., 2018; Wang Y. i sar., 2020). Smatra se da
evoluciju PCV3 u prijemcivoj populaciji dominantno oblikuju tackaste mutacije, uz
povremenu pojavu genskih rekombinacija (Cui i sar., 2022; Almeida i sar., 2025b). Za sada
nije jasno da li genske rekombinacije kod PCV3 doprinose adaptaciji virusa ili predstavljaju
evolutivno prolazne dogadaje bez uticaja na patogenost sojeva. Tome u prilog govori
Cinjenica da nijedna od do sada opisanih rekombinantnih varijanti nije postala dominantna,
niti je pouzdano povezana sa klinicki znacajnim sojevima (Li i sar., 2018; Franzo i sar,
2020). Rezultati sprovedene analize su ograni¢eni imajuci u vidu da je dostupan mali broj
kompletnih sekvenci genoma PCV3 iz Srbije, Balkana i ostatka Evrope kao i Cinjenicu da
pojedine metode detekcije mogu imati razli¢itu osetljivost za starije ili kompleksnije
rekombinantne dogadaje. Stoga se zakljucak o retkosti rekombinacija prvenstveno odnosi
na analizirane regione i genome, a ne nuzno na celokupan spektar evolutivnih procesa kod
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PCV3. Rekombinacije na granici Rep i Cap regiona mogu imati znacajnu ulogu u ocuvanju
replikativne sposobnosti cirkovirusa, naroCito u uslovima promenjenog selekcionog
pritiska, smanjene efektivne veliine virusne populacije ili adaptacije na novog domacina
(Kazlauskas i sar., 2018). U tom smislu, nalazi rekombinacije na granici Rep i Cap regiona
ne moraju nuzno ukazivati na neposrednu promenu bioloskih osobina virusa, ali mogu
predstavljati mehanizam kojim se odrZava ili modifikuje efikasnost replikacije u razli¢itim
epizootioloskim i ekoloSkim uslovima. PoloZaj druge prekidne tacke, unutar Cap regiona,
koji je direktnije povezan sa antigenskom strukturom i interakcijom sa imunskim
odgovorom domacina, ukazuje na to da rekombinacija kod PCV3 nije ogranicena iskljucivo
na replikativni deo genoma (Cui i sar., 2024).

Parvovirusi i cirkovirusi divljih mesojeda

Dostupna literatura koja se odnosi na sli¢na ispitivanja uzoraka poreklom od divljih
mesojeda iz Evrope doprinosi interpretaciji dobijenih rezultata o prisustvu CPV2, FPV i
CanineCV/FoxCV kod zlatnih Sakala i crvenih lisica u Srbiji. Naime, ukupna prevalencija
virusa vrste Carnivore protoparvovirus 1 u ovom istrazivanju iznosila je 12,2%, uz slican
broj pozitivnih uzoraka poreklom od $akala i lisica. Ovakav nalaz uklapa se u rezultate
ispitivanja dobijene u Italiji, Spaniji i Slovackoj, gde je kod razli¢itih vrsta divljih mesojeda
zabeleZzeno pribliZzno 10-20% pozitivnih jedinki, uz viSe vrednosti u pojedinim
populacijama (Calatayud i sar., 2020; Ndiana i sar., 2021; Petrouskova i sar., 2025). Nakon
tipizacije, uoceno je da je CPV2 ucestalije prisutan kod Sakala, dok je kod lisica dominantan
nalaz FPV. Ovakva raspodela razlikuje se od nalaza iz severoistocne Italije, gde su zlatni
Sakali i jazavci pretezno bili inficirani FPV, dok je CPV2 rede detektovan (Leopardi i sar.,
2022), kao i od dosadasnjih podataka iz Srbije, gde je kod zlatnih Sakala utvrden iskljucivo
FPV (Mili¢evi¢ i sar., 2024). Nalaz CPV2 kao dominantnog kod Sakala u Zapadnoj Backoj
stoga predstavlja novi podatak za ovu populaciju i moZe odraZavati intenzivniji kontakt
Sakala sa psima u ispitivanom podrucju, uz napomenu da se poredenje zasniva na malom
broju pozitivnih uzoraka. Noviji podaci iz Hrvatske takode ukazuju na ulogu Sakala u
ekologiji FPV, budu¢i da su identifikovani genetic¢ki klasteri FPV zajednicki za domace
macke i $akale (Cori¢ i sar., 2026). U kombinaciji sa nalazima ove studije, prethodno
navedeni podaci ukazuju da zlatni Sakali i crvene lisice mogu ucestvovati u odrzavanju i
razmeni sojeva parvovirusa mesojeda sa psima i mackama. Istovremena cirkulacija CPV2 i
FPV u razlic¢itim vrstama divljih mesojeda, uz filogenetsku bliskost sa sojevima poreklom
od pasa i macaka, ve¢ je opisana u Spaniji i Italiji (Calatayud i sar., 2020; Ndiana i sar.,
2021). Sli¢ni nalazi zabeleZeni su i u Turskoj, gde su CPV2b sojevi poreklom od lisica
pokazali veliku sli¢nost sa izolatima iz pasa (Kurucay i sar., 2023). U tom smislu, slicna
ukupna prevalencija parvovirusa kod Sakala i lisica u Srbiji, ali uz razli¢it odnos CPV2 i FPV,
moZe odraZavati razli¢ite obrasce kontakta ovih vrsta sa psima i mac¢kama. Sakali su u
literaturi prepoznati kao domacini i potencijalni prenosioci virusa pasa, Sto pokazuju i
novije studije iz Madarske i Afrike (de Villiers i sar., 2023; Fehér i sar., 2025). Crvene lisice
u ovom istrazivanju pokazuju ve¢u povezanost sa FPV, ali uz prisustvo CPV2, $to je u skladu
sa nalazima iz Italije, Spanije i Slovacke koji potvrduju da se u populaciji ovih Zivotinja
mogu odrZavati i FPV i CPV2, ali da uloga pojedinih sojeva varira u zavisnosti od lokacije
(Calatayud i sar., 2020; Ndiana i sar., 2021; Petrouskova i sar., 2025). Verovatno je da se
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FPV odrZava u populaciji divljih i domac¢ih macaka, ali i drugih mesojeda sa oportunistickim
nacinom ishrane, dok je CPV2 ceSc¢e prisutan u populaciji Sakala kao posledica direktnog ili
indirektnog kontakta sa psima. Ipak, zbog malog broja pozitivnih uzoraka u ovoj studiji i
nedostatka podataka za domacu populaciju Zivotinja, ovakvo tumacenje ostaje na nivou
pretpostavke.

Filogenetska analiza varijabilnog segmenta kapsidnog gena sojeva CPV2 i FPV
pokazala je da su svi analizirani sojevi CPV2 svrstani unutar genotipova CPV2b i CPV2c, pri
¢emu su rasporedeni u viSe podgrana. Ovakav nalaz je u skladu sa rezultatima dostupnih
studija koje ukazuju na cirkulaciju i filogenetsku raznovrsnost ovih genotipova medu
domacdim i divljim mesojedima (Battilani i sar,, 2019; Calatayud i sar,, 2020; Leopardi i sar,,
2022). U Srbiji posebno je vazna retrospektivna analiza CPV2 kod pasa sa dijarejom, kojom
su u periodu od 2008. do 2020. godine potvrdena sva tri podtipa CPV2. U toj studiji CPV2a
je bio dominantan u ranijem periodu, dok su CPV2b i CPV2c detektovani u novijim
uzorcima, odnosno 2019. i 2020. godine (Mili¢evi¢ i sar,, 2023). Time je pokazano da su
CPV2b i CPV2c ve¢ cirkulisali u populaciji pasa u Srbiji pre njihove detekcije kod divljih
mesojeda u ovom ispitivanju. Medutim, prema dostupnim podacima, CPV2c prethodno nije
potvrden kod divljih Zivotinja u Srbiji i njegov nalaz kod zlatnog $akala u ovoj disertaciji ima
poseban epizootioloSki znacaj. Bliska filogenetska povezanost sekvence PV815777,
poreklom od zlatnog Sakala, sa sekvencom MW382259.1 detektovanom u studiji Milicevi¢ i
sar. (2023) kod psa u Srbiji 2020. godine ukazuje na mogucu povezanost divljih mesojeda sa
lokalnim ciklusom CPV2c koji je prethodno dokumentovan u populaciji pasa. Ipak, ovaj
nalaz ne omogucava postavljanje preciznih zaklju¢aka i moZe se govoriti samo o
filogenetskoj bliskosti i mogucoj zajednickoj cirkulaciji linija virusa, a ne o direktnom
dokazu transmisije sa pasa na Sakale ili obrnuto. Slican obrazac filogenetske bliskosti
izmedu sojeva iz razli¢itih domacina zabeleZen je u viSe evropskih studija, ukljucujuci
Spaniju, Portugal i Italiju, gde su identi¢ne ili gotovo identi¢ne VP2 sekvence detektovane
kod pasa, lisica, vukova i drugih mesojeda (Battilani i sar, 2019; Calatayud i sar, 2020;
Balboni i sar,, 2021c; Ndiana i sar;, 2021), Sto potvrduje da mutacije u VP2 genu nisu nuzno
potrebne za prelazak izmedu simpatri¢nih vrsta. U okviru CPV2b klastera, sojevi iz Srbije
poreklom od crvene lisice, uklju¢uju¢i PV815775, grupisu se sa sekvencama iz Turske i
Egipta, ali bez dovoljno jake bootstrap podrske za pouzdano tumacenje porekla ili pravca
Sirenja virusa. Nasuprot tome, kompaktna grupa sekvenci PV815772-PV815776 pokazuje
nisku geneticku divergenciju, dok se pojedine sekvence divljih mesojeda poklapaju ili
veoma blisko grupisu sa sekvencama pasa iz Srbije, naroc¢ito MW382258.1 i MW382261.1.
Ovakav rezultat ukazuje na cirkulaciju istih ili veoma srodnih CPV2b linija u domacoj i
divljoj populaciji mesojeda na lokalnom nivou. To je u skladu sa nalazima Mili¢evi¢ i sar.
(2023), prema kojima su srpski CPV2b sojevi poreklom od pasa bili medusobno blisko
povezani, Sto podrzava pretpostavku o stabilnoj lokalnoj cirkulaciji ovog podtipa nakon
njegovog pojavljivanja u populaciji pasa. Dakle, ovakva topologija stabla podrzava hipotezu
o zajednickoj cirkulaciji sojeva CPV2 izmedu populacija pasa i divljih mesojeda, ali ne
omogucava izvodenje pouzdanih zaklju¢aka o smeru transmisije ili poreklu virusa. Slican
problem interpretacije opisan je i u drugim studijama, jer parcijalni VP2 region Cesto
omogucava pouzdanu genotipizaciju, ali ne i precizno odredivanje porekla virusa (Battilani
i sar, 2019; Mira i sar,, 2019; Mili¢evi¢ i sar, 2023). Iz navedenog razloga, identi¢ne ili
gotovo identicne sekvence kod pasa, Sakala i lisica treba tumaciti kao dokaz preklapanja
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virusnih linija u istom epizootioloSkom prostoru, a ne kao potvrdu puteva transmisije
virusa.

Slicno tome, sojevi FPV iz ovog ispitivanja grupisani su unutar FPV-B klastera
zajedno sa evropskim sekvencama, dok prisustvo FPV-A linije kod ranije opisanog soja iz
Srbije ukazuje na to da medu divljim mesojedima u zemlji cirkuliSe viSe linija ovog virusa.
Osim toga, nalaz iz ove studije je u skladu sa prethodnim ispitivanjem Mili¢evi¢ i sar.
(2024), u kojem pozitivne Zivotinje nisu imale makroskopski uocljive lezije i bile su u
dobroj kondiciji, $to podrzava tumacenje da infekcija FPV kod Sakala moZe imati
subklinicki tok i da molekularna detekcija virusa ne mora podrazumevati klinicki znacajnu
bolest. Najnovija studija iz Hrvatske pokazuje prisustvo FPV kod 40% ispitanih uzoraka
poreklom od zlatnih $akala (Cori¢ i sar., 2026). Za razliku od studija iz Srbije, u navedenoj
studiji je izvrSena analiza kompletne sekvence VP2, Sto je verovatno doprinelo preciznijoj
filogenetskoj karakterizaciji virusa. U istom istraZivanju identifikovana je i posebna FPV
grupa zajednicka za domace macke i zlatne Sakale iz Hrvatske, dok su pojedine mutacije
bile pozicionirane na povrsini VP2 proteina, u regionima znacajnim za vezivanje antitela.
Ovi nalazi ukazuju na to da zlatni Sakali mogu imati aktivniju ulogu u ekologiji FPV nego Sto
se ranije pretpostavljalo, posebno u podrué¢jima u kojima dolazi do preklapanja domacih i
divljih mesojeda (Corié i sar., 2026). U tom smislu, grupisanje FPV sojeva iz Srbije poreklom
od zlatnih Sakala i crvenih lisica na filogenetskom stablu, uz visoku bootstrap podrsku i
nisku nukleotidnu divergenciju ukazuje na aktivnu cirkulaciju sojeva FPV medu divljim
mesojedima na Balkanu. Takav nalaz ukazuje na nedavnu zajednicku evoluciju ili
ograni¢enu introdukciju novih varijanti virusa, $to je saglasno rezultatima iz Italije, Spanije
i Turske (Tucciarone i sar., 2021; Hasircioglu i sar., 2023). Nalaz iz ove studije je
konceptualno blizak rezultatima Cori¢ i sar. (2026), u kojima su pojedine FPV linije bile
zajednicke za domace macke i Sakale. Ukupno gledano, oba skupa podataka ukazuju na
postojanje lokalnih ili regionalnih linija FPV koje mogu cirkulisati u populacijama razlic¢itih
vrsta domacina, narocito u uslovima preklapanja stanista Sakala, lisica, domacih macaka i
pasa. Osim toga, jedan soj FPV iz ove studije poreklom od lisice filogenetski je pozicioniran
neposredno uz italijanski soj detektovan kod zlatnog Sakala, Sto ukazuje i na postojanje
cirkulacije geneticki srodnih FPV linija Sirom Evrope (Tucciarone i sar., 2021).

Analiza prisustva genskih rekombinacija primenom viSe metoda nije detektovala
verodostojne rekombinantne dogadaje u okviru parcijalnih VP2 sekvenci ni kod CPV2 ni
kod FPV. GARD analiza jeste izdvojila po jednu potencijalnu prekidnu tacku u oba skupa
podataka, ali ti nalazi nisu potvrdeni drugim metodama i zato nisu interpretirani kao dokaz
rekombinacije. Ovakav rezultat je u skladu sa ve¢inom studija u kojima se parcijalni VP2
fragmenti smatraju korisnim za genotipizaciju i filogenetsko poredenje, ali nedovoljnim za
pouzdano dokazivanje rekombinacionih dogadaja (Pérez i sar., 2014; Tucciarone i sar.,
2021; Tang i sar., 2022; Li i sar., 2024). Nasuprot tome, slucajevi prirodne rekombinacije
izmedu parvovirusa mesojeda obi¢no su opisivani na osnovu vecih fragmenata gena,
kompletnih genoma ili uz snaznu podrsku vise metoda (Mochizuki i sar., 2008; Pérez i sar.,
2014; Lii sar., 2024).

Sveukupno posmatrano, rezultati bioinformaticke analize pokazuju da CPV2 i FPV
kod divljih mesojeda u Srbiji imaju razliCite, ali povezane obrasce cirkulacije. Kod CPV2,
posebno je znacajno prisustvo genotipova CPV2b i CPV2c, jer su ove varijante prethodno
potvrdene kod pasa u Srbiji, dok detekcija CPV2c kod zlatnog Sakala predstavlja vazan
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nalaz koji ukazuje na ukljucivanje divljih mesojeda u Siru lokalnu cirkulaciju ove varijante.
U slucaju FPV, ukupno posmatrano sa drugim rezultatima iz Srbije i regiona, moZe se
zakljuciti da zlatni Sakali i crvene lisice mogu ucestvovati u odrzavanju lokalnih i
regionalnih linija FPV, ukljucujudi linije koje se filogenetski pribliZavaju sojevima domacih
macaka. OgraniCenja ove analize ogledaju se pre svega u koriS¢enju parcijalnih VP2
sekvenci, koje izuzev filogenetske analize u cilju diferencijacije genotipova virusa, ne
omogucavaju detekciju svih moguc¢ih rekombinacionih dogadaja niti precizno mapiranje
prekidnih tac¢aka. Dodatno ogranicenje predstavlja relativno mali broj pozitivnih uzoraka,
kao i ogranicena dostupnost referentnih sekvenci iz regiona Zapadnog Balkana u Banci
gena. Takode treba ista¢i da razlike izmedu metoda za detekciju rekombinacije mogu
dovesti do laZno pozitivnih ili negativnih rezultata kada se analiziraju kratki fragmenti gena
ili skupovi sekvenci sa malim brojem varijabilnih mesta (Li i sar., 2024). Bolje razumevanje
ovih procesa zahtevalo bi analizu celih genoma ili ve¢ih fragmenata gena veceg broja
izolata iz Srbije i susednih zemalja, uz ukljuc¢ivanje uzoraka iz populacija pasa, macaka,
Sakala i lisica (Milicevici sar., 2023; Mili¢evic i sar., 2024; Cori¢ 1 sar., 2026).

Podaci dobijeni ispitivanjem prisustva cirkovirusa u populaciji divljih mesojeda
pokazuju da je ukupna prevalencija CanineCV/FoxCV od 31,6% znatno visa od prijavljenih
u vecini prethodnih evropskih studija u kojima se za pojedine vrste beleZe stope od
nekoliko procenata do oko 20% (Zaccaria i sar., 2016; Franzo i sar., 2021; Ndiana i sar.,
2022), sto ukazuje na to da Sakali i lisice u severozapadnoj Srbiji predstavljaju vaZne
rezervoare cirkovirusa. Visoka prevalencija CanineCV, odnosno FoxCV u ovoj studiji
(31,6%), uz izraZenu razliku izmedu Sakala (42,2%) i lisica (22,6%), ukazuje na intenzivnu
cirkulaciju virusa u populacijama divljih mesojeda severozapadne Srbije. U poredenju sa
nalazima iz Italije, gde je CanineCV detektovan kod 15,9-20% lisica i 18-50% drugih
mesojeda, kao i sa studijama iz Hrvatske i Ujedinjenog Kraljevstva koje opisuju FoxCV kod
lisica sa ili bez klini¢kih znakova, dobijene vrednosti ukazuju na aktivnu cirkulaciju kako
CanineCV, tako i FoxCV (genotipa 5 CanineCV) u regionu (Lojkic¢ i sar., 2016; Ndiana i sar.,
2022; Magliocca i sar., 2024). Nalaz koji pokazuje da je kod Sakala ucestaliji CanineCV nego
FoxCV, uz relativno visok udeo meSovitih CanineCV/FoxCV infekcija, dok je kod lisica
dominantno prisustvo FoxCV, u skladu je sa detaljnom genetickom karakterizacijom
CanineCV u istoj populaciji, objavljenom u radu Benkovi¢ i sar. (2025), kao sastavnom delu
ove disertacije. Pored toga, meSovite infekcije genotipovima 4 i 5 CanineCV detektovane su
isklju¢ivo kod Sakala, Sto ukazuje na njihovu mogucu ulogu u transmisiji virusa izmedu
divljih i domacih populacija mesojeda (Benkovi¢ i sar., 2025). Zajedno sa nalazima iz
Namibije, gde su opisani visoka prevalencija i viSestruki rekombinacioni dogadaji izmedu
sojeva poreklom od pasa i Sakala, ovi podaci podrzavaju pretpostavku da Sakali mogu imati
ulogu vaznih domacina kod kojih je pove¢ana mogucnost za stvaranje rekombinantnih
sojeva virusa (de Villiers i sar., 2023). Prisustvo FoxCV (genotipa 5) kao dominantnog kod
lisica u Srbiji uklapa se sa rezultatima mnogobrojnih studija iz regiona i Evrope.
Metagenomske analize fecesa lisica iz Hrvatske pokazale su prisustvo FoxCV blisko srodnog
sojevima iz SAD, Italije i Velike Britanije, dok noviji radovi iz Italije potvrduju ceste
mesSovite infekcije sa drugim enteri¢nim virusima kod lisica i vukova (Lojki¢ i sar., 2016;
Magliocca i sar., 2024; Sarchese i sar., 2025).

Rezultati bioinformaticke analize rekombinacija genoma sojeva CanineCV u
populaciji divljih mesojeda u ovoj studiji otkrivaju izraZzenu geneticku raznovrsnost i
kompleksnu filogenetsku strukturu, Sto je u skladu sa nalazima iz drugih evropskih i
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svetskih studija koje ukazuju na postojanje veceg broja linija virusa i njegovu dinami¢nu
cirkulaciju medu razli¢itim domacinima (Franzo i sar.,, 2021; Beikpour i sar., 2022; de
Villiers i sar., 2023; Fehér i sar., 2025; Benkovi¢ i sar., 2025). Analiza sekvenci iz ove studije
ukazuje na visok stepen geneticke varijabilnosti sojeva CanineCV kod divljih mesojeda u
Srbiji, Sto je u skladu sa nalazima iz Kanade i Italije (Ndiana i sar., 2022; Canuti i sar., 2024).
Filogenetska analiza jasno razvrstava ispitivane sojeve u prethodno definisane genotipove
CanineCV (1-6), a zabeleZeno je izrazeno grupisanje po geografskom poreklu i vrsti
domacina. Naime, sojevi pretezno detektovani kod divljih mesojeda pripadaju genotipu 5
(FoxCV), dok su sojevi iz Irana izdvojeni kao genotip 6 (Beikpour i sar., 2022). Prema
numeraciji primenjenoj u ovom radu, prve tri oznake odgovaraju azijskim sojevima, a
genotip 4 grupi evropskih, americkih i africkih sojeva (Benkovi¢ i sar., 2025). Posebno je
znacajno Sto su sekvence iz Srbije rasporedene u dva genotipa i to: Cetiri soja poreklom od
Sakala u genotipu 4 i pet sekvenci (Cetiri Sakala i jedna lisica) u okviru genotipa 5 (FoxCV).
Geneticka heterogenost utvrdena unutar genotipa 5 u ovom istrazivanju (do 8,4%) u
skladu je sa opsegom nukleotidne slicnosti od 91,9 do 99,8% opisanim unutar iste grupe od
strane Urbani i sar. (2021), Sto potvrduje da genotip 5 obuhvata geneticki raznovrsne
sojeve i da utvrdena divergencija ne dovodi u pitanje njihovo svrstavanje u ovaj genotip.
Osim toga, sekvence iz genotipa 5 formiraju izdvojen klaster koji ukazuje na lokalnu
evoluciju ili potencijalno rekombinantno poreklo pojedinih sojeva. Ovakva topologija stabla
potvrduje istovremenu cirkulaciju viSe linija CanineCV medu divljim mesojedima iz ove
studije, a Sto je ranije dokumentovano za populacije vukova i lisica u drugim zemljama
(Canuti i sar., 2024; Benkovic i sar., 2025; Fehér i sar., 2025).

Analiza rekombinacija identifikovala je sedam rekombinantnih sojeva sa signalima
detektovanim u dva segmenta genoma lociranih na prelazu izmedu Rep i Cap gena cije je
prisustvo potvrdeno viSestrukim metodama u okviru RDP5 softvera, Sto znacajno povecava
pouzdanost ovih nalaza s obzirom na poznate metodoloske probleme pouzdane detekcije
rekombinacije (Martin i sar., 2020; Jaya i sar., 2023). Lokalizacija prekidnih tacaka ukazuje
da funkcionalna razdvojenost Rep i Cap segmenata moZe predstavljati povoljnu zonu za
nastanak rekombinantnih varijanti virusa, sli¢no rezultatima iz Madarske, Kine i Afrike gde
su prekidne tacke registrovane u pribliZno istim segmentima genoma CanineCV (Niu i sar.,
2020; de Villiers i sar., 2023; Fehér i sar., 2025). Najverovatnije roditeljske sekvence su
uglavnom identifikovane unutar skupa sekvenci iz ove studije Sto ukazuje na lokalnu
razmenu genetickog materijala izmedu bliskih linija virusa. Sli¢ni obrasci su kod sojeva
CanineCV u Namibiji kao i za PCV2 kod svinja Sirom Evrope (Olvera i sar., 2007; de Villiers i
sar., 2023). GARD analiza dodatno je potvrdila postojanje prekidne tacke oko pozicije 900 u
nukleotidnoj sekvenci na granici Rep i Cap gena (Niu i sar., 2020; Fehér i sar., 2025).
BioloSki posmatrano, ovakva lokalizacija moZe imati uticaj na kombinovanje kapaciteta za
replikaciju jednog soja sa osobinama kapsida drugog soja bez narusavanja osnovnih
funkcija virusa. Najvec¢i broj rekombinantnih sojeva potice iz uzoraka poreklom od zlatnih
Sakala Sto podrzava hipotezu da ove Zivotinje mogu predstavljati pogodne domacine za
nastanak novih varijanti virusa kao posledica meSovitih infekcija razli¢itim linijama virusa
(Benkovi¢ i sar., 2025). Slican nalaz potvrden je i za populaciju vukova u ispitivanju Canuti i
sar. (2024) gde su ove zZivotinje zabeleZene kao rezervoari raznovrsnih sojeva CanineCV,
odnosno FoxCV (Canuti i sar., 2024). Prisustvo samo jednog rekombinantnog soja
poreklom od crvene lisice u ovom ispitivanju ukazuje na potencijalno manji epizootioloski
znacaj ove vrste za nastanak novih varijanti virusa u datom ekosistemu. Uporedna analiza
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sa radovima iz regiona Zapadnog Balkana pokazuje da postoji odredena geografska
segregacija linija virusa ¢ak unutar relativno bliskih lokaliteta zbog istorijskih migracija ili
barijera kao Sto su reke ili planinski masivi (Benkovic i sar., 2025; Fehér i sar., 2025). Pored
toga, nalaz jedne meSovite infekcije CPV2 i FoxCV kod jednog Sakala u ovoj studiji ukazuje
na mogucnost da isti domacin istovremeno nosi geneticki i bioloski razlic¢ite DNK viruse.
Sli¢ni nalazi opisani su kod vukova u Italiji, kod kojih su CPV2c i CanineCV detektovani u
uzorcima poreklom od iste jedinke, kao i kod lisica i Sakala u Madarskoj, gde su
istovremeno identifikovani CanineCV, CCoV i CDV (Fehér i sar., 2025; Sarchese i sar., 2025).
lako podaci ove studije ne ukljucuju histopatoloska ili klinicka ispitivanja koja bi omoguc¢ila
procenu uticaja potencijalnog sinergistickog efekta parvovirusa i cirkovirusa, skorije
studije iz Srbije ukazuju da je veéina nalaza kod divljih mesojeda povezana sa subklinickim
infekcijama (Benkovi¢ i sar., 2025; Kureljusi¢ i sar., 2026). Ogranicenja ove analize ogledaju
se pre svega u neujednacenoj zastupljenosti sekvenci iz pojedinih geografskih podrucja
Evrope i Balkana kao i prijavljenim parcijalnim delovima genoma u Banci gena. Ukupno
posmatrano, rezultati ove analize doprinose boljem razumevanju evolutivne dinamike
CanineCV na Balkanu, ali isticu potrebu za analizom veceg broja uzoraka kompletnih
genoma poreklom od razli¢itih domacdina kako bi se preciznije detektovali medusobni
odnosi izmedu sojeva poreklom od divljih i domac¢ih mesojeda.
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ZAKLJUCCI

1. Real-time PCR metodom nukleinska kiselina svinjskih parvovirusa utvrdena je u
61,1% uzoraka divljih svinja. Medu pozitivnim uzorcima najceS¢i je bio PPV2
(92,7%), zatim PPV7 (70,9%), PPV3 (32,7%) i PPV6 (18,2%). Konvencionalni
multiplex PCR, primenjen na svim real-time pozitivnim uzorcima, potvrdio je 82,2%
nalaza, sa stopom potvrde od 92,2% za PPV2 do 60,0% za PPV6.

2. Pojedinacna infekcija svinjskim parvovirusima utvrdena je u 23,6%, a meSovita
infekcija u 76,4% pozitivnih uzoraka. NajceS¢e je registrovano istovremeno
prisustvo PPV2 i PPV7 (67,3%), zatim PPV2 i PPV3 (30,9%).

3. Sekvenciranjem metodom po Sangeru dobijene su 23 sekvence svinjskih
parvovirusa: 8 sekvenci kompletnog kapsidnog gena PPV2, 6 kompletnog kapsidnog
gena PPV6 i 9 kompletnog genoma PPV7. Filogenetskom analizom svi sojevi PPV2
svrstani su u grupu 2, odnosno evropski ogranak, sojevi PPV6 u grupu 1 zajedno sa
sekvencama iz Evrope, Rusije i Severne Amerike, a sojevi PPV7 u grupu 2 zajedno sa
sekvencama iz Rusije, Kine i Kolumbije, uz izraZeniju geneticku heterogenost nego
kod PPV2 i PPV6. Nijedna vrsta nije formirala liniju izdvojenu po geografskom
poreklu.

4. Real-time PCR metodom PCV2 je detektovan u 18,9%, a PCV3 u 13,3% uzoraka
divljih svinja, bez meSovite infekcije ova dva virusa, tako da je bar jedan cirkovirus
utvrden kod 32,2% ispitanih jedinki. Cirkovirusi su utvrdeni u 34,5% uzoraka
pozitivnih na parvoviruse, najceS¢e u kombinaciji sa PPV2.

5. Analizom varijabilnog segmenta ORF2 cetiri sekvence PCV2 utvrdeno je da
detektovani sojevi pripadaju genotipovima PCV2b i PCV2d, bez formiranja zasebne
linije specificne za divlje svinje i uz blisku srodnost sa ranije opisanim sojevima
poreklom iz Srbije.

6. Analizom pet sekvenci kompletnog genoma i ORF2 segmenta utvrdeno je da svi
detektovani sojevi PCV3 pripadaju genotipu PCV3-a. Sojevi nisu formirali geografski
izdvojen Kklaster, ve¢ su bili blisko povezani sa sojevima poreklom od domacih i
divljih svinja iz Evrope i drugih podrucja, Sto ukazuje na relativno ocuvanu
geneticku strukturu ovog virusa u ispitivanoj populaciji.

7. Real-time PCR metodom nukleinska kiselina parvovirusa mesojeda utvrdena je u
12,2% uzoraka, sa slicnom ucestaloS¢u kod Sakala (13,3%) i lisica (11,3%).
Naknadnom tipizacijom metodom sekvenciranja potvrdeno je prisustvo CPV2 u
7,1% i FPV u 5,1% uzoraka, pri ¢emu je CPV2 bio ¢es$¢i kod zlatnih Sakala, a FPV kod
crvenih lisica.

8. Filogenetskom analizom 12 sekvenci varijabilnog segmenta kapsidnog gena (7 CPV2
i 5 FPV) utvrdeno je da sojevi CPV2 pripadaju genotipovima CPV2b i CPV2c. Jedan
od dva soja CPV2c, oba poreklom od zlatnih Sakala, bio je u analiziranom fragmentu
identican soju poreklom od psa iz Srbije, dok su Cetiri medusobno najsrodnija soja
CPV2b grupisana zajedno sa sojevima CPV2b poreklom od pasa iz Srbije. Ovi nalazi
ukazuju na cirkulaciju srodnih sojeva CPV2 izmedu pasa i divljih mesojeda, ali ne
omogucavaju zakljuc¢ivanje o smeru transmisije. Svi sojevi FPV svrstani su u grupu
FPV-B zajedno sa evropskim sekvencama, za razliku od ranije opisanog soja iz Srbije
koji pripada grupi FPV-A. U okviru grupe FPV-B tri soja (jedan poreklom od zlatnog
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Sakala i dva od crvenih lisica) formirala su zasebnu podgrupu, Sto ukazuje na
mogucu lokalnu cirkulaciju virusa, dok je jedan soj poreklom od crvene lisice bio
najsrodniji italijanskom soju detektovanom kod zlatnog Sakala.

Real-time PCR metodom nukleinska kiselina cirkovirusa detektovana je u 31,6%
uzoraka divljih mesojeda, i to CanineCV genotip 5 (FoxCV) u 51,6%, CanineCV u
35,5%, a meSovite infekcije u 12,9% pozitivnih uzoraka. Prevalencija je bila visa kod
Sakala (42,2%) nego kod lisica (22,6%), pri ¢emu je kod Sakala ceS¢i bio CanineCV
uz prisustvo mesSovitih infekcija, a kod lisica FoxCV bez meSovitih infekcija. Kod
jednog zlatnog Sakala utvrdena je istovremena infekcija CPV2 i FoxCV.

Analizom devet sekvenci kompletnog genoma utvrdeno je da detektovani sojevi
cirkovirusa mesojeda pripadaju genotipovima 4 i 5 (FoxCV). Genotip 4 detektovan je
kod zlatnih Sakala i grupisao se sa sekvencama iz Evrope, Severne i JuZzne Amerike i
Afrike, dok je FoxCV potvrden kod obe vrste i formirao jasno izdvojen klaster, Sto
ukazuje na lokalnu cirkulaciju geneticki srodnih sojeva.

Verodostojni rekombinacioni signali u sekvencama virusa poreklom od divljih svinja
utvrdeni su kod PPV2 i PPV7, ali ne i kod PPV6 i PCV2. Kod PPV2 verodostojan
signal utvrden je kod jednog soja, sa prekidnom tackom u 5’ delu kapsidnog gena,
dok su kod PPV7 signali utvrdeni kod svih devet sekvenci kompletnog genoma, u
NS1 i VP regionima, uz dve prekidne tacke, Sto ukazuje na mozai¢nu strukturu
genoma ovog virusa. Nijedan od sojeva PCV3 iz ovog ispitivanja nije potvrden kao
rekombinantan. Dve prekidne tacke utvrdene GARD analizom ukazuju na uces$ce
rekombinacije u ranijoj evoluciji PCV3, ali se ne mogu povezati ni sa jednim
pojedinac¢nim sojem iz ovog ispitivanja.

Kod CanineCV/FoxCV rekombinacija je utvrdena kod sedam od devet sojeva, od
kojih je Sest poreklom od zlatnih Sakala, sa prekidnom tackom na prelazu izmedu
Rep i Cap gena. Kod CPV2 i FPV verodostojni rekombinacioni signali nisu utvrdeni.
Uspostavljeni real-time PCR i konvencionalni PCR protokoli omogucili su detekciju i
molekularnu karakterizaciju svih ispitivanih vrsta parvovirusa i cirkovirusa,
ukljucujuci i novootkrivene viruse koji nisu obuhvaceni standardnim dijagnostickim
panelima, te mogu posluziti kao osnova za dalju molekularnu dijagnostiku ovih
infekcija.

Utvrdena filogenetska bliskost pojedinih sojeva sa sojevima ranije opisanim kod
pasa, macaka i domacdih svinja ukazuje na moguéu cirkulaciju srodnih linija virusa
izmedu divljih i domac¢ih populacija, ¢ime se potvrduje epizootioloski znacaj divljih
svinja, zlatnih Sakala i crvenih lisica kao potencijalnih rezervoara ovih patogena,
iako dobijeni podaci ne omogucavaju pouzdano utvrdivanje smera transmisije.
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Mpunor 1.

W3jaBa 0 ayTOPCTBY

Mornucanmn-a [amup beHkosuh

Bpoj ynuca 2019/5009

UzjaBmyjem

Aa je AoKTopcKa ancepTaumja Nnog HacroBoMm

MOMNEKYNAPHA KAPAKTEPU3ALWJA TMAPBOBUPYCA U LMPKOBUPYCA
OETEKTOBAHUX Y MOMYNAUWJAMA OUBIBUX CBUHA W MECOJEOA HA

TEPUTOPWJU 3ANAOHOBAYKOI OKPYTA

e pesynTaT CoOncTBEHor ucTpaxmeadkor paga,

e f[a npeanoxeHa pguceprauuja y UenuMHW HA Yy [enosumMa Huje 6una
npeanoxeHa 3a pobujake ©Guno Koje aunnome  npema CTYANCKAM
nporpamvMma ApYrix BUCOKOLLKONCKUX YyCTaHOBa,

e [Ja cy pe3yntaTy KOPeKTHO HaBeaeHn 1

e [a HUCAM KpLUMO/Na ayTopcka MpaBa M KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc go aHaa

V4 Eeorpa'qy, OL . \F\ & QO&G




Mpwnor 2.

M3jaBa 0 ICTOBETHOCTHU lwTamMnaHe U efieKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOpPCKOr paaa

Wme v npesume aytopa [Jamup Betxkosuh
Bpoj ynuca 2019/5009

Cryavjcku nporpam [okTopcke akagemcke cTyavje

Hacrios paga MOJEKYIIAPHA KAPAKTEPU3ALIMJA TNAPBOBUPYCA U
LINPKOBUPYCA [OETEKTOBAHUX Y NONYNALUMJAMA OUBIBUX CBUHA U
MECOJELA HA TEPUTOPUJIN SAMNAOHOBAYKOI OKPYTA

Mentop lMpod. ap AHapea Papare
Motnucanu Jamup BeHkosuh

usjaBrbyjem ja je wramnaHa sepavja MOr JOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA €ITEKTPOHCKO]
Bepavju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBale Ha noprany [lUruTanHor
penosutopujyMa YHueep3ureta y beorpaay.

[ozsorbaBam Aa ce ofjase Moju NMYHW NoAauwn BesaHn 3a Aobujarbe akagemckor
3Bakba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MME 1 NpesvMe, rognHa n Mecto pofieta u aaTym

onbpaHe paga.

Oeu nW4HW nofaun mory ce o6jaBuTM Ha MpeXHWM CTpaHWlama [gurutande
BubnuoTeke, y ENEKTPOHCKOM KaTanory W y nybnukauujama YHuBep3uTeTa Y

Beorpagy.

MNoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, __ 92 AL 1oL,

L0000




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHusepautetcky Gubnmoteky ,CseTosap MapkoBuh* pga y Ourutantu
penosnTopujym YHueepsuteta y Beorpagy yHece Mojy OOKTOpCKY AucepTauujyy noa
HacnoBoM:

MonekynapHa kapakTepusauuja napsoBMpyca U LMPKOBMPYCA [ETEKTOBAHMX y
nonynauujama AVBIbYX CBMH-a N MEeCojefa Ha TepuTopuji 3anagHoGaukor oKpyra

Koja je moje ayTopcko geno.

HAuceptaumjy ca cBMM npunosuMa npefao/na cam y enekTPOHCKOM chopmarty norogHom
3a TpajHO apxuBMpaH-e.

Mojy pokTopcky auceptaumjy noxpareHy y JurutanHn penosutopujym YHuBepauteTa y
Beorpagy mory pga kopucte ceu Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatveHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuno/na.

1. AyTopcTBo
2. AyTOpPGCTBO - HEKOMEPLMjarnHo
@é\ympcmo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHO — AENUTK 1od UCTUM YCIOBUMA
5. AytopcTtBo — 6es npepage
6. AYyTOpPCTBO — AennTU NoA UCTUM YCroBMUMa

(MonumMo Aa 3aokpyxuTe caMo jefHy of LeCT MOoHyReHUX nuueHLM, Kpatak onuc
NMUEHUM AaT je Ha nonefuHn nucta).

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, Qo‘)\ g )\( . (72(}72£ ) / ’ 7N
,g WM>




1. AyTOpCTBO - [lo3BOSbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUDYLM)Y W jaBHO caorliTasamwe 4ena,
W npepage, ako Ce HaBeAe UME ayTopa Ha HauvwH ogpefleH og cTpaHe aytopa unu
JaBaola nuueHue, Yak 1 y komepuujariHe cepxe. OBo je HajcnobonHmja o cBux
AnueHum.

2. AyTOpCTBO — HeKomepuujanHo. [lo3sorbaegarte yMHOXaBake, AUNCTpUBYLMjy 1 jaBHO
caonwtapame ena, W npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HayduH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa unuv gaeaoua nuueHue. OBa nuUeHLA He AO3BOfbaBa KOMeEpLUMjanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HekomepuuwjanHo - ©e3 npepage. [ossBosbaBaTe YMHOXaBak-e,
anctpubyumjy u jaBHO caonwTasawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosawa WK
yrnotpebe gena y cBoMm Aeny, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha HadvuH oapefheH of cTpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuUeHUa He [03BorbaBa KoMepumjanHy ynotpeby
Aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane fniueHue, OBOM JIMLUEHLOM Ce orpaHuyasa Hajsehu obum
npasa Kopuvwhera gena.

4. AyTOpCcTBO - HekomepuujanHO — AenvuTW nog uctum ycnosuma. [ossorbasarte
YMHOXaBare, AUCTpMbYyLMjy 1 jaBHO caonwTaeame Aena, W npepage, ako ce Hasege
uMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of cTpaHe ayTopa Wiy fasaoua fvUeHUe U axko ce
npepaga AaucTpubympa nog WCTOM WNW  CrMYHOM  nuueHuom. Oea nuueHua He
O03BOSbaBa komepumjandy ynotpeby aena u npepaga.

5. AyTopcTBo — Ge3 npepage. [Jo3BosbaBaTe yMHOXaBake, AUCTpUBYLUMjy U jaBHO
caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBaka unun ynotpebde gerna y ceom geny,
ako ce HaBege UMe ayTopa Ha HauwH ofpefleH of cTpaHe ayTopa WNU Aasaoua
nuueHue. OBa nuueHUa 403B0ObaBa Komepuuvjandy ynotpeby gena.

6. AyTtopcTBO - JenvMTu nog ucTMM  ycrnosuma. [losBosbaBaTe  YMHOXaBatbe,
AncTprdbyumjy W jaBHO caoniwiTaBake Aena, W npepage, ako ce Haesede MMe ayTopa Ha
HauMH oppefeH on cTpaHe ayTopa WNW AaBaoula nvueHUe W ako ce npepaga
AMCTpuBynpa nop MCTOM  MNM  cnvyHoM  nuueHuom. Osa nuueHUa [03BOrbaBa
koMmepuujanHy ynoTpeby nena w npepafa. CnundHa je codTBEpPCKUM nULeHLiaMa,
OOHOCHO NLieHLIaMa OTBOPEHOr Koaa.



