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1. UVOD

Infekcije virusom infektivnog bronhitisa (IBV) su jedan od najce$¢ih uzroka
ekonomskih gubitaka zivinarske industrije. Gubici se ogledaju u vidu smanjene nosivosti,
slabijeg kvaliteta jaja, slabijeg prirasta i uginjavanja pilica. Jedna je od najvaznijih
respiratornih bolesti i prisutna je u celom svetu. Javlja se, kako u intenzivnom, tako i
ekstenzivhom nacinu drzanja zivine. Pojava sekundarnih patogena moze dodatno
zakomplikovati bolest i rezultirati povecanim morbiditetom i mortalitetom. Zahvaljujuci
jednolancanom RNK genomu, to jest njegovim slabije razvijenim reparativnim
mehanizmima, virus IB poseduje veliku sposobnost menjanja putem spontanih mutacija i
genetskih rekombinacija iz ¢ega rezultira stalna pojava novih varijanti virusa 1B-a. Nakon
prve izolacije virusa IB-a 1936. godine, bolest se pojavila Sirom sveta. Nadalje, veéina
zemalja ima svoje najcesce endemske izolate virusa IB-a. Uprkos upotrebi do sada dostupnih
zivih i atenuiranih vakcina, jedna od najznacajnijih poteskoca kontrole IB-a je povezana sa

stalnom pojavom novih sojeva virusa IB-a (Awad et al., 2014).

IB je visoko kontagiozna akutna bolest respiratornog i urogenitalnog trakta zivine, i
uzrokovana je virusom IB-a, ¢lanom familije Coronaviridae. Uprkos Siroko rasprostanjenoj
vakcinaciji, IB je naj¢escée prisutan u eksploataciji, proizvodnji konzumnih jaja, gde dolazi do
pojave novih sojeva virusa IB-a koje nije moguce kontrolisati upotrebom postojecih

komercijalnih vakcina (Gelb and Jackwood, 2016).

Sigurnu dijagnozu I1B-a moguce je postaviti jedino na osnovu izolacije i identifikacije
virusa §to je vremenski zahtevno. Danas se zbog brzine izvodenja, vece osetljivosti i
specificnosti vise upotrebljavaju molekularne metode dijagnostike. One uz identifikaciju

virusa IB-a mogu omoguc¢iti i diferencijaciju do nivoa serotipa odnosno genotipa virusa.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. INFEKTIVNI BRONHITIS

Infektivni bronhitis (IB; Bronchitis infectiosa gallinarum), je vrlo Cesta i veoma
zarazna, akutna i ekonomski vazna virusna bolest Zivine (Gallus gallus domesticus) izazvana
Cavanagh and Gelb, 2008; Jackwood and de Wit, 2013). Virus pripada rodu
Gammacoronavirus (Nidovirales: Coronaviridae: Coronavirinae) (Boursnell et al, 1987
Mihindukulasuriya et al., 2008; Woo et al., 2010; Abdel-Moneim, 2017). IB je kontagiozno
oboljenje respiratornog, urinarnog, genitalnog te gastrointestinalnog trakta Zivine,
karakteristi¢no za intenzivni nac¢in Zivinarske proizvodnje i nije ga lako kontrolisati (Butcher
and Shapiro, 2005). Sam naziv oboljenja odnosi se na naj¢esc¢u klini¢ku manifestaciju bolesti,
iako virus moze inficirati druge epitelne Celije, ukljucujucéi bubreg, genitalne organe i mnoge
delove crevnog trakta (Cavanagh and Naqi, 2003). Virus se S§iri 1 inficira Zivinu inhalacijom
ili direktnim kontaktom sa zaraZenim jedinkama, prostirkom, opremom ili drugim
predmetima ali i preko zarazenog 0soblja i posetioca farmi (OIE, 2013; Cavanagh and Gelb,
2008). Vertikalni prenos virusa nikada nije zabelezen, iako virus moze biti prisutan na
povrSini ljuske jaja. Bolest se javlja u svim zemljama sa intenzivhom Zivinarskom

proizvodnjom (Jackwood and de Wit, 2013).

Prvobitno je bolest opisana kod pili¢a, a kasnije je ustanovljena i1 kod odraslih jedinki,
narocito kod koka nosilja (Di Fabio and Rossini, 2000; Cavanagh and Naqi, 2003; Rauber,
2004, Abdel-Moneim, 2017). Odrasla zivina najcesce je izvor novih serotipova virusa I1B-a.
Kod pili¢a, infektivni bronhitis uzrokuje respiratorne simptome. Kod brojlera uoceni su
smanjeni prirast i konverzija hrane kao i zapaljenje vazdusnih kesa, perikarditis i perihepatitis
usled komplikacija sekundarnim bakterijskim infekcijama. Morbiditet je skoro uvek 100%,
dok mortalitet varira od 0% do 82% (Jackwood and de Wit, 2013). Nefropatogeni sojevi
virusa IB mogu izazvati akutni nefritis i urolitijazu (nefritis-nefroza sindrom) uz mortalitet do

25% u jatu (Cavanagh and Gelb, 2008). Ova pojava se javlja kao posledica infekcije

2
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vakcinalnim i terenskim (divljim) sojevima virusa IB (Alexander and Gough, 1977). Pad
proizvodnje jaja i promena kvaliteta jaja zabelezeni su kod nosilja. Patogenost za
reproduktivni trakt zavisi od uzrasta zivine u vreme infekcije. Virus se moze replikovati u
jajovodu i uzrokovati njegovo trajno ostec¢enje $to rezultira kasnijom smanjenom nosivoséu u
periodu eksploatacije jata (Cavanagh and Gelb, 2012; Jackwood and de Wit, 2013). Ljuske
jaja kod jata inficiranog virusom IB su deformisane, naborane i osetljive na lomove, te kod
pojedinih rasa svetlije, umesto pigmentisane boje. Viskozitet belanca moze biti promenjen i
takvo belance je najcesc¢e vodenasto. Zbog izrazitih promena na jajovodima proizvodnja jaja
se nikad ne vrati na nivo pre infekcije (Jackwood and de Wit, 2013). Obolele jedinke mogu
mesecima sluziti kao izvor infekcije jer posle preboljenja izlucuju virus i do pet nedelja
(Resanovi¢ and Vucicevi¢, 2010). Visok stepen prenoSenja bolesti medu jedinkama, kao i
postojanje velikog broja serotipova virusa uzro¢nika IB znacajno utic¢e na tro§kove preventive
bolesti putem imunizacije (Resanovi¢ and Vuciéevié¢, 2010; Jackwood and de Wit, 2013).
Navedene patoloSke promene uzrokuju znafajne ekonomske gubitke u Zivinarskoj

proizvodnji.

Koronavirusi srodni virusu infektivnog bronhitisa izolovani su kod golubova
(Columbiformes), fazana (Phasianus colchicus), ¢uraka (Meleagris gallopavo), biserki
(Numida meleagridis), gusaka (Anserinae), jarebica (Alectoris sp.), pauna (Pavo cristato) kao
I kod pataka (Anas sp.) i sluze kao rezervoar koronavirusa (Jackwood and de Wit, 2013).
Navedeni podaci nedvosmisleno potvrduju da virus IB ima mnogo Siru lepezu domacina nego

Sto se do tada verovalo (Cavanagh and Gelb, 2012).

2.2. ISTORIJAT

Prvi podaci o IB-u poti¢u iz 1931 godine, u Severnoj Dakoti (SAD), gde je opisana
nova do tada nepoznata respiratorna bolest mladih pili¢a starosti dva do dvadeset dana
(Schalk and Hawn, 1931; Jackwood and de Wit, 2013) dok je virus izolovan 1936. godine
(Beach and Schalm, 1936; Jackwood and deWit, 2013). Dve godine nakon prvih podataka o

IB-u, 1933. godine, kao uzroénik pokazao se filtrabilni agens (virus), za koji se u pocetku
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mislilo da je blaza forma infektivnog laringotraheitisa (ILT) (Bushnell and Bradly, 1933) a
Sto se kasnije pokazalo da nije tako (Beach and Shalm, 1936).

U nekoliko narednih godina, bolest je otkrivena i u drugim podru¢jima SAD (Van
Roekel et al., 1942), a zatim i u svim zemljama sa razvijenim zivinarstvom. U pocetku, bolest
je opisana kao iskljucivo bolest pilica, medutim, kasnije je bolest primecena i kod jedinki u
odgoju kao i u jatima koka nosilja. Druge opisane manifestacije 1B-a ukljucuju pad
proizvodnje jaja u jatu koka nosilja, simultano sa respiratornim promenama opisanim 1940-ih
godina, promenama na bubrezima 1960-ih godina (Cavanagh and Gelb, 2008), enteri¢nim
lezijama opisanim 1985. godine i proventrikulus 1998. godine (Abdel-Moneim, 2017). Velika
geografska rasprostranjenost i ekonomski znacaj bolesti izazvane sa virusom IB-a je
rezultirao u iznalazenju nacina da se suzbije IB u jatima koka nosilja. Prvi pokusSaji
prevencije oboljenja bili su ograni¢ene efikasnosti a sastojali su se u kontrolisanom
inficiranju pilica sa virusom IB-a $to se smatra prvim korakom ka razvoju programa
vakcinacije koji se sa izvesnim modifikacijama i danas koristi (Cavanagh and Gelb, 2008).

Dakle, 1950. godine otpoceto je vakcinisanje pilic¢a, §to je dovelo do smanjenja gubitaka.

Prva vazna otkrica u istrazivanjima vezanim za Virus IB-a ukljuc¢uju potvrdu virusne
etiologije od strane Beach i Salma 1936. godine, a potom sledi prvo umnoZavanje virusa u
embrionu kokosijih jaja od strane Beaudette i Hudson 1937. godine (Beaudette and Hudson,
1937). Delaplane i Stuart (1941) su pretpostavili da ovo moze imati znacaj u imunizaciji $to
1941. godine vodi do izvestaja o prvoj vakcini protiv IB-a (van Roeckel et al., 1942). Prva
vakcina protiv IB-a u SAD razvijena je uz pomo¢ van Roeckel M-41 soja, koji je Mass
serotip virusa, izolovan na Univerzitetu u Masacusetsu, Amherstu, 1941. godine (Jackwood
and de Wit, 2013).

Jungherr i saradnici (1956) izvestavaju da virus IB-a izolovan u Konektikatu ne pruza
unakrsnu zastitu pili¢a koji su inficirani originalnim Mass izolatom virusa IB-a. To je bio prvi
dokaz da je u etiologiju IB-a uklju¢eno vise od jednog serotipa (Fabricant, 2000; Jackwood
and de Wit, 2013).

Sa pocetkom 1960-ih IB je dijagnostikovan u Holandiji Sto je dovelo do razvoja Mass
tipa vakcine poznate kao "H" vakcina i to prema prvom slovu imenu farmera (Huyben) sa Cije
farme je poticao izolat a ne prema zemlji odakle je izolovan kako se ranije mislilo (Bijlenga
et al., 2004; Cavanagh and Gelb, 2008; Jackwood and de Wit, 2013). Vakcina koje sadrze
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sojeve H120 i H52 ubrzo su postale ¢este u upotrebi, dok je H120 danas najcescée koris¢en soj
vakcine protiv IB (Jackwood and de Wit, 2013).

Tokom 1960-ih je otkriveno da virus IB-a moze interferirati sa virusom Njukastl
bolesti (NDV) u embrioniranim jajima i ¢elijskim kulturama, S$to je veoma znacajno iz
razloga $to se vakcine protiv virusa IB-a i NDV c¢esto aplikuju zajedno (Raggi and Lee, 1963;
Beard, 1967). Istih godina Winterfield i Hitchner ukazuju da pojedini sojevi virusa 1B-a
mogu uzrokovati nefritis-nefroza sindrom a takode su izolovani i nefropatogeni sojevi Gray i
Holte (Winterfield and Hitchner, 1962). Tokom 1970-ih i 1980-ih godina radeno je dosta na
identifikaciji razli¢itih serotipova i sojeva virusa IB testom serum neutralizacije na

embrioniranim jajima. (Jackwood and de Wit, 2013).

Nekoliko istrazivanja je pokazalo da je bolest bila prisutna u Jugoslaviji. Medu
prvima su je na podru¢ju BiH opisali Matuka i saradnici (1964) koji su izolovali virus i
dokazali da je nakon nekoliko pasaZza na pile¢im embrionima patogenost virusa iznosila 70%
a da su embrioni uginuli 7-10 dana nakon inokualcije. Tokom 1964. i 1965. Paukovié¢ (1965)
ustanovio je prisustvo specifi¢énih antitela protiv virusa IB-a u serumima kokoSaka na
farmama u Sloveniji i Hrvatskoj te po prvi put prikazao epizootioloSku situaciju bolesti IB tih
krajeva. U Hrvatskoj su virus IB izolovali Mazija i saradnici (1969) te u Sloveniji Mrzel
(1967).

Medu prvima koji su predlozili mere suzbijanja bolesti IB-a ali i ukazali na
neophodnost sprovodenja imunizacije protiv IB-a kod Zivine bili su Paukovi¢ 1 saradnici
(1968).

Sve do 1970. godine istraZivanja su mahom obuhvatala samo zivinu iz intenzivnog
uzgoja te su Nagli¢ i saradnici (1970) obuhvatili i stanje prisustva zaraze u ekstenzivnom
uzgoju zivine na podru¢ju Velike Gorice gde su se proizvodila rasplodna jaja. Takode su
utvrdili prisustvo specifiénih antitela, te preporucili primenu specificne imunoprofilakse

protiv IB-a.

Nefropatogeni soj virusa infektivnog bronhitisa utvrden je kod brojlera 1973. godine
na podrucju Slovenije blizu granice sa Italijom. U toj oblasti bolest je bila prisutna nekoliko

godina 1 to u obliku enzootije ali se nije Sirila na druga podrucja tadaSnje Jugoslavije

(Josipovi¢ and Mrzel, 1984).
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Znacajan pomak u dijagnostici virusa IB-a desio se tokom 1990-tih kada su
laboratorije Sirom sveta pocele sa identifikacijom tipova virusa I1B-a upotrebom molekularnih
tehnika (Jackwood et al., 1997; Jackwood and de Wit, 2013).

2.3. UCESTALOST | GEOGRAFSKA DISTRIBUCIJA

Za vecinu zemalja opisani su domaci sojevi virusa IB-a i neretko su nazivani imenom
laboratorije u kojoj je izolovan ili nau¢nika koji ih je prvi izolovao, a takode i prema imenu
drzave; npr. Masacusets, Konektikat, Arkanzas, D274 ili QX soj. Pojedini sojevi virusa IB-a
se ne replikuju i ne prezivljavaju duze vreme. Medutim oni koji imaju tu sposobnost, postaju

ekonomski znacajni za odredenu geogarafsku odrednicu ili Citav svet.

Virus infektivnog bronhitisa se javlja Sirom sveta osim Antarktika (de Wit et al.,
2011; Jackwood and de Wit, 2013). Prve varijante virusa I1B-a su otkrivene 1950-ih u SAD,
medutim retrospektivna studija je pokazala da su one postojale i tokom 1940-ih u SAD (Jia et
al., 2002; Jackwood and de Wit, 2013).

Prvi izolat virusa IB-a bio je ,,Beaudette” soj (Beaudette and Hudson, 1937). Nakon
toga je u Severnoj Dakoti izolovan M41 soj koji je seroloski bio srodan sa ,,Beaudette sojem
(Bracewell, 1975). Sojevi ovih serotipova virusa IB bili su prvi kori$¢eni U pravljenju Zive
vakcine (Bijlenga et al., 2004; Awad et al., 2014).

Prvi izolovan soj u Australiji bio je "T" soj 1962. godine (Cumming, 1963; Ignjatovic
et al., 1997). Zbog geografske izolovanosti, evolucija ovog soja virusa u mnoge nove
varijante odvijala se nezavisno od ostatka sveta (Ignjatovic et al., 2006; Awad et al., 2014;
Bande et al., 2017).

U Evropi, svega 30% izolata bili su seroloski u vezi sa poznatim americkim
serotipovima iz 1970-tih a preostali su, prema VN testu, bili srodni sa Cetiri holandska
serotipa: D207 (poznat i kao D274), D212 (poznat i kao D1466), D3128 i D3896 (Davelaar et
al., 1984). Vecina izolovanih sojeva izmedu 1981. i 1983. bili su u vezi sa holandskim
sojevima: D207, D3128 i D3896 (Cook, 1984). lako su ovi sojevi virusa uzrokovali
respiratorne promene i pad proizvodnje jaja kod nosilja, kvalitet jaja nije bio promenjen
(Cook, 1984; Cook and Huggins, 1986). Od tada nadalje, vecina sojeva virusa izolovani su u
Velikoj Britaniji (Gough et al., 1996) ali i drugim evropskim zemljama ukljucujuci Francusku

6
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(Picault et al., 1986; Auvigne et al., 2013), Belgiju (Meulemans et al., 1987; Meulemans et
al., 2001), Italiju (Capua et al., 1994; Zanella et al., 2003), Poljsku (Minta et al., 1998;
Domanska-Blicharz et al., 2007) i Spaniju (Dolz et al., 2006; Dolz et al., 2008). Unutar
pomenutih sojeva virusa 1B-a, najveci internacionalni znacaj imao je soj pod nazivom 793B
(poznat 1 kao 4/91 ili CR88) koji se pojavio 1990tih i veoma brzo raSirio na mnoge delove
sveta (Gough et al., 1992; Parsons et al., 1992; Abro et al, 2012). Uz prisustvo lokalnih
sojeva virusa IB-a, u Brazilu su detektovani virusi IB-a sli¢ni evropskom soju 793B, Mass-
tipu i Arkanzas (Villarreal et al., 2010; Awad et al., 2014; Bande et al., 2017).

Novi genotip virusa IB-a koji je imao veliki ekonomski znacaj, sekvencioniran je
2002. godine i nazvan Italy 02 te deponovan u GenBank nukleotidnu bazu. Upotrebom VN
testa, utvrdena je mala antigenska povezanost izmedu ovog novog soja i referentnih IBV
serotipova, §to je pokazalo da je Italy 02 najverovatnije novi serotip (Dolz et al., 2006).
Nedugo zatim, utvrdeno je da je Italy 02 soj jedan od tri najucestalije detektovana soja virusa
IB-a kao i dominantan divlji tip virusa IB-a u Zapadnoj Evropi. Poreklo Italy 02 nije poznato,

ali se prosirio Evropom (Worthington et al., 2008; Awad et al., 2014).

Do sredine 1990-ih vecina publikovanih izvestaja otkrila je Sirok spektar virusa koji
su uzrokovali IB u razli¢itim delovima Kine. Medu njima najznacajnija varijanta virusa je
QX koja se pojavila i prosirila iz Kine a uzrokuje i proventrikulitis (Wang et al., 1998; Awad
et al.,2014). Iz Kine se QX prosirio prvo u Rusiju a nakon toga i u Evropu gde se povezuje sa
bolestima reproduktivninh organa i bolestima bubrega (Terregino et al., 2008), dok je

proventrikulitis pronaden samo kod brojlera (Ganapathy, 2012; Awad et al., 2014).

Genotip virusa I1B-a, Q1, izolovan je u Kini tokom 1996. i 1998. godine (Yu et al.,
2001). Nedavno je detektovan i u Evropi (Toffan et al., 2011), Severnoj Americi (Jackwood,
2012), Bliskom Istoku i Indiji (Awad et al., 2014).

Studija koja je ispitivala prisustvo virusa IB-a u Zapadnoj Evropi (Worthington et al.,
2008) dokazala je da je najucestaliji 793B serotip, a slede ga Mass tip, H120, M41, IBM,
Italy02 i soj blisko srodan kineskom QX. Od spomenutih sojava virusa 1B-a QX je danas

najznacajniji u Evropi. U Evropi prvi put je izolovan u Italiji 2004 (Bande et al., 2017).

Genotipovi virusa I1B-a sa odredenim regionalnim znac¢ajem, kao §to je IBV 1S/855/00
(Meir et al., 2004), i 1S/1494/06, izolovani su u lzraelu. Kasnije, ovi sojevi virusa nadeni su u
Turskoj (Kahya et al., 2013), Egiptu (Abdel-Moneim et al., 2012), Iraku (Mahmood et al.,
2011) i Libiji (Awad et al., 2014).
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Najznacajnije globalne varijante virusa IB-a, kao $to su 793B ili QX, proSirile su se
preko Azije, Evrope i Afrike u kratkom periodu, ali nisu detektovane u SAD ili Australiji. Sa
druge strane, Arkanzas soj se retko javlja van SAD. Patogeni soj poput D1466, koji je bio
endemski za zemlje Zapadne Evrope tri decenije, retko je bio detektovan izvan navedenog
podrucja (Awad et al., 2014).

Postoje podaci da je bolest opisana ¢ak i kod vakcinisanih jedinki gde su izolovani
sojevi bili antigenski razli¢iti od vakcinalnog soja ali to nije uvek bio sluc¢aj (Awad et al.,
2014). Izuzetno je vazno napomenuti da nekoliko genotipova virusa IB-a mogu cirkulisati na
odredenom geografskom podru¢ju gde su seroloske unakrsne reakcije Ceste sa vise ili manje

unakrsne zastite.

2.4. ETIOLOGIJA

2.4.1. Virus infektivnog bronhitisa (VIB)

2.4.1.1. Taksonomija virusa infektivnog bronhitisa

Virus infektivnog bronhitisa (IB) pripada familiji Coronaviridae u kojoj se nalaze dve
subfamilije, i to Coronavirinae i Torovirinae. Familija Coronaviridae je zajedno sa
Ateriviridae i Roniviridae, unutar reda Nidovirales (Enjuanes, 2000; Cavanagh and Gelb,
2008; Jackwood and de Wit, 2013; Abdel-Moneim, 2017). Subfamiliju Coronavirinae
obuhvataju cetiri roda: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus i
Deltacoronavirus dok subfamiliju Torovirinae ¢ine dva roda: Bafinivirus i Torovirus (Slika
koronavirus, rod Gammacoronavirus koji sadrzi koronaviruse i drugih vrsta ptica ali i
morskih sisara (delfin i Beluga kit) (Jackwood and de Wit, 2013; Abdel-Moneim, 2017).
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= Order: Nidovirales (4 Families) history
+ Family: Arteriviridae (5 Genera) history

— Family: Coronaviridae (2 Subfamilies) history

= Subfamily: Coronavirinae (4 Genera) history
Genus: Alphacoronavirus (11 Species)
Genus: Betacoronavirus (9 Species)
Genus: Deltacoronavirus (8 Species)
Genus: Gammacoronavirus (2 Species)
Species: Avian coronavirus history
Species: Beluga whale coronavirus SW1 history

+ Subfamily: Torovirinae (3 Genera) history

Slika 1. Taksonomija virusa ICTV, 2016.

2.4.2. Morfologija i hemijska struktura virusa

Infektivni bronhitis zivine izaziva virus (IBV), koji prolazi kroz filter, veli¢ine pora
od 0,22 um. Poseduje loptastu do pleomorfnu gradu (Slika 2) promera 100-160 pum
(Cavanagh and Gelb, 2008).

Slika 2. Izgled korona virusa- elektronska mikroskopija (Cavanagh and Gelb, 2008).

Na povrsini nosi trnaste izdanke u obliku latica ili krune duge 20 nm. (Gonzales et al.,
2003; Cavanagh and Gelb, 2008; Abdel-Moneim, 2017). Unutar virusne Cestice nalazi se
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jednolancana linearna RNK pozitivne polarnosti, koja sa nukleoproteinom formira heli¢ni
nukleokapsid. Virus je obavijen lipoproteinskom ovojnicom koja sadrzi trnaste izdanke od S
glikoproteina, strukturni membranski glikoprotein (M) i mali membranski protein (E).
(Abdel-Moneim, 2017) (Slika 3).

Spike Membrane
protein (S) protein (M)
Viral RNA

Nucleoprotein

(N)

Envelope /

protein (E)

Slika 3. Sematski prikaz grade IBV (Abdel-Moneim, 2017).

Elektronskom mikroskopijom je utvrdeno da je virus IB-a sli¢an virusima iz roda
koronavirusa, familije Coronaviridae. Poznato je preko dvadeset pet poznatih genotipova
Sirom sveta (Snyder, 2002). Jednu od prvih Klasifikacija virusa objavio je Cunningham 1970.
godine.

Hemijska struktura virusa

Lanac RNK je duzine 27 600 nukleotida (nt). Poput drugih c¢lanova familije
Coronaviridae, genom IBV ¢ine geni koji kodiraju strukturne i nestrukturne proteine.
Strukturni protein (komponente virusne cestice - viriona ukljuCuju pomenuti S (spike)

glikoprotein, E protein ovojnice, M (protein matriksa) i N nukleokapsidni protein (Lai and

10
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Cavanagh, 1997; Enjuanes, 2000; Butcher and Shapiro, 2005; Cavanagh and Gelb, 2008).
Ovi proteini igraju vaznu ulogu u vezivanju virusa za ¢eliju domacina, replikaciju 1 izgradnju

viriona kao 1 indukovanju klini¢kog oblika bolesti.

Od svih glavnih strukturnih proteina, M protein je transmembranski protein, koji igra
klju¢nu ulogu kroz interakciju virusne ribonukleokapside i S (spike) glikoproteina (Haan et

al., 2000.; Bande et al, 2015). Samo oko 10% M proteina nalazi se u povrSinskom sloju

virusa (Cavanagh and Gelb, 2008).

S protein sadrzi tri kopije svakog od dva glikopolipeptida, S1 i S2 (problizno 520 i
625 aminokiselina). S1 subjedinica se veruje da formira globularnu glavu S proteina i ima
bitnu ulogu u vezivanju i ulasku virusa u ¢eliju, i to preko receptora sijalinske kiseline i
smatra se odrednicom za raznovrsnost virusa i imunolosku zastitu (Jackwood et al., 2012). S2
subjedinica je glikopolipeptid koji u¢vrs¢uje S protein za membrane Celija i nije povezan sa

subjedinicom S1 disulfidnim vezama (Wei et al., 2008; Shi et al., 2011; Bende et al., 2015).

E protein je medutim, oskudan, mali membranski protein. Sadrzi domene visoko
hidrofobne transmembrane N-terminal i citoplazmatski C-terminal. On je veoma bitan za

formiranje virusne Cestice.

N protein okruzuje jedan deo RNK lanca (Casais et al., 2003; Casais et al., 2005;
Youn et al., 2005; Cavanagh and Gelb, 2008).

2.4.3. Genomska organizacija virusa IB-a

Genom virusa IB-a ¢ini jednolancana linearna RNK koja poseduje cap modifikacije
na 5' kraju i poli (A) repitations na 3' kraju iRNK (informaciona ribonukleinska kiselina).
Virusni genom je prosecne duzine od 27 661 nt (bez poli (A) repa). Strukturu genoma IBV
¢ini deset razli¢itih otvorenih okvira Citanja (eng. Open reading frame, ORF) koji kodiraju

gene za strukturne i nestrukturne glikoproteine (Slika 4).

11
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3a3bE 5a5b
5 UTR ORF-1a s | 3 UTR
ORF-1b

Slika 4. Struktura genoma IBV-a. ORF 1a/b je obojen plavom bojom. Gen S proteina
dat je u prikazu u svetlo zelenoj boji; E je zelene boje; M je crvene boje; N je
maslinasto zelene boje i nalazi se na 3-em delu genoma (preuzeto i prilagodeno iz
Abdel-Moneima, 2017).

ORF1lab kodira izgradnju nestrukturnih proteina replikacionog kompleksa, od kojih je
jedan poliprotein. ORF2 kodira za Spike glikoprotein; ORF3abc kodira za 3a, 3b i 3c ili mali
membranski ili E protein); ORF4 kodira za membranski glikoprotein (M); ORF5ab kodira za
proteine 5a i 5b; ORF6 kodira za nukloprotein (N). Genomska organizacija klasi¢nog IBV-a
(Slika 4) je 5'UTR-ORFla-ORF1b-S-3a-3b-E-M-5a-5b-N- UTR 3' (Abdel-Moneim, 2017).

Virus I1B-a kao i svi RNK virusi, ima sklonost da lako mutira i promeni genetski
sastav usled slabijeg reparacionog mehanizma za ispravljanje greSaka nastalih tokom procesa
replikacije. Virusna RNK polimeraza nema izrazenu sposobnost ispravljanja greSaka nastalih
pri replikaciji, pa zbog toga cesc¢e nastaju promene u RNK tj. mutacije; ne postoji proof
reading (potvrda ta¢nog Citanja). Kao rezultat toga, brojni serotipovi su identifikovani i
komplikuju napore u kontroli IB pomocu vakcinacije jer svaka genetska mutacija
potencijalno je uslov za stvaranje novih subtipova i serotipova virusa IB (Jackwood et al.,
2013).

2.4.4. Genotipovi virusa IB-a

Pretpostavlja se da je pojava virusa IB-a veoma Cesta i do dana danasnjeg poznato je
da postoji vise od 65 genotipova Sirom sveta. Razliiti serotipovi virusa IB-a uglavhom se
mnogo razlikuju (od 20-50%) u izvedenim sekvencama aminokiselina u S1 subjedinici
(Abdel-Moneim, 2017). Serotipovi virusa IB koji dele vise od 95% istih aminokiselina u S1
trebali bi da imaju unakrsnu zastitu dok nizovi virusa IB drugih serotipova koji dele manje od
85% istih aminokiselina nemaju unakrsnu zastitu (Cavanagh and Gelb, 2008). Slaba unakrsna
zaStita je pronadena i u virusima koji se razlikuju u samo 2-3% aminokiselina (Abdel-
Moneim et al., 2006; Abdel-Moneim, 2017). Ovakva razli¢itost u S1 je verovatno rezultat

mutacija, rekombinacija i jakih pozitivnih selekcija in vivo (Cavanagh et al., 1990; Abdel-
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Moneim, 2017). Siroka primena Zivih atenuiranih vakcina i kasnijeg selektivnog pritiska
indukovanog neutralizacijom specifi¢nih antitela protiv "spike™ proteina antitelima isforsirali
su adaptaciju virusa I1B-a da izbegne imunitet, $to je dovelo do brze stope evolucije i stvaranja

novih serotipova i genotipova (Jackwood, 2012).

Sklonost RdRp replikaze ka gresSci tokom replikacije ne bi trebala igrati vaznu ulogu u
evoluciji virusa IB-a jer pomenuta replikaza poseduje egzoribonukleaznu aktivnost koja
omogucuje delimi¢no proveravanje i ispravljanje greSaka tokom same replikacije genoma
koronavirusa. Tokom replikacije, ceo genomski negativni Sablon nastaje jedinstvenim
kontinuiranim, a subgenomske negativne iRNK nastaju diskontinuiranim mehanizmom koji
omogucéava rekombinaciju izmedu RNK virusa (Slika 4) (Abdel-Moneim, 2017). lako je
rekombinacija virusa prisutna i pronadena kroz ceo genom virusa 1B, Zarista rekombinacije
su pronadena ispred S gena u genima za nestrukturne proteine 2, 3 i 16, potom u E i M
genima kao i u blizini netranslatovane regije (engl. Untranslated region, UTR) na 3' kraju
genoma (Thor et al.,, 2011). Rekombinacija u razli¢itim genima IBV-a uti¢e na njegovu
patogenost i virulenciju ali rekombinacija S gena moze da rezultira stvaranjem novih sojeva
virusa IB-a, novih serotipova pa ¢ak i novih virusa koji inficiraju nove domacine kao i
jedinke vakcinisane sa postoje¢im vakcinama (Jackwood et al., 2010). U prirodi se ucestalo
zbivaju rekombinacije medu genima i tipovima IBV-a. Tako je u Rusiji izolovan mozai¢ni S1
rekombinantni IBV od tri razli¢ita genotipa H120, QX i D274 (Ovchinnikova et al., 2011;
Abdel-Moneim, 2017). Nadalje, rekombinacija nepoznatog gamakoronavirusa sa poznatim
sojem virusa 1B-a rezultiralo je evolucijom gamakoronavirusa koji moze da inficira ¢urke
(Jackwood et al., 2010a; Abdel-Moneim, 2017).

2.4.5. Replikacija virusa

Sirenje virusa IB-a medu inficiranom Zivinom u jatu se defava veoma brzo i to
najéeSce aerosolom kao i mehani¢kim sredstvima. Inicijalna replikacija virusa IB-a se deSava
u sluzokozi gornjih respiratornih puteva, uzrokuju¢i gubitak trepljastih epitelnih Celija u
sinusima i traheji. Takode, neki sojevi virusa IB-a se replikuju u tkivu duz digestivnog trakta
(ezofagus, proventrikulus, duodenum, jejunum, Burza Farbici, cekalnim tonzilama, rektumu i
kloaci) bez znacCajnijeg patoloskog efekta (Raj and Jones, 1997; Boltz et al., 2004; Villarreal
et al., 2010).

13



Bojana Vidovi¢ doktorska disertacija Pregled literature

Oste¢enje bubrega povezano sa odredenim sojevima virusa IB-a je vazna
karakteristika infekcije, posebno kod brojlera, jer nefropatogeni sojevi virusa IB-a produkuju
manje respiratornih znakova (Ziegler et al., 2002) i lezija (Glahn et al., 1989) ali mogu
uzrokovati vec¢i mortalitet (de Wit et al., 2011b). Infekcija mukoze creva se ne manifestuje
klini¢ki, ali virus opstaje dugi vremenski period i rezultira izlu¢ivanjem virusa fecesom.

Uoceno je da se virus replikuje u crevima duZzi period nego u respiratornom traktu (Jones,

2010b).

Neki sojevi virusa IB-a uzrokuju proventrikulitis (Yu et al., 2001; Gough et al., 2008;
Benyeda et al., 2010; de Wit et al., 2011a., Sun et al., 2011) i enteritis (Jones, 2010a).
Terenska infekcija sa 793B povezana je sa pojavom enteritisa (Jones, 2010a). Pored
navedenog, virus IB-a se replikuje u jajovodu i testisima inficirane Zivine, §to vodi smanjenoj
proizvodnji jaja i oplodenosti (Boltz et al., 2004; Villarreal et al., 2007; Grgic et al., 2008).
Kod brojlera i nosilja, pojava virusa IB-a QX pojacao je sposobnost nekih sojeva virusa I1B-a
u uzrokovanju znacajnog patoloSkog oSteCenja zenskog reproduktivnog trakta Zivine. To
posledi¢no uzrokuje odlaganje pocetka proizvodnje, ne postizanje tehnoloskog "peak'-a
proizvodnje jaja, povecan postotak laznih nosilja i noSenja jaja loSeg kvaliteta. (Ganapathy,
2009; de Wit et al., 2011b).
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Slika 5. Replikacija IBV-a Fenner's veterinary Virology.
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Virus se veze za specificni receptor na plazma membrani ciljne celije. Specifi¢ni
receptor za virus 1B-a tek treba da se utvrdi, no zna se da je 02,3-siali¢na Kiselina potrebna za
pokretanje vezivanja virusa posredstvom S proteina za receptor na membrani ciljne celije
(Wickramasinghe et al., 2011; Promkuntod et al., 2014; Abdel-Moneim, 2017). Vezivanje
virusa za receptor pokrecée ulazak virusa u ¢eliju (Slika 5). Pri tom dolazi do konformacione
promene na S proteinu koja dalje pokrece sjedinjavanje virusne membrane sa cCelijskom
membranom. Nakon toga se virusni nukleokapsid oslobada u citoplazmu i odmotava se RNK

kako bi se mogla pokrenuti transkripcija i translacija.

Virus se replikuje u citoplazmi. Kada virusna RNK ude u citoplazmu, ORF lai 1b se
prevode u funkcionalne nestrukturne proteine koji se sastoje od kompleksa RNK replikaze-
transkriptaze. Ovaj kompleks sintetiSe ceo lanac kopije RNK negativne polarnosti, koja
predstavlja Sablon za transkripciju celog lanaca RNK i 6 subgenomskih iRNK koje imaju
identi¢ne 3' krajeve ali razliCite duzine (Slika 6) (Abdel-Moneim, 2017). Intergenske
sekvence ili sekvence regulatori transkripcije (engl. transcription — regulatory sequence,
TRSs, 5' CT(T/G)AACAA(A/T)3") koje se nalaze na 3' kraju vodece (leader) sekvence i na
razliCitim pozicijama ispred gena oznaCavaju pocetnu tacku za sintezu genomske i

subgenomskih iRNK.

Cap Poly A
Leader
ORF-3 ORF-5 ORF-7
ORF-1a ORF-1b ORF-2 RF-4 ORF-6
MeGpppU %% AAA(A)n
TRS / TRS TRS TRSTRS TRS TRS
5'UTR Ribosomal frameshift 3UTR
> «—>
Leader TRS Genomic RNA
TRS TRS TRS TRSTRSTRS TRS

Subgenomic mRNA transcript
5 1
B——
W 3
B
s
B 6

Slika 6. Sematski dijagram IBV, genomska RNK i subgenomska iRNK (lzvor: Abdel-
Moneim, 2017).
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Dve tre¢ine genoma na 5' kraju ¢ini ORF 1 koji se sastoji od dva dela 1a i 1b. Oni
kodiraju poliproteinski prekursor (kompleks RNK replikaze-transkriptaze) koji se u
ribozomima prevodi u veliki poliprotein 1ab (Brierley et al., 1989). Poliprotein 1ab se dalje

obraduje u 15 nestrukturnih proteina (nsp2-16) koji ucestvuju u replikaciji virusa. Proteinaza

pro pro pro

slicna papainu (PL"™), glavna (M"™) ili proteaza 3CL"" (zato §to ima sli¢nosti sa 3C
proteazom pikornavirusa), 1-fosfataza adenozin difosfat-riboze (nsp3), RNK polimeraza
zavisna 0 RNK (nspl2, RdRp) i RNK helikaza (nspl3), egzonukleaza (nspl4),
endoribonukleaza (nsp15) i 2-o-metiltransferaza (nsp16) (Fang et al., 2010; Abdel-Moneim,
2017) su vazni enzimi za replikaciju koje kodira gen replikaze. Egzonukleaza i
endoribonukleaza su ukljuéeni u obradivanje RNK (Fang et al., 2010; Abdel-Moneim, 2017).
Preostala tre¢ina genoma na 3’ kraju sadrzi gene koji kodiraju strukturne proteine i dodatne
gene umetnute izmedu strukturnih gena. Svaka virusna subgenomska iRNK se zasebno
prevodi u jedan virusni protein, i to Cetiri strukturna proteina S, N, M, E (Casais et al., 2005;

Hodgson et al., 2006; Cavanagh and Gelb, 2008).

Replikacija genoma virusa 1B-a se odvija kroz kontinuiranu transkripciju dok se
sinteza subgenomske RNK odvija kroz diskontinuiranu transkripciju (Slike 5 i 6) (Masters,
2006; Tan et al., 2012; Abdel-Moneim, 2017). Pored gena replikaze, za genomsku RNK
replikaciju su potrebne UTR sekvence 5'i 3' kraja genoma zajedno sa jo$ nekim specifi¢énim
sekundarnim strukturama. Nukleokapsidni protein (N) je takode potreban za efikasnu sintezu
virusne RNK (Zuniga et al., 2010; Abdel-Moneim, 2017).

Virus IB-a se sastavlja i grupise intracelularno u lumenu glatkog tubulovezikularnog
odeljka koji se nalazi intramedijalno izmedu granulisanog endoplazmati¢nog retikuluma
(gER) i Goldzi aparata (Klumperman et al., 1994; Abdel-Moneim, 2017). Nakon pupljenja,
Cestice virusa se transportuju kroz Goldzi aparat i otpustaju iz ¢elije domac¢ina mehanizmom
egzocitoze (Abdel-Moneim, 2017). S protein u citoplazmatskom repu sadrzi signal KKXX-
COOH koji je vazan za akumulaciji S proteina blizu mesta pupljenja (Ujike and Taguchi,
2015; Abdel-Moneim, 2017). Virusni nukleokapsid se tokom pupljenja virusa ograduje
lipoproteinskim omotac¢em iz citoplazmatskih membrana. Omota¢ sadrzi S, M i E proteine.
Novi virus se pojavljuje 3-4 sata nakon infekcije, gde se maksimalna replikacija (maksimalna

koncentracija) dostize u roku od 12h na temperaturi 37°C (Cavanagh and Gelb, 2008).
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2.5. PATOGENOST

IB je primarno bolest zivine. Imaju¢i u vidu tropizam virusa prema trepljastom
epitelu, infekcija nastaje preko respiratornog trakta (Raj and Jones, 1997; Abdel-Moneim,
2017). Virus se maksimalno umnozava u traheji i nosnim otvorima tri do pet dana nakon
infekcije (Cavanagh, 2003; Abdel-Moneim, 2017). Sojevi virusa infektivnog bronhitisa
oSte¢uju respiratorni trakt Cesto otvaraju¢i vrata infekcije sekundarnim bakterijskim
infekcijama s§to povecava mortalitet i komplikuje samu klini¢ku sliku (Vandekerchove et al.,
2004; Abdel-Moneim, 2017). Zapaljenje vazdusnih kesa i sistemska kolibaciloza su Cesta
posledica infekcije virusom IB-a (Matthijs et al., 2005; Cavanagh and Gelb, 2008).
Imunosupresija povecava ozbiljnost respiratornih bolesti povezanih sa IBV-om, E. coli
koinfekcijom i proizvodi znacajne ekonomske gubitke (Naqi et al., 2001; Cavanagh and
Gelb, 2008).

Medutim, virus 1B-a se replikuje i stvara lezije i drugih epitelnih celija, ukljucujuci
¢elije donjeg respiratornog trakta (pluca, vazdusne kese), Harderove Zlezde, bubrega i gonada
(jajovod i testis) (Boltz et al., 2004; Cavanagh and Gelb, 2008; Abdel-Moneim, 2017). Virus
se takode umnozava u cCelijama digestivnog trakta (ezofagus, proventrikulus, duodenum,
jejunum, Bursa Fabrici, cekalne tonzile, rektum i kloaka) Cesto bez znacajnih klinic¢kih i
patomorfoloskih znakova (Cavanagh, 2003; Abdel-Moneim, 2005; Abdel-Moneim, 2017).
Virus obi¢no perzistira u digestivnom traktu mladih pilica (Alvarado et al., 2006; Cavanagh
and Gelb, 2008; Abdel Moneim, 2017) ali kod nosilja nema klini¢kih znakova bolesti (Jones
and Ambali. 1987; Cavanagh and Gelb, 2008). Neki azijski sojevi (QX) mogu izazvati
ostecenje u zlezdanom Zzelucu praceno hemoragi¢nim ulceracijama i dijarejom, uz jasne

znakove respiratorne bolesti i visoki mortalitet (Cheng et al., 1998; Abdel-Moneim, 2017).

Nefropatogeni sojevi virusa IB ne mogu proizvesti znacajnije lezije respiratornih
organa (Glahn et al 1989; Cavanagh and Gelb, 2008) ili klinicke znake (Ziegler et al., 2002;
Cavanagh and Gelb, 2008). lako su neki sojevi virusa IB-a vrlo nefropatogeni, izazivajuci
bolesti bubrega u eksperimentalnim uslovima, mnogi terenski sojevi virusa IB-a mogu biti

povezani sa nefritisom (Abdel-Moneim, 2017).

Patogenost za reproduktivni trakt moze zavisiti i od sojeva virusa IB-a. Prisustvo
maternalnih antitela moze da spreci oStecenja na jajovodu tokom ranog toka infekcije

virusom IB-a (Chew et al., 1997; Cavanagh and Gelb, 2008). U prijem¢ivim jatima, razliciti

17



Bojana Vidovi¢ doktorska disertacija Pregled literature

sojevi virusa IB-a izazivaju niz klinickih i patoloskih znakova koji variraju od promena
pigmentacije ljuske bez primetnog pada proizvodnje jaja pa sve do pada proizvodnje jaja od
10-50% (Hopkins and Beard, 1985; Cavanagh and Gelb, 2008).

2.6. REZISTENCIJA VIRUSA IB-A NA HEMIJSKE 1 FIZICKE
AGENSE

Tokom akutne faze bolesti, virus IB se nalazi u znacajnoj koncentraciji u sekretu
zarazenih ptica, i to u periodu od prvog do sedmog dana nakon infekcije. Virus se takode
moze izolovati iz kloakalnog brisa u periodu od prvog do dvadeset Cetvrtog dana nakon
infekcije. Fecesom se virus najduze izlucuje, do 14 dana, kako tokom infekcije tako i u toku

faze oporavka (Awad et al., 2014).

Veéina sojeva virusa I1B-a su termolabilni. Uzorci samog virusa inaktiviSu se nakon
15 minuta na 56°C i svega nekoliko sojeva prezivljava nakon 90 minuta na 45°C (Otsuki et
al., 1979; Rusov, 1999). Uzorci koji uz virus IB-a sadrze proteine se inaktivi§u nakon barem
30 minuta na 60°C (Jackwood and de Wit, 2013). Za dugotrajno Cuvanje virusa IB-a
preporucuje se temperatura od -80°C. ZabeleZeno je prezivljavanje virusa do 12 dana tokom
proleca i 56 dana kada temperature spoljne sredine ispod tacke smrzavanja; medutim, uzorke
koji se Salju na dijagnostiku neophodno je stalno drzati na hladnom (do 4°C) i u §to kra¢em

periodu dostaviti ih referentnoj laboratoriji (Rusov, 1999; Jackwood and de Wit, 2013).

Na sobnoj temperaturi virus ostaje infektivan svega par dana. Iako zarazena alantoisna
te€nost sa virusom IB-a nakon skladiStenja na -30°C moze ostati infektivna vise godina, ipak
treba izbegavati dugo Cuvanje virusa IB-a na -20°C (Cavanagh and Nagi, 2003). U
demineralizovanoj destilovanoj vodi virus infektivnog bronhitisa ostaje stabilan na 4°C osam
dana. Inficirano tkivo, ¢uvano u 50% glicerolu, moze posluziti za patohistoloska ispitivanja,
moze se takode transportovati do laboratorije u istom medijumu bez prethodnog hladenja. U
vodi za pice virus prezivi oko 11 sati. Stabilniji je pri niZim pH vrednostima, te na pH 3 virus

ostaje stabilan do 14 dana.

Virus IB-a je osetljiv na etar, medutim neki sojevi prezive na 4°C u 20% etru tokom
18h. Takode virus je osetljiv na 50%-ni hloroform. Sav infektivni materijal se unistava na

sobnoj temperaturi nakon 10 minuta i na 4°C tokom 18h u 0,1% natrijum deoksiholatu.
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Vecina dezificijenasa koji se koriste u zivinarskoj proizvodnji inaktiviSu virus IB-a i
najvaznije je da povrSine na kojima se primenjuju budu o¢is¢ene od organskih materija, kao i
da se upotrebljavaju u koncentraciji koju preporucuju proizvodaci (Jackwood and de Wit,
2013). Za vrlo kratko vreme inaktivisu ga i 70% alkohol, 6% formalin, fenoli, 2% natrijum

hidroksid (Resanovi¢ and Vucicevi¢, 2010).

Virus IB-a moze se oCuvati veoma dugo posle liofilizacije. Infektivna alantoisna
tecnost liofilizovana u staklenim ampulama, i ¢uvana u frizideru, moze ostati infektivna
najmanje 30 godina (Rusov, 1999; Jackwood and de Wit, 2013). Ako se virusu doda 10%-na
glukoza, ona stabilizuje virus IB-a i u sasuSenom i zamrznutom stanju. Liofilizovani virus
infektivnog bronhitisa se potpuno inaktivise u toku Sest meseci kada se ¢uva na 37°C
(Hofstad, 1984; Rusov, 1999; Cavanagh and Gelb, 2008).

2.7. PATOGENEZA | EPIZOOTIOLOGIJA

2.7.1. Prijem¢ivi domacdini, starosna i rasna predispozicija

Domaca zivina (Gallus gallus domesticus) i fazani (Phasianus spp.) se smatraju
prirodnim domacinima za virus 1B (Ignjatovi¢ and Sapats, 2000; Cavanagh et al., 2002;
Awad et al., 2014). Vazno je napomenuti da obolevaju sve starosne i proizvodne kategorije,
kao i sve rase, hibridi i provenijencije zivine, dok kod pili¢a virus izaziva najvec¢i mortalitet.
Sa staros¢u jedinki opada i prijemcivost virusa koji izaziva na nefropatogeni efekat, lezije
jajovoda kao i mortalitet (Smith et al., 1985; Crinion and Hofstad, 1972; Cavanagh and Naqi,
2003). Klinicki, IB se kod fazana uglavnom ispoljava kao intersticijalni nefritis, pracen

smanjenom proizvodnjom jaja i visokom procentom uginuca.

.....

¢esce u kontaktu sa domacom zivinom. Virus slican IB-u identifikovan je i kod divljih ptica
ukljucujuéi fazane, paunove, guske, golubove, ¢urke, prepelice, plovke i Amazon papagaje
(Sea and Tijssen, 1989; Jonassen et al., 2005; Cavanagh, 2005; Circella et al., 2007;
Cavanagh, 2007 Cavanagh and Gelb, 2008; de Wit et al.,, 2011; Awad et al., 2014).
Interesantno je napomenuti da su antitela na virus IB-a otkrivena ¢ak i kod jedne vrste

pingvina (Eudyptes Chrysocome) (Saif et al., 2008; Bande et al., 2016). Uloga divljih ptica u
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Sirenju virusa I1B-a do danas je nepoznata i zasniva se na spekulacijama, i potrebna su dodatna

opreznost kao i dodatna istrazivanja u buduénosti (Awad et al., 2014).

Specificna antitela na virus I1B-a detekovana su kod ljudi koji su bili u bliskom

kontaktu sa zivinom, ali do sada nije ustanovljeno da virus uzrokuje klinicke manifestacije

bolesti kod ljudi (Miller and Yates, 1968).

2.7.2. Receptori i ulazna vrata za virus

Mesto vezivanja receptora (engl. Receptor biding domain, RBD) na S1 glikoproteinu
virus IBa igra bitnu ulogu u vezivanju virusa za ¢eliju domacina (Promkuntod et al., 2014;
Bande et al., 2016). Nadalje, varijacije u S1 glikoproteinu delimi¢no odreduju tkivni tropizam
I patogenost virusa (Wentworth and Holmes, 2007; Bande et al., 2016). Virus I1B-a napada
sluzokozu traheje, bubrega i reproduktivnog trakta preko interakcije S1 glikoproteina
vezanjem RBD (19.-69. aminokiselinski ostaci u M41 soju) sa a-2,3-sialinsko kiselinskim
ostatkom receptora na povrsini ¢elija (Shahwan et al.,2013; Bande et al., 2016). Receptor za
sialinsku kiselinu atenuiranog Baudette-IBV soja pokazuje dodatnu interakciju sa putativnim
heparin sulfat- (HS-) mestom vezivanja $to mozda doprinosi povecanju broja moguéih
domacina (Madu et al., 2007). Nakon vezanja virusa za receptor, na S1 glikoproteinu se
desavaju konformacijske promene, $to dovodi do spajanja celijske membrane i virusne
ovojnice na S2 karboksilnom kraju S glikoproteina (Cavanagh, 2007). Posledi¢no, virus IB-a
ulazi u ¢Celiju 1 oslobada svoj nukleokapsid u ¢elijsku citoplazmu, Sto sluzi kao okida¢ za

replikaciju virusa, njegovo formiranje, pupljenje virusa i njegovo oslobadanje iz ¢elije.

2.7.3. Infekcija, Sirenje i inkubacioni period IB-a

IB virus se $iri brzo medu zivinom u jatu, veoma je patogen a period inkubacije kod
IB je veoma kratak, 18 do 36 h. Osnovni nacin prenosenja bolesti je kontakt sa zaraZzenim
jedinkama a uglavnom se §iri horizontalno i to najcesée aerosolom ili peroralnim putem.
Patogeneza bolesti se razlikuje u zavisnosti od sistema koji je inficiran, kao i samog soja
virusa IB-a (Cavanagh, 2007).
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Inkubacioni period je generalno kratak. Vreme koje protekne od inficiranja do
ispoljavanja klini¢kih simptoma bolesti je izmedu 24-48 h (Hofstad and Yoder, 1966; Abdel-
Moneim, 2017). Zavisi od infektivne doze virusa kao i njegove virulentnosti, ulaznih vrata i
obi¢no iznosi 18 h od intratrahealne inokulacije, odnosno 36 h od okularne aplikacije
(Cavanagh and Gelb, 2008).

Virus se moze dokazati u traheji, plu¢ima, bubrezima i burzi Fabrici 24 h od momenta
zarazavanja aerogenim putem i prisutan je sve do sedmog dana (Cavanagh and Gelb, 2008;
Hofstad and Yoder, 1996).

Virus se primarno replikuje u gornjim respiratornim putevima (traheja i sinusi),
izaziva viremiju i potom se §iri na druge organe (Raj and Jones, 1997). Uglavnom, virus je
prisutan u visokoj koncentraciji u gornjim respiratornim putevima tokom prvih tri do pet dana
nakon infekcije (Cook, 1968; El-Houadfi et al., 1986).

Virus se prenosi sekretima zarazene Zzivine, primarno preko respiratornog trakta,
okulo-nazalnim putem, kao i fecesom (Cavanagh and Gelb, 2008). U sustini, velika koli¢ina
virusa je detektovana u trahealnom mukoznom iscetku kao i u fecesu tokom akutne faze
bolesti kao i perioda oporavka od bolesti. U pojedinim sluc¢ajevima virus IB perzistira kod
Zivine izazivajuci latentnu infekciju, a ptice postaju rezervoari i1 nastavljaju da izlu€uju virus

preko fecesa (Cavanagh and Gelb, 2008).

Takode dodatni izvor zaraze su i kontaminirani objekti, oprema i pribor kojima se
bolest moze preneti iz jednog jata u drugo. Smatra se da je feces, kao i hrana 1 voda
kontaminirana fecesom, bitan izvor infekcije jer virus u fecesu moze dugo da prezivi te je
feces znacajan izvor ponovljenih infekcija u jatu tokom faze oporavka od bolesti (Ignjatovié
and Sapats, 2000). Otpornost virusa u prirodi zahteva dodatna istrazivanja, medutim detekcija
virusa u cekalnim tonzilama ¢ak do 14 nedelja kao i u fecesu do 20 nedelja nakon infekcije
mogu ukazati na ulogu fekalnog izlu¢ivanja na Sirenje virusa kao i njegovu rezistenciju
(Alexander and Gough, 1977).

Vakcinalni sojevi virusa 1B-a mogu opstati u razli¢itim unutra$njim organima ¢ak 163
dana mada je zabeleZeno i njegovo duze odrzavanje (Gay, 2000). Tokom navedenog perioda,
virus se periodicno moze izlucivati nazalnim ekskretima i fecesom. Izvestaji o produzenom i
povremenom izlu€ivanju su dokaz potencijalnog rizika prenosa virusa iz jednog jata u drugo
preko kontaminiranog osoblja ili opreme. Vertikalno prenosenje virusa infektivnog bronhitisa

nije sa sigurnos¢u potvrdeno, ali se virus moZe naci na ljusci jaja kontaminiranih fecesom S$to
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doprinosi inficiranju pili¢ca tokom izleganja. Divlje ptice mogu imati klju¢nu ulogu kao
rezervoari i nosioci virusa za razli¢ite regije (regionalna distribucija) (Chen et al., 2009;
Hughes et al., 2009).

Epizootioloska situacija koja vlada na terenu uz veoma iscrpnu anamnezu je prvi
korak ka dokazivanju prisustva IB-a na nekoj farmi. Klini¢ka slika sama za sebe,
patognomonicna i specificna, nije od velike pomoc¢i uzimaju¢i u obzir Sirok dijapazon

mogucih simptoma, ali uz patomorfoloski nalaz moze biti od koristi.

2.7.4. Morbiditet i mortalitet

Tokom infekcije virusom IB-a uglavhom sva zivina u jatu biva zarazena. Morbiditet
moze dosti¢i 100%, dok mortalitet kao §to je prethodno opisano, varira u zavisnosti od
virulentnosti soja virusa, prisustva sekundarnih infekcija, starosti jedinke, imunolo$kog
statusa (maternalnih antitela ili aktivnog imuniteta) i stres faktora poput hladnoc¢e. Umeren,
do visok, mortalitet zabelezen je kod infekcije pojedinim sojevima respiratornog i
nefropatogenog afiniteta (Cumming, 1963; Cumming, 1969; Saif, 2003; Awad et al., 2014).
Stopa smrtnosti moze biti 25% i viSe kod pilica mladih od Sest nedelja starosti, dok je
zanemarljiva kod pilic¢a starijih od Sest nedelja. Sekundarne bakterijske infekcije (E.coli) ili
koinfekcije zajedno sa imunosupresivnim virusima (npr. virus Marekove bolest ili virus
infektivne bolesti burze) (Cavanagh and Gelb, 2008; Ariaans et al., 2008; Gallardo et al.,
2012) mogu pogorsati ishod infekcije virusom infektivnog bronhitisa. U slu¢ajevima pojave
urolitijaze, mortalitet je u rasponu od 0.5-1.0% nedeljno. Kod lovnih fazana, kod kojih je bio
izolovan koronavirus, zabelezen je mortalitet od 45% kod jedinki starosti deset nedelja,
(Lister et al., 1985) dok je kod starijih jedinki bio 15%. Stopa mortaliteta moze biti 1%, a
zivina moze brzo da se oporavi, ako je infekciju uzrokovao neki slabije virulentni soj virusa i

ukoliko nisu prisutne sekundarne bakterijske infekcije (Cavanagh and Gelb, 2008).
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2.8. KLINICKA SLIKA

Klinicka slika infektivnog bronhitisa zavisi od starosti, pola, genetske predispozicije i
imunoloskog statusa jedinke u vreme infekcije, virulence i koli¢ine samog soja virusa,
prisustva stresora kao $to su hladno vreme, prasina, amonijak kao i sekundarne bakterijske
infekcije (Ganapathy, 2009). Najznacajniji simptomi su oni Koji poti¢u od respiratornog
trakta, ali postoje i druge forme koje pogadaju reproduktivni, renalni i gastro-intestinalni
sistem. Izbijanje bolesti moze biti eksplozivno kada dolazi do brzog Sirenja virusa unutar

Citavog jata kroz samo nekoliko dana.

Postoje podaci da virus moze izazvati neplodnost muskih pili¢a (Jones, 2010). Virus

je izolovan iz testisa i semenika inficiranih jedinki (Gallardo et al., 2011).

Nespecifiéni respiratorni znaci virusa 1B-a kod osetljivih pilica su glad za vazduhom,
kasljanje, kijanje, krkljanje i nazalna disfunkcija. Otezano disanje, glad za vazduhom,
prepoznaje se po otvorenim ustima, ispruzenom vratu te raSirenim krilima (Resanovi¢ and
Vucicevi¢, 2010). Inficirane ptice su trome i bezvoljne, sa nakostreSenim perjem. Mogu se
uociti vodenaste o€i, a povremeno pili¢i mogu imati otecene sinuse. Takode, javljaju se i
konjuktivitis, profuzno suzenje, edemi i celulitis periorbitalnog tkiva (Terregino et al., 2008).
Pili¢i su letargi¢ni, depresivni 1 skupljaju se oko izvora toplote (Cavanagh and Gelb, 2008;
Jackwood and de Wit, 2013). Konzumacija hrane je zna¢ajno smanjena te posledi¢ni gubitak
tezine. Kod pili¢a starijih od Sest nedelja, znaci su nejasni i bolest moZe pro¢i neopazeno
ukoliko se jato detaljno ne pregleda noénim osluskivanjem, kada je jato mirno, kao i
pojedina¢nim pregledom pilica (Rusov, 1999; Jackwood and de Wit, 2013). Na ozbiljnost
respiratornih znakova uti¢u vremenske prilike, nacin drzanja, vrsta pili¢a, soj virusa, program
vakcinacije 1B-a kao i prisustvo koinfekcije ukljucujuéi i sekundarne infekcije (Cavanagh and
Gelb, 2008.; Ganapathy, 2009; Jackwood and de Wit, 2013).

Nekoliko sojeva virusa infektivnog bronhitisa imaju jak tropizam za bubrege te ovi
nefropatogeni sojevi mogu izazvati ozbiljnu Stetu kao i visoku stopu mortaliteta. Brojlerski
pili¢i inficirani sa nefropatogenim virusom mogu se oporaviti 0d respiratorne faze a potom
pokazati znake depresije, imati nakostreSeno perje, vodenast izmet, te pove¢an unos vode i
mortalitet (Cumming, 1969; Swayne et al., 2013; Jackwood and de Wit, 2013). Jata mogu biti
izrazito mokra i urin moze sadrzati povecanu koli¢inu urata. U sluc¢ajevima kada je urolitijaza

povezana sa IB virusom kod nosilja, moze do¢i do povecanja mortaliteta premda se jato ¢ini
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zdravo (Brown et al, 1987; Cowen et al., 1987; Swayne et al., 2013). Stres usled hladnoce,
rasta pilica kao i visokoproteinske dijete koje sadrze animalne nus-produkte kao izvore
proteina su predisponiraju¢i faktori za razvoj klini¢kih znakova tokom infekcije

nefropatogenim sojem virusa (Klieve and Cumming, 1988; Swayne et al., 2013).

Infekcija nastaje u epitelnim ¢elijama Harderove zlezde, traheje, pluca i vazduSnih
kesa. Virus nakon toga prelazi u bubrege i urogenitalni trakt gde izaziva sistemsku infekciju
(Cavanagh and Gelb, 2008; Arshad et al., 2002). Tezina infekcije i klinicka manifestacija

infekcije 1B-a zavisi od organa, odnosno sistema organa koji su zahvaceni.

Kod nosilja, infekcija reproduktivnog trakta povezana je sa lezijama na jajovodu. Pad
produkcije 1 kvaliteta jaja su uoceni uz respiratorne znakove. Respiratorni znakovi mogu
izostati ili biti vrlo blagi ¢ak i u slu¢ajevima pada proizvodnje jaja kao i proizvodnje jaja sa
bledom, nepigmentisanom ljuskom. Moze do¢i do noSenja deformisanih jaja, jaja sa
nepravilnim oblikom i tankom, mekanom ljuskom (Slika 7). Uo¢ljivo je i vodenasto belance

te smanjena izvodenost pili¢a (Crinion, 1972; Cavanagh and Gelb, 2008).

Slika 7. 1zgled ljuske jaja porekla od IB zarazenih koka nosilja.

Kvalitet sadrzaja jaja takode moze biti promenjen. Kvalitet jaja se odreduje tako §to se
jaje razbije na ravnu povrsinu. Kod jaja inficiranih koka se uocava tanko i vodenasto belance,
bez jasne razlike izmedu tanjeg 1 debljeg sloja belanca kao §to je to slucaj kod jaja koja nisu

zarazena virusom IB-a (Awad et al., 2014).

Pojedini sojevi virusa IB-a kod jednodnevnih pilica mogu da dovedu do trajnog
oStecenja jajovoda, Sto dovodi do smanjene proizvodnje jaja kao 1 proizvodnje jaja slabijeg

kvaliteta u periodu nosenja (Raj and Jones, 1997; Benyeda et al., 2009; Ganapathy, 2009).
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Infekcija kod nosilja rezultira padom proizvodnje jaja i stepen oSteCenja reproduktivnog
trakta varira u zavisnosti od vremena infekcije kao i zdravstvenog statusa jedinke (Cook and
Mockett, 1995). Vrlo mala je verovatnoca da ¢e se inficirana jata vratiti na normalan nivo
proizvodnje jaja (Benyeda et al., 2009; Ganapathy, 2009). Prisustvo specifi¢nih maternalnih
antitela moze zastititi jajovod od oSte¢enja virusom u ranom periodu Zivota (Chew et al.,

1997; Cavanagh and Gelb, 2008).

Nivo pada proizvodnje moze varirati od blagog do ¢ak 70% (Eck, 1983; Cavanagh
and Gelb, 2008) i zavisi od soja virusa IB-a koji je uzrokovao bolest, nivoa imuniteta protiv
tog soja, vremena zarazavanja unutar perioda noSenja ali i koinfekcije drugim virusima, kao
Sto su virus sindroma pada nosivosti (EDS) adenovirus (Jackwood and de Wit, 2013).
Koinfekcija sa Mycoplasma synoviae povecava procenat pojave abnormalne ljuske jaja
(Feberwee et al., 2009; Jackwood and de Wit, 2013). Ukoliko je pad proizvodnje jaja bio
blag, tehnoloski nivo proizvodnje moze se dosti¢i nakon jedne do dve nedelje. Sa ve¢im
padom proizvodnje moze proéi i Sest do osam nedelja dok se proizvodnja ne vrati na period
pre infekcije ali ¢esto se taj nivo ne dostigne u potpunosti. Jata sa kokama koje leze u gnezdu
ali ne nose jaja, tzv "laznim" nosiljama, ne uspevaju da povrate normalnu nosivost dok jato
izgleda zdravo, ponasa se normalno i produkuje naizgled jaja dobrog kvaliteta. VVrhunac

proizvodnje moze biti do 35% od ocekivane proizvodnje jaja (Jackwood and de Wit, 2013).

Znacajan pad u proizvodnji jaja je tipi¢an simptom infektivnog bronhitisa. lako se jata
obi¢no vakciniSu protiv zaraznog bronhitisa u periodu uzgoja pili¢a, pre ulaska u proizvodnju
ali 1 kasnije na nain da bude zaSti¢ena tokom proizvodnje, pojedina Zivina moze biti
inficirana iako pokazuje tipi¢ne klini¢ke znake bolesti. Upravo zbog ovoga, tesko se sa
sigurnoS¢u moze utvrditi pravi razlog za smanjenje kvaliteta ljuske jaja 1 smanjenu

proizvodnju jaja bez dodatne dijagnostike (Jackwood and de Wit, 2013).

2.9. PATOMORFOLOSKE I PATOHISTOLOSKE PROMENE

Patomorfoloski nalaz ne mora da bude karakteristi¢an, pogotovo u pocetku bolesti, i
Cesto je zamaskiran nekim drugim oboljenjem. Najizrazitije promene nalaze se na organima
respiratornog trakta i to najce$¢e u smislu pojave kataralnog i hemoragi¢nog bronhitisa i
traheitisa. Bronhije su ispunjene seroznim, sluzavim a ponekad i kazeoznim eksudatom, koji

se moZe naci 1 u traheji. U izraZzenim slu€ajevima, kod malih pili¢a zapaza se sluzav, zatim
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sluzavo-gnojav iscedak iz nosa i o¢nih kapaka, koji moze da se nadje i u sinusima i traheji.
Rede se mogu zapaziti sluzavi, fibrinski ¢epovi u traheji i laringsu koji mogu da dovedu do
zapuSenja njihovih lumena. Kod pili¢a starijih od dva meseca promene su retko izrazZene..
Sluzokoza gornjih respiratornih puteva obi¢no je edematozna. U plu¢ima mogu da se
ustanove mala pneumonicna zariSta, naroCito oko vecih bronhijalnih grana. Histoloski se
konstatuje hipertrofija epitela sluznice traheje, infiltracija lamine proprije mononuklearnim
¢elijama, proliferacija mononuklearih ¢elija i edem. Epitelne Celije postaju kubi¢nog oblika.
U primarnim i sekundarnim bronhijama se pored kataralnog zapaljenja ustanovi intenzivna
hiperplazija limfocitnih ¢elija, u vidu ognjista u zidu bronhija (Orli¢ and Kapetanov; 2007).
Vazdus$ne kese su obi¢no u kasnijem toku bolesti zamucene i u njima se nalazi Zuc¢kasto-beli
kazeozni eksudat koji moze da dovede do zapuSenja lumena. Plu¢a mogu biti kongestirana.

Ponekad se javlja i serofibrinozni perikarditis (Saif, 2003; Awad et al., 2014).

Nefropatogena infekcija uzrokuje pojavu oteCenih i bledih bubrega sa tubulima i
ureterima Cesto prosirenim od prisutnog sadrzaja urata (Cumming, 1963; Ziegler et al., 2002;
Boroomand et al.,2012; Cong et al.,2013). Promene na bubrezima odgovaraju promenama
koje se sre¢u kod intersticijalnog nefritisa. U tezim sluc¢ajevima nefropatogene infekcije
virusom IB-a dolazi do promena i na ovarijumu i oviduktu. Ako se pili¢i inficiraju u prvih 18
dana zivota, nastaju trajne promene na organima za reprodukciju. Pojedinacni jajni folikuli su
atroficni sa jako iniciranim krvnim sudovima pa €ak 1 krvarenjima. Ponekad jajni folikuli
otpadnu i nalaze se slobodni u trbuSnoj duplji. Smatra se da su anomalije na jajovodu utoliko
vece ukoliko je infekcija ranije usledila. Kod kokosaka nosilja nade se atrofija, degeneracija
ili zapaljenje jajnika i jajovoda. Takode se mogu pojaviti ciste na jajovodu. Kod "laznih"

nosilja jajnik je funkcionalno sposoban ali je jajovod zakrZljao.

2.10. HEMATOLOGIJA | IMUNITET

U prva dva dana nakon infekcije pili¢a virusom IB-a uocena je leukopenija, zatim
leukocitoza, koja se posle sedam dana smanjuje i oko 15. dana broj leukocita dostize
normalni nivo. Pili¢i, koji su preboleli bolest izazvanu infekcijom terenskim ili divljim
virusom, otporni su na intratrahealno aplikovani homologni soj virusa IB. Nakon izlaganja

pili¢a virusu IB potrebno je do tri nedelje da se kod pili¢a produkuje visok titar specificnih

26



Bojana Vidovi¢ doktorska disertacija Pregled literature

antitela. Pluralitet sojeva virusa komplikuje izu¢avanje imuniteta kod infektivnog bronhitisa

(Rusov, 1999).

2.10.1. Protektotipovi virusa IB-a

Antigenske i genetske varijacije izmedu sojeva infektivnog bronhitisa same po sebi
nisu dovoljne da bi se utvrdila unakrsna zastita izmedu sojeva. 1z tog razloga prihvacen je
termin protektotip koji odredjuje unakrsnu zastitu izmedu postojecih vakcinalnih sojeva i
novonastalih serotipova i genotipova virusa 1B-a.

Novi genotipovi se mogu pojaviti kao rezultat malih promena aminokiselinske
sekvence S1 gena virusa. Iako se ¢ini da se radi 0 novom genotipu, vecina ostatka virusnog
genoma je ostala nepromenjena. Ovo je najverovatnije razlog zasto vakcina protiv IB
odredenog genotipa moze pruziti zastitu i protiv sojeva IB koji ne pripadaju istom genotipu.

Istrazivanja pokazuju da vakcinacija sa dva razli¢ita genotipa vakcina virusa IB-a
moze omogudéiti zaStitu protiv razli¢itih genotipova virusa IB-a. Kao najbolja kombinacija
vakcinacije protiv 1B-a pokazala se upotreba vakcine soja MA5 aplikovana prvog dana, koju
prati vakcina soja 4/91 aplikovana Cetrnaestog dana starosti (Cook et al., 1999). Medutim, ni
jedna vakcina ili kombinacija vakcina neée pruziti zastitu protiv svih tipova virusa IB-a i
jedini siguran nain da se utvrdi da li je vakcinalni program adekvatan je taj da se

eksperimentalno testira na zivini.

2.10.2. Urodeni imunitet

Urodeni imunoloski odgovor smatra se vaznim samo U ranim fazama infekcije
virusom; ogranicava Sirenje virusa sve dok se adaptivni odgovori T i B ¢elija ne mobilisu
kako bi se kontrolisala infekcija. Urodeni i adaptivni odgovori su visoko integrisani. Poznato
je da virus IB-a indukuje razli¢ite lokalne urodene efektore i Thl adaptivni imunitet tokom
pocetne faze infekcije, 1 ovi efektori su odgovorni za brzo uklanjanje virusa iz traheje
(Laudert et al., 1993). Manoza vezuju¢i lektin (MBL-Mannose-binding lectin) vazan je
protein urodenog imunoloskog odgovora, koji ima ulogu u regulaciji adaptivnog imunog

odogovora na virus IB-a (Juul-Madsen et al., 2011).
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Hiperplazija peharastih ¢elija i alveolarnih zlezda sluzokoze sa dodatnim povecanjem
nazalnog seromukoznog iscetka kao i kataralnog eksudata u traheji su prvi znaci odgovora
urodenog imuniteta na infekciju sa virusom IB-a (Nakamura et al., 1991). Toll-sli¢ni
receptori (TLR21) su stimulisani sa prisustvom dezoksinukleotida koji sadrze CpG motive,
koji indukuju proizvodnju NF-kB S$to uslovljava transkripciju velikog broja citokina
(Brownlie et al., 2009). Brz influks makrofaga u inficirano tkivo odigrava se u prvim
Casovima infekcije 1 ima izuzetno veliku ulogu u ograni¢enju replikacije virusa IB-a u
respiratornom tkivu. Heterofili su odgovorni za destrukciju ¢elija inficiranih virusom IB-a
posredstvom fagocitoze 1 oksidativnog lizozomalnog enzimskog oslobadanja (Fulton et al.,
1997). Medutim u trahealnom epitelu heterofili ne smanjuju virusnu replikaciju ali umanjuju
patologiju lezija (Raj et al., 1997). Proizvodnja interferona u plazma ¢elijama i u svim U
tkivima tela (Otsuki et al., 1987), sa simultanom up-regulacijom informacione ribonukleinske
kiseline iRNK, proinflamatornih citokina (Interleukin 6, Interleukin 1B) i lipopolisaharid
indukuvan tumor nekrozis faktor (TNF) se proizvode tokom infekcije virusom infektivnog
bronhitisa. Ovo je sve primeceno tokom visoke koncentracije virusa u tkivima i
mikroskopskim lezijama $to ukazuje da visoki titrovi virusa i citokina izazivaju trahealne i
bubrezne lezije (Okino et al., 2014; Chhabra et al., 2015). Za razliku, 116 ekspresija gena i
povecana regulacija IFN-y, IL-8 (CXCLi2) i MIP-1b gena zajedno sa manoza vezujué¢im
lecitinom (engl. Mannose-binding lectin; MBL), koji aktivira komplement, inhibira
replikaciju virusa (Luul-Madsen et al., 2007). Apoptoza je dodatni odbrambeni mehanizam
protiv IB infekcije sa ranom lizom inficiranih ¢elija, sprecavaju¢i umnozavanje virusa (Cong

etal., 2013).

2.10.3. Uloga antitela u zastiti od virusa IB-a

Cirkulatorna specifi¢na antitela nisu u znatnoj korelaciji sa zastitom od infekcije
virusom IB-a. (Gough and Alexander, 1979) Suprotno, visoki titri humoralnih antitela bili su
u direktnoj korelaciji sa odsustvom izolacije virusa iz bubrega i genitalnog trakta (Gough et
al., 1977; Yachida et al, 1985). Specificna antitela za virus IB su vrlo bitna u sprecavanju
Sirenja virusa sa inficirane traheje na ostale prijemc¢ive organe, ukljucujuéi bubrege i ovidukt
(Raj and Jones, 1997). Generalno, nivo serumskih specifi¢nih antitela nije usko u korelaciji sa
zastitom svih prijemc¢ivih tkiva, ali prisustvo lokalnih antitela sprecavaju infekciju
respiratornog trakta (Ignjatovi¢ and McWaters, 1991). Nadalje, specifi¢ni imunoglobulini

klase A su najpre dokazani u suzama a potom u krvnom serumu Sto nagovestava da Su
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imunoglobulini klase A vrlo vazni u neutralizaciji virusa IB na povrSinama mukoza i imaju

veoma bitnu ulogu u lokalnoj kontroli virusa IB (Develaar et al., 1982; Gelb et al., 1998).

2.10.4. Aktivni imunitet

Zivina koja se oporavila od subklini¢ke i klini¢ke infekcije je rezistentna na ponovnu
infekciju istim virusom (homologna protekcija), dok obim protekcije na zarazavanje drugim
sojevima virusa IB-a varira (heterologna protekcija). Faktori koji komplikuju istrazivanje
mehanizma i trajanja imuniteta na IB su brojni serotipovi, varijacije u virulentnosti razli¢itih

sojeva virusa kao i razli¢ita manifestacija IB infekcije za koju je zastita neophodna.

Kontakt vakcinisanih ptica sa homolognim virusom rezultira mnogo nizim titrom
virusa nakon oporavka nego kod nevakcinisanih ptica. Takode titar virusa IB-a je krace
vreme prisutan kod vakcinisanih nego kod nevakcinisanih ptica (Cook et al., 1986;
Lambrechts et al., 1993; Pensaert and Lambrechts, 1994; de Wit et al., 1998). Kada dode do
infekcije virusom heterolognog tipa, on se replikuje do viSeg titra i uzrokuje pojavu klinicke

manifestacije bolesti.

Stepen zaStite disajnih organa obi¢no se ocenjuje tri do Cetiri nedelje nakon IB
infekcije ili sprovedene imunizacije i moze se uraditi na nekoliko razli¢itih nacina:
ispitivanjem trahealnog, intranazalnog i intraokularnog brisa. Nemogucnost da se detektuje
virus IB-a iz traheje Cetiri do pet dana posle inokulacije koristi se kao jedinstveni kriterijum
imuniteta (Hofstad, 1981). Sveobuhvatnije ocene ukljucuju dva ili vise dodatnih kriterijuma
otpornosti na infekciju, ukljucujuci i neuspeh izolacije virusa iz bubrega i ovidukta, izostanak
klini¢kih znakova IB-a, izostanak trahealnih lezija, ili prisustvo aktivnosti trahealnih cilija
(Winterfield et al., 1962; Darbyshire, 1985; Boltz et al., 2004; Hodgson et al., 2004).
Alternativni pristup je evaluacija vakcinisanih pilican a zastitu od smrtnog ishoda
inokulacijom mesavine IBV-a i E. coli. Ova metoda je dokazala unakrsnu zastitu nakon

vakcinacije vise nego druge metode procene trahealnog imuniteta (Cook et al., 1986).

Zastita od smrtnosti od nefritisa vazna je kao dokaz zadovoljavajuceg vakcinaln og
imuniteta u kojem je nefritis glavni klinicki simptom (Klieve and Cumming, 1988;
Ratanasethakul and Cumming, 1983). Sposobnost da se smanji ili spreci pad proizvodnje jaja

usled infekcije je dokaz zastite jata koka nosilja od IB (Box et al., 1988).
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Poznavanje mehanizma zastite protiv klini¢kog ispoljavanja bolesti IB-a je nepotpuna,
iako je utvrdeno da S1 podjedinica S proteina podsti¢e stvaranje VN (virus neutralizacioni
test) i HI (test inhibicije hemaglutinacije) specificnih antitela protiv virusa IB-a i
odgovarajuci zastitni imunitet (Macnaughton et al., 1981; Ignjatovic and Galli, 1994; Song et
al., 1998; Johnson et al., 2003).

Mechanizmi lokalnog imuniteta respiratornog tkiva su vazni u zaStiti jer prisutna
neutraliSuca specifi¢na antitela u nazalnim sekretima igraju ulogu u sprecavanju ponovne
infekcije virusom I1B-a (Holmes, 1973) kao i da Harderova zlezda doprinosi lokalnom
imunitetu (Davelaar and Kouwenhoven, 1977). Specifi¢na antitela protiv virusa I1B-a su
otkrivena u suzama vakcinisanih pilica pomocu ELISA testai po  mocu testa neutralizacije
virusa (Gelb et al., 1998). Medutim, titri specifi¢énih antitela u suzama nisu pouzdani
pokazatelji imuniteta na infekcije virusom 1B-a kao $to su to respiratorni testovi sa virusom
IB-a.

2.10.5. Celijski imunolo3ki odgovor

U poslednjih 10 godina c¢elijski imunoloski odgovor je znatno ispitivan. Jansen i
saradnici (2006) su ustanovili da je imunoloski odgovor na virus infektivnog bronhitisa u
traheji posredovan T ¢elijama. CD4 i CD8 su prisutne u trahealnoj sekreciji. Uloga ¢elijskog
imunog odgovora najbolje je potvrdena kada su autori koristili imunosupresivni lek-
citospotin i dokazali da je titar virusa kod tretiranih jedinki sa citosporinom bio signifikantno

nizi u odnosu na grupu koja nije tretirana.

2.10.6. Imunitet poreklom od majke

Izlezeni pili¢i sa visokim titrom specificnih maternalnih At su zasti¢eni od infekcije
virusom IB-a ukoliko se izvrsi vestacka infekcija prvog dana ali ne i sedmog dana. Zastita je
u korelaciji sa nivoom lokalnog imuniteta ali ne i sa sistemskim humoralnim antitelima
(Mondal and Nagi, 2001).

Visok novo maternalnih antitela znacajno smanjuje obim klini¢kih znakova, odnosno

oStecenje traheje, bubrega i jajovoda usled infekcije virusom IB-a kod pili¢a tokom infekcije
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prvih dana zivota (Cumming, 1969; Mondal and Naqi, 2001; de Wit et al., 2011). Nekoliko
istrazivaca prijavilo je negativan uticaj visokog nivoa specifi¢nih maternalnih antitela protiv
vakcinalnog soja kada je vakcina primenjena prvog dana nakon izleganja (Pensaert and
Lambrechts, 1994), dok drugi nisu detektovali nizu efikasnost vakcinacije istog dana u

prisustvu specifi¢énih maternalnih antitela (Cook et al., 1991).

2.11. DIJAGNOZA BOLESTI

Dijagnoza bolesti se bazira na istoriji bolesti, klini¢koj slici, patoanatomskom nalazu,
serokonverziji (rastu¢em titru specificnih antitela protiv virusa 1B-a), detekciji antigena
virusa IB-a razli¢itim seroloSkim testovima, izolaciji virusa, kao i detekciji RNK virusa IB-a
(Gelb and Jackwood, 2008; Jackwood and de Wit, 2013). Od klini¢kih znakova i anamneze,
inficirana jata pokazuju smanjenje produkcije jaja kao i kvaliteta ljuske. Klinic¢ki znaci bolesti
respiratornog trakta mogu izostati medutim ovo nije dovoljno za postavljanje sigurne
dijagnoze, obzirom da se sli¢ni problemi javljaju usled problema sa hranom i menazmentom
kao i usled prisustva nekih drugih bolesti (Sekler, 2004). Kona¢na dijagnoza 1B-a zahteva
identifikaciju serotipa ili genotipa virusa IB-a kako bi se zbog velikih antigenskih varijacija
izmedu virusa IB-a primenila odgovarajuca vakcina. Postoje mnogi nacini potvrde virusa IB-
a ili specifiénih antitela izazvanih njime (de Wit, 2000; Cavanagh and Gelb, 2008), ali ne
postoji potpuno zadovoljavajuca tehnika, bilo da je bazirana na antitelima, izolaciji virusa 1B-
a ili biomolekularnim tehnikama, za potvrdu infekcije odredenog IB serotipa na terenu
(Jackwood and de Wit, 2013).

Izolacija i identifikacija uzrocnika: lako je prvenstveno respiratorni patogen, 1BV

moze da se umnozava u epitelnim Celijama drugih organa kao §to su bubreg, jajovod,
digestivni trakt. Stoga je poznavanje patogeneze IBV bitno za detekciju virusa (Dhinaker and
Jones ,1997; Cavanagh and Gelb, 2008; Jackwood and de Wit, 2013). Prilikom uzorkovanja
treba uzeti u obzir sledece faktore: vreme koje je proteklo izmedu infekcije, uzorkovanja i
imunoloskog statusa ptice na infekciju virusom IB-a (de Wit, 2000; Cavanagh and Gelb,
2008).

Izolacija virusa: traheja je primarni organ za razmnozavanje virusa IB-a i, stoga je

pogodna za uzorkovanje, narocito u prvoj nedelji infekcije. Odgovarajuéi uzorak je trahealni

bris ili svezi uzorak trahealnog tkiva uzet tokom obdukcije a da je uzorak ¢uvan do analize na
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niskoj temperaturi. Kod pojedinih pilica, titar virusa IB-a je maksimalan cetvrtog ili petog
dana posle infekcije nakon ¢ega brzo opada. Kloakalni bris ili bubrezi i cekalne tonzile
prikupljeni tokom post mortalnog pregleda adekvatni su uzorci u slucajevima kada je vise od
nedelju dana proslo od pocetka infekcije. To je delom zbog toga §to se virus u pocetku
umnozava u gornjim delovima respiratornog trakta a potom se §iri na nerespiratorne organe.
Treba napomenuti da vakcinalni virus IB-a moZe da opstane, naroito u nerespiratornim
tkivima, npr, cekalnim tonzilama (Alexander and Gough, 1977:, Jordan and Nassar, 1973;
Lucio and Fabricant, 1990; Cavanagh and Gelb, 2008). Virus IB se teSko izoluje iz
kloakalnih briseva i fecesa. U zavisnosti od klini¢ke slike bolesti preporucuje se uzimanje
uzoraka iz pluca, bubrega i jajovoda. Uzorkovanje izuzetno velikih jata moze biti problem jer
poskupljuje proces izolacije virusa zbog velikog reprezentativnog uzorka (Gelb et al., 1989b;
Cavanagh and Gelb, 2008; Jackwood and de Wit, 2013).

Uzorci za izolovanje virusa I1B-a obi¢no se inokuliSu u embrioniranim kokosijim
jajima ili primarnim ¢elijskim kulturama traheje, poreklom od jata slobodnih od specifi¢nih
patogena (engl. specific pathogen free -SPF). Alantoisnu te¢nost od inokulisanih jaja ili
sadrzaj inficirane celijske kulture treba sakupiti posle 48-72 casova. Mogu se uociti
specifi¢ne lezije na embrionima ukoliko je u ispituju¢em materijalu bio prisutan virus 1B-a,
kao $to su krZljavosti (patuljasti rast) i krivljenja embriona i njegovih nogu (slika 8) javljaju
se sa povecanjem broja pasaza ba$ kao i incidenca uginuca inokulisanih pile¢ih embriona

(Jackwood and de Wit, 2013).

Slika 8. Izgled embriona: a) Normalni embrion; b) Zakrzljao, patuljast embrion nastao
nakon inokulacije SPF jaja sa virusom IB-a (Abdel-Moneim, 2017).

32



Bojana Vidovi¢ doktorska disertacija Pregled literature

Da bi se virus izolovao, potrebno je najmanje tri do Cetiri puta pasirati inokulisani
materijal da bi virus izazvao smrt ili zaostajanje u razvoju embriona ili citopatogeni efekt
(CPE) na ¢elijskoj kulturi. Ciliostaza se moze posmatrati na pocetnim pasazama u kulturi
trahealnog organa. Nakon otvaranja vazdusne komore jajeta, embrion se vidi uvijen u sferni
oblik sa nogama deformisanim i komprimovanim nad glavom i sa zgusnutim amniomom uz
njega (slika 8) (Jackwood and de Wit, 2013).

Gore navedena zapaZanja nisu dovoljna da se potvrdi prisustvo virusa I1B-a; ono mora
biti potvrdeno seroloskim metodama (npr, VN, HI, ELISA test), imunohistohemijski,
biomolekularnim tehnikama (PCR, real-time RT-PCR) ili sa elektronskim mikroskopom
(Gelb et al., 1989a; de Wit, 2000; Cavanagh and Gelb, 2008).

2.11.1. Molekularna dijagnostika

Molekularne metode, zbog visoke osetljivosti i brzog dobijanja rezultata, kao Sto su
polimeraza lan¢ana reakcija u realnom vremenu (RT-PCR; eng. Real-Time Polymerase Chain
Reaction), polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata (engl. Restriction Fragment Length
Polymorphism: RFLP) i sekvencioniranje genoma su skoro zamenile konvencionalne
seroloske i viroloSke metode za dijagnostiku virusa IB-a (Bande et al., 2016). In situ

hibridizacija takode moze posluziti za detekciju virusne RNK (Collisson et al., 1990).

2.11.1.1. RT-PCR metoda

RT-PCR koristi virusnu RNK, umnozenu direktno (one-step RT-PCR) ili sa
prethodnom cDNA sintezom (two-step RT-PCR). RT-PCR analiza je dizajnirana i prvi put
upotrebljena 1991. godine za otkrivanje 1BV-S2 gen (Lin et al., 1991). Opste i serotip-
specificne RT-PCR analize su dizajnirane ciljano za delove i/ili fragmente u genomu virusa
IB. RT-PCR analize specificne za neprevodene krajeve (UTR) genoma virusa IB-a i N gen
koriste se za univerzalno otkrivanje zbog evolucijske o¢uvanosti ciljanog dela genoma u
vec¢ini serotipova virusa IB-a (Adzhar et al., 1996). Tako univerzalni panel-koronavirus

prajmer moze takode da se koristi za jednostepenu RT-PCR analizu razliitih sojeva virusa
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IB-a (Stephensen et al., 1999). Serotip specificna PCR metoda je dizajnirana da omogucéi
diferencijaciju razlicitih terenskih izolata virusa IB-a (Masacusets, Konektikat, Arkanzas i
Delaver) (Keeler et al., 1998; Bande et al., 2016). Medutim, u novije vremen, umnozavanje i
sekvencioniranje S1 gena sve se vise koriste za genotipsku Klasifikaciju novih sojeva virusa
IB-a (Zhu et al., 2007; Valastro et al., 2016).

2.11.1.2. Polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata- RFLP

Polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata (RFLP) je metod za genotipsku
diferencijaciju razli¢itih poznatih sojeva virusa IB i za otkrivanje novih varijanti nakon RT
umnozavanja (Lin et al., 1991). Kompletna sekvenca virusa IB-a, S1 glikoproteina, moze biti
Sablon za umnozavanje i analizu enzima (Mardani et al., 2006). RFLP omogucava
diferencijaciju raznih poznatih sojeva virusa IB-a (Montassier et al., 2008). Analiza je
uporediva sa tradicionalnom virus neutralizacijom (VNT) iako je neke sojeve, kao $to su Grej
i JMK, bilo veoma tesko za diferencirati koris¢enjem nizova restriktivnih enzima. Zato je

univerzalna primena RFLP metode ograni¢ena (Abdel Moneim, 2017).

2.11.1.3. RT-PCR u realnom vremenu i druge forme PCR analize

Zbog povecane osetljivosti i specifiénosti, real time RT-PCR analize su pocele da se
koriste za detekciju virusa I1B-a (Chousalkar et al., 2009; Acevedo et al., 2013). Prednost je
Sto se viSe uzoraka moze pregledati u kratkom vremenskom roku, isplatljivije je i daje

podatak o nivou virusne nukleinske kiseline u uzorku, odnosno koli¢ini virusa.

Konvencionalni RT-PCR se takode koristi za identifikaciju prisustva nukleinske
kiseline virusa IB-a, medutim mozZe biti neophodna pasaza u embrioniranim jajima pre nego
Sto se dobije pozitivan rezultat. Kada je dostupna samo mala koli¢ina virusne RNK (npr. na
brisevima), nested PCR se koristi. Medutim nested PCR testovi su previSe osetljivi za
upotrebu u rutinskoj dijagnostici i nedostatak je Sto su moguée kroskontaminacije i

mogucnost dobijanja lazno pozitivnog rezultata. Naposletku, treba naglasiti da je pozitivan
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RT-PCR test pokazatelj nalaza virusne nukleinske kiseline i nije dovoljan da bi se utvrdio tip

virusa IB-a.

2.11.1.4. Sekvence i filogenetska analiza

Za genotipizaciju virusa IB-a uglavnom je umnozavan S1 gen pomoc¢u RT-PCR,
sekvencioniran i podvrgnut bioinformatickoj analizi. Nakon sekvencioniranja S1 gena, izolati
bivaju okarakterisani kroz bioinformaticke analize na osnovu njihove filogenetske
povezanosti sa referentnim sekvencama dostupnim u bazi podataka sekvenci, kao §to su
nacionalni centar za biotehnoloske informacije (engl. National center for biotechnology
information; NCBI), evropska laboratorija za molekularnu biologiju (engl. The european
molecular biology laboratory; EMBL) i NK banka Japana (engl. The DNA Data Bank of
Japan; DDBJ). Manjak stardardizovanih metoda izmedu laboratorija posebno za S1 genski
segment koji se koristi za filogenetsku analizu ograni¢ava genotipizaciju do neke mere.
Trenutno molekularne metode, kao Sto je sekvencioniranje slede¢e generacije (engl. Next
generation sequencing; NGS) koriste se za sekvencioniranje ¢itavog genoma u ograni¢enim

vremenskim periodima.

2.12. DIFERENCIJALNA DIJAGNOZA

Prilikom klinicke dijagnostike IB moze li¢iti na druge akutne respiratorne bolesti kao
§to su Njukastl bolest (ND), infektivni laringotraheitis (ILT), nisko patogenu avijarnu
influence i zaraznu koricu (ZK). Njukastl bolest izazvana velogenim viscerotropnim ili
neurotropnim sojem avulavirusa tipa 1, uzrokuje mnogo veéi mortalitet a i sami klini¢ki znaci
su mnogo jace izraZzeni nego kod infektivnog bronhitisa. Lentogena ND zajedno sa
pneumotropnim sojem i nisko patogenim sojem avijarne influence uzrokuje umerenu
respiratornu bolest sa niskom mortalitetom te mogu u prvi mah podsecati na virus IB.
Laringotraheitis ima tendenciju sporijeg Sirenja u jatu dok respiratorni simptomi mogu biti
ozbiljniji nego kod IB-a. Medutim, neki sojevi virusa ILT izazivaju umerenu bolest koja
moze proé¢i neopazeno. Infektivni laringotraheitis retko se javlja u jatima tek izleZenih pilica,
a IB se pojavljuje i kod mladih pili¢a i kod odrasle zivine. Pad proizvodnje jaja i problem sa
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kvalitetom ljuske jaja u jatima inficiranim virusom sindroma pada nosivosti, su sli¢ni onim
kod IB osim S§to sam kvalitet sadrzaja jajeta nije promenjen u slucaju sindroma pada
nosivosti. Zarazna korica se moze razlikovati na bazi facijalnog otoka, koji se kod
infektivnog bronhitisa retko nalazi. Kod ZK obi¢no nastaje nazalni iscedak dok se iste
promene kod infektivnog bronhitisa mogu na¢i samo kod mladih pili¢a. Promene u traheji
mogu se naci 1 kod zarazne korice ali to nije karakteristicno kao kod infektivnog bronhitisa

(Rusov, 1999).

2.13. SEROLOSKE METODE DETEKCIJE

Izbor prikladne seroloske metode i analizu dobijenih rezultata otezava postojanje
velikog broja razlic¢itih serotipova virusa IB-a i antigenske varijacije unutar opisanih tipova.
Svi serotipovi virusa IB izgleda da imaju zajednicke epitope (grupno specifi¢ni antigeni), §to
nije iznenadujuce, najverovatnije zbog visoke homologije aminokiselinskih sekvenci unutar
N i M proteina kao i S nepromenljive regije S2 dela spajk proteina. Tokom prve infekcije sa
virusom IB-a, humoralni odgovor je serotip specifican. Tokom naknadne infekcije, ¢ak i sa
istim serotipom, humoralni imunoloSki odgovor je Sirokog spektra i pokriva veéi broj
serotipova. Obzirom da se pili¢i tokom proizvodnog ciklusa vakciniSu vise puta sa
modifikovanim zivim vakcinama (brojleri i jednodnevni pili¢i) ali i inaktivisanim (nosilje i
roditeljska jata), treba naglasiti da dobijen serum sa farmi nije pouzdan za serotipizaciju.
Samo serumi proizvedeni eksperimentalno na SPF (engl. Specific pathogen free) pili¢ima
treba koristiti za serotipizaciju, zbog toga sto ELISA, imunoflorescencija i AGID test vezuju
samo grupno specifi¢ne antigene te se ne mogu koristiti za razlikovanje serotipova (Cavanagh
and Gelb, 208).

Trenutno se najvise koristi ELISA test i1 sigurno je najupotrebljivaniji seroloski test,
zato Sto nije skup i moZe se koristiti za pregled velikog broja seruma u vrlo kratkom
vremenskom periodu. Komercijalni testovi postoje, i obi¢no detektuju antitela (IgG) posle

prve nedelje od infekcije (Mockett and Darbyshire, 1981).

Rutinska serologija obi¢no se obavlja testom neutralizacije virusa (engl. Virus serum
neutralization; VN), testom inhibicije hemaglutinacije (engl. HI) ili ELISA testom (de Wit,
2000). Moze se koristiti grupno specifi¢an test imunodifuzije u gelu od agara (AGID), ali

precipitirajuca antitela su kratkotrajna , a test moze dovesti do lazno negativnih rezultata, jer
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test teSko otkriva niske titrove specifi¢nih antitela. Pozitivni rezultati AGID testa su
indikativni za nedavne infekcije, ta¢nije prve nedelje od infekcije i to zahvaljujuéi znatnoj
ulozi precipitiraju¢ih Ig klase M, mada treba imati na umu da se IgM ne odrzavaju dugo u
cirkulaciji. Prema tome, AGID se ne preporucuje za detekciju At dve nedelje nakon infekcije.
De Wit i saradnici (1997) vakcinisali su sa H120 vakcinalnim sojem dve grupe pilica:
jednodnevne brojlerske pilice sa maternalnim i devetonedeljne SPF pilic €; ni jedna grupa
ptica nije dala precipitirajuca antitela detektabilna od strane AGID testa. Posle infekcije,
AGID test je bio pozitivan, i njegova osetljivost je oko 40%. Infekcija sa virusom istog
serotipa kao i vakcina moze dovesti do loSe produkcije Specifi¢nih antitela, kako ih detektuje
AGID test (de Wit et al., 1997; de Wit et al., 1998a).

IB ELISA testovi su specifi¢ni za grupu (de Wit et al., 1997; Karaca and Naqi, 1993).
Metoda se koristi Siroko i kompleti za sprovodenje procedure su komercijalno dostupni.
ELISA otkriva antitela protiv virusa IB u roku od jedne nedelje od infekcije, i to ranije od HI
ili VN testova (de Wit et al., 1997; de Wit et al., 1998a; Marquardt et al., 1981; Mocket and
Darbyshire, 1981). Potrebna su dva uzorka seruma (takozvani princip pranog seruma), jedan
uzet na prvi znak infekcije i jedan uzet nedelju ili viSe kasnije; kasnjenje prvog uzorkovanja
moze spreéiti otkrivanje serokonverzije. Sinteza IgM antitela se indukuju vrlo brzo nakon
infekcije virusom IB-a i tranzita, i samim tim i detekcija IBV-specificnih IgM pokazuje
nedavnu infekciju (de Wit et al., 1997; de Wit et al., 1998). Neki rezultati mogu biti

kontradiktorni; rutinsko otkrivanje IgM-a se jos uvek ne obavlja.

Uobicéajeno se smatra da su VN i HI testovi tip-specifi¢ni za virus 1B-a, iako postoje
unakrsne reakcije izmedu serotipova, posebno kod Hltesta . Serumi sakupljeni nakon
pojedina¢nih infekcija, uklju¢ujuci vakcinaciju, mogu biti soj - specifi¢ni, kao i specifi¢ni za
serotip (de Wit et al., 1997; Gelb and Killian, 1987; Karaca and Nagqi, 1993). Ovo moze
ograniciti upotrebu HI testa u pracenju odgovora na vakcine. Na primer, HI test sa M41 kao
antigenom se loSe pokazao kada se koristi za otkrivanje specifi¢nih antitela nakon vakcinacije

sa H120, iako su oba ova virusa istog serotipa, kao $to je definisano VN testovima.

Unakrsna reaktivna specificna At mogu se detektovati HI testom, mada osetljivost
ovog testa nije visoka zato sto je HI test serotip specifi¢an u najve¢em broju slucajeva. Bez
obzira na nedostatke osetljivosti HI testa, on je dosta u upotrebi iz razloga Sto nije skup,
zahteva jednostavnu opremu, vrlo se brzo izvodi i smatra se vrlo upotrebljivim testom

ukoliko se uzmu u obzir njegova ogranic¢enja (de Wit, 2000).
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Monoklonalna At su vrlo znacajna u dijagnostici virusa IB-a. Najces¢e se koristi tzv.
blok ELISA za odredivanje specificnih At za pojedine sojeve virusa IB-a kao $to su
Masacusets, Arkansas i pojedini Tajvanski sojevi (Karaca and Nagi, 1993). Ukratko, princip
rada, blok ELISA testa sastoji se u dodavanju pile¢eg seruma koji sadrzi specificna At na
virus IB-a u mikrotitarsku plocu koja je presvucena sa virusom IB-a, a potom dodata pile¢a
specificna monoklonska At. Pile¢a At specifi¢na za serotip virusa IB-a, blokiraju vezivanje
monoklonskih At koja su specificna za isti serotip; blokiranje monoklonskih At je

proporcionalno koncentraciji At u pilecem serumu (de Wit, 2000).

2.14. KLASIFIKACIJA IZOLATA VIRUSA IB-A

Razne metode su koriS¢ene ne bi li se diferencirali i klasifikovali izolati virusa IB-a.
Serotipizacija kao i genotipska klasifikacija, bazirane na osnovu karakteristika S proteina,
kori$éene su za klasifikaciju sojeva. Detektovano je viSe serotipova i genotipova virusa IB-a i

sasvim sigurno da ¢e ih biti detektovano jo§s mnogo vise u skoroj buduénosti.

Za otkrivanje specifi¢nih antitela protiv virusa 1B-a, koriste se testovi neutralizacije
virusa,  imunodifuzije, = hemaglutinacije  inhibicije, indirektne  hemaglutinacije,

imunofluorescencije i ELISA.

Serotipizacija

Tradicionalno za detekciju serotipova virusa IB-a, koris¢eni su VN i HI testovi. Virus-
neutralizuju¢i test je jedini soj-specifi¢ni test, dok je test hemaglutinacije inhibicije soj
specifican samo tokom primarnog imunoloSkog odgovora. Pojedine laboratorije koriste

monoklonska antitela za odredeni serotip 1 ona mogu biti koriS¢ena za ELISAs test, koji je

broja monoklonskih antitela za odredeni serotip.

Upotreba HI i VN testova za karakterizaciju virusa IB-a je opala kako se primena RT-
PCR i sekvencioniranja povecavala (biomolekularna tehnika).

Virus-neutralizujuéi test se uglavnom ne koristi za monitoring jata, jer je tezak za

izvodenje i dugo traje, rezultat se dobije posle sedam dana. Negativan i nizak titar specifi¢nih

38



Bojana Vidovi¢ doktorska disertacija Pregled literature

antitela pri prvom ispitivanju, tokom rane faze bolesti i visok titar pri drugom ispitivanju,

nakon tri nedelje, govori u prilog infekciji virusom zaraznog bronhitisa.

Genotipizacija

Danas serotipizaciju zbog prakti¢nosti i brzine, u laboratorijima sve viSe zamenjuju
biomolekularne metode umnozavanja dela genoma i sekvenciranje. Danas je u rutinskoj
upotrebi u laboratorijama RT-PCR za produkovanje komplementarne DNK kopije gena
virusa IB-a, i to obi¢no subjedinice S1 proteinskog gena S, nakon c¢ega sledi

sekvencioniranje. Na ovaj nacin se defini$e genotip virusa.

Utvrdivanje zastitnih sojeva virusa IB-a

Antigenske i genske varijacije u samom virusu IB-a nisu same po sebi dovoljne za
definisanje unakrsne zaStite izmedu sojeva virusa IB-a (Cavanagh et al., 1997; Abdel-
Moneim, 2017). Zbog toga je predlozen termin zastitni tip (protektotip) (Lohr, 1988) da se
utvrdi unakrsna za$tita dobijena od postoje¢ih vakcinalnih sojeva protiv prijavljenih
serotipova/genotipova. Unakrsni imunoloski testovi (engl. cross immunity tests; CIT) su
uradeni na eksperimentalnim pticama (Lambrechts et al., 1993); ali se moze koristiti i kultura
¢elija od traheje (engl. tracheal organ cultures; TOCs) poreklom od virusom IB-a
imunizovanih ptica (Darbyshire, 1980; Hinze et al., 1991). Posto virus I1B-a ima tropizam ka
epitelijalnim Celijama respiratornog trakta, bubrega, reproduktivnih organa i digestivnog
sistema, iz tog razloga IB vakcinama se odreduje imunoloska zastita na celijskim kulturama
traheje (McMartin, 1993), bubrega (Lambrechts et al., 1993) i reproduktivnih organa
(Dhinakar et al., 1996).

2.15. PROFILAKSA

Idealne nespecificne mere profilakse obuhvataju striktnu izolaciju i repopulaciju sa
jednodnevnim pilicima, nakon ¢iscenja i dezinfekcije objekata za smestaj zivine . SadaSnje
metode komercijalne proizvodnje, koje ukljucuju ograni¢eno ¢iscenje i dezinfekciju izmedu

brojlerskih jata i jata razlicitih starosti u okviru kompleksa farme oteZava kontrolu i zahteva
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upotrebu imunizacije u pokusaju da se sprece proizvodni gubici zbog IB-a. Imunizacija se
takode koristi u izolovanim jatima jednodnevnih pili¢a kako bi se sprecili teski gubici u
proizvodnji koje mogu nastati zbog infekcije virusom 1B-a osetljivog jata (Jackwood and de
Wit, 2013).

2.15.1. Tipovi vakcina koje se Kkoriste u zastiti od virusa IB-a

U praksi se Koristi imunizacija sa zivim i inaktivisanim vakcinama protiv virusa IB-a.
Zive vakcine se koriste na pili¢ima za proizvodnju mesa (brojleri) i za inicijalnu vakcinaciju
kokoSaka u odgoju. Sojevi virusa IB-a koji se koriste za zive vakcine su oslabljeni -
atenuirani serijskim pasiranjem u kokosijim embrionima (Klieve and Cumming, 1988; Huang
and Wang, 2006). Obimne pasaze treba izbegavali da bi se sprecilo smanjenje imunogenosti.
Stepen i stabilnost takvog slabljenja virusa IB-a varira medu razli¢itim vakcinama. Dokazi da
su neke vakcine povratile virulenciju posle povratnih pasaza kod pilica (Hopkins and Yoder,
1986) pokazuju potencijal za porast virulencije takvih vakcina ciklickom infekcijom u jatu
(Jackwood and de Wit, 2013).

Vakcine koje sadrze virus serotipa Masacusets se u mnogim zemljama vrlo Cesto
koriste. Vakcinalni sojevi, koji se primenjuju u odredenoj zemlji ili regionu, su izabrani na
temelju epizootioloske situacije da predstavljaju antigenski spektar prisutnih izolata virusa
IB-a. Kada vakcinacija jednim serotipom virusa IB-a ne pruzi dovoljnu zastitu protiv
odredenog terenskog soja, vakcine drugih serotipova mogu biti dodate u program
imunoprofilakse. Masacusets (M41) soj, H120 i druge vakcine iz Masacusets serotipa se
koriste $irom sveta. Novi sojevi virusa IB-a naknadno mogu biti uklju¢eni u vakcinalni
program kada je prevalencija novog tipa uspostavljena u nekoj drzavi ili regionu. U
Sjedinjenim DrZzavama, sojevi koji pripadaju Masacusets, Konektikat i1 Arkansas
serotipovima se Siroko koriste u proizvodnji vakcina; dok se drugi serotipovi, kao §to je
DEOQ72, koriste samo regionalno. U nekim evropskim i azijskim zemljama, pored H120 i
drugih Masacusets vakcina, koriste se lokalni sojevi serotipa, u Evropi D274, D1466 i 4/91
(takode poznati kao 793/B i CR88), a i vakcine na bazi QX soja (Lin et al., 2005). U
Australiji su dozvoljene samo vakcine bazirane na lokalnim izolatima virusa IB-a (Klieve and
Cumming, 1988; Wadey and Faragher, 1981; Jackwood and de Wit, 2013).
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Istrazivanja su pokazala da vakcinacija sa dve antigenski razliCite (Zive, potom
inaktivisane) vakcine kao Sto je Mass i1 4/91 pruza unakrsnu zastitu protiv viSe razli¢itih
genotipova virusa IB-a (Cook et al., 1999; Terregino et al., 2008; De Wit et al., 2011).
Unakrsna zastita je bila i veca kada su vakcine aplikovane sa vremenskim razmakom od dve

nedelje nego zajedno istog dana.

Inaktivisane uljane vakcine (Box et al., 1988) se naj¢eS¢e administriraju pre pocetka
proizvodnje jaja. Mlade kokoske mogu biti vakcinisane izmedu 10. i 18. nedelje starosti
zavisno od programa imunizacije. Virusi inaktivisanih vakcina su u potpunosti inaktivisani
formalinom, beta propiolaktonom ili drugim pogodnim inaktivantorom. Adjuvansi na bazi
mineralnog ulja se obi¢no koriste za formulisanje vakcine (Jansen et al., 2006). Efikasnost
inaktivisanih vakcina zavisi od pravilno sprovedene prethodne vakcinacije zivom vakcinom.
Inaktivisane vakcine moraju se aplikovati na pticama pojedina¢no, najcesce
intramuskularnim ili subkutanim aplikacijama. Inaktivisana vakcina indukuje proizvodnju
serumskih antitela i zaStitu unutra$njih tkiva, bubrega i reproduktivnog trakta dok nisu dobri
stimulatori ¢elijskog imunoloskog odgovora kao i lokalnog. Za razliku od zive vakcine,
inaktivisane vakcine nisu jednako efikasne u sprec¢avanju infekcije respiratornog trakta posle
infekcije sa homologim virulentnim virusom IB-a iz gore navedenih razloga. Inaktivisane
vakcine smanjuju ucestalost prisustva virusa u respiratornom traktu inficiranih pilica i na taj
naéin ograni¢avaju prenos na druge osetljive ptice (Ladman et al., 2002). Novi "varijantni”
sojevi IB-a mogu se Koristiti za pripremu inaktivisane autogene vakcine za kontrolu 1B bez
rizika od kori$cenja zive ateniurane vakcine koja se moze prosiriti i potencijalno uzrokovati

bolesti u okolnim jatima.

2.15.2. Metode primene

Prilikom upotrebe Zivih vakcina, aplikacija istih predstavlja kriti¢an korak. Virus IB-a
je osetljiv virus koji se vrlo lako inaktiviSe (Cavanagh and Gelb, 2008), te moze rezultirati
neadekvatnom efikasnos¢u vakcinacije kada se vakcinacija vrsi na terenu (Jackwood et al.,
2009; De Wit et al., 2010b). Vakcina se moze aplikovati intraokularno ili intranazalno, putem
spreja (aerosol) ili vode za pi¢e i veoma je vazno da sve jedinke dobiju odredenu dozu

vakcine (De Witt et al.,, 2011). Neadekvatna administracija vakcine moze rezultirati
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smanjenim nivoom zastite, odlozenom zaStitom ili produzenim prisustvom vakcinalnog
virusa unutar jata $to dalje dovodi do povecanog rizika od infekcije sa Escherichia coli ili
nekom drugom bakterijom (Matthijs et al., 2003) pa cak i poveéanjem virulencije samog

virusa (Hopkins and Yoder, 1986).

Metode masovne administracije vakcina IB-a su poznate po brojnim varijacijama u
tehnikama aplikacije, u kvantitetu, kvalitetu i temperaturi vode koja se koristi za razredivanje
vakcina, dozi kao i kombinacijama upotrebljenih vakcina (IBV sa NDV vakcinom). Svi ovi
faktori mogu imati negativan uticaj na efikasnost vakcine protiv IB-a (Jackwood and de Wit,
2013).

Posebna paznja se mora posvetiti podeSavanju i odrZzavanju opreme za aerosol.
Takode treba naglasiti da primena aerosola moze izazvati teze respiratorne reakcije.
Aplikacija putem vode za pic¢e zahteva odgovarajuée mere u vidu osiguravanja da sve jedinke
popiju dovoljnu koli¢inu sveze pripremljene vakcine kroz svega par sati, S§to prethodno
podrazumeva kompletno uskracivanje vode Zivotinjama u trajanju od nekoliko ¢asova. Voda
koja se u te svrhe koristi treba da je visokog kvaliteta, hladna i slobodna od hemikalija (u
smislu dezinficijensa) koje mogu uticati na vakcinu. Sanitizatori se dodaju za kontrolu
bakterija 1 gljiviéne kontaminacije sistema za pojenje. Uklanjanje tih sanitazora pre
vakcinacije i ukljuc¢ivanje mleka u prahu u koncentraciji od 1:400 stabilizuje titar virusa

tokom primene vakcine (Gentry and Braune, 1972; Jackwood and de Wit, 2013).

Inaktivisane vakcine zahtevaju individualnu aplikaciju za svaku pticu. U zivinarskoj
industriji, ove vakcine se primenjuju izmedu 10. 1 18. nedelja starosti 1 daju se dve do Cetiri
nedelje nakon prethodno sprovedene primarne imunizacije sa zivom vakcinom tri do Cetiri

puta. Cesto se daju u kombinaciji sa drugim inaktiviranim vakcinama (sa ND, Reovirus).

Brojleri i nosilje se najé¢esce vakciniSu zivom IB vakcinom u starosti dve do tri
nedelje. Druga vakcina najée$ce je inaktivisana. U podrudjima sa povecanim nivoom
prirodne ekspozicije zivine, zive atenuirane vakcine se periodi¢no upotrebljavaju tokom
perioda nosivosti na namerom da se odrzava lokalna zastita respiratornog trakta. Inaktivisane
vakcine se takode koriste za roditeljska jata 1 kod koka nosilja, i zahtevaju inokulaciju
individualnih jedinki. Vakcine IB obi¢no se aplikuju od 10 do 18 nedelja starosti. Daju se dve
vakcine u razmaku od 4 do 6 nedelja. Vreme pocetne ,,booster” imunizacije varira zbog titra
materinskih antitela kod pilica i primenjene metode vakcinacije . Revakcinacija sa

inaktivisanim vakcinama moZe da se vrSi ako je primarna vakcinacija uradena sa zivim
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vakcinama. Svrha inaktivisanih vakcina kod roditeljskih jata je da indukuju visoki titar

serumskih At koja ¢e se preneti na potomke. _(Jackwood and de Wit, 2013).

Za sada se jo§ ne primenjuje ni jedna IB vakcina in ovo; jer upotreba dostupnih
komercijalnih vakcina smanjuje izleganje jaja do neprihvatljivih nivoa (Jackwood and de
Wit, 2013).

2.15.3. Buduce vakcine

Verovatno ima na desetine genotipova virusa IB-a koji jo§ uvek nisu izolovani.
Budu¢i izolovani virusi predstavljaée izazov proizvodaCima vakcina. Ekonomski nije
opravdano da se razvije nova vakcina protiv velikog broja novih tipova virusa IB-a pogotovo
ukoliko postoje¢e komercijalne vakcine obezbeduju adekvatnu zastitu. Vakcine ili
kombinacije vise sojeva virusa IB odnosno vise epitopa S1 proteina vakcina koje su u stanju
da indukuju unakrsnu zastitu protiv viSe sojeva virusa ima viSe koristi od onih sojeva koji
omogucavaju zastitu od homolognih izazivaca (Jackwood and de Wit, 2013). S obzirom da se
virus 1B-a umnozava na velikom broju razli¢itih vrsta epitelnih tkiva, moguce je da ¢e neki
od jos neotkrivenih tipova virusa IB-a biti povezani sa novim klinickim manifestacijama. Na
osnovu nedavnih spoznaja i iskustava sa koronavirusima kod drugih vrsta Zivotinja, mozemo
spekulisati da neki novi tipovi virusa IB-a mogu poticati iz drugih vrsta ptica ili sisara, koji ¢e

mozda zahtevati adaptaciju na pili¢e da bi postali patogeni.

2.16. LECENJE

Specificno lecenje ili terapija za 1B ne postoji. Adekvatna toplota u objektu moze da
eliminiSe stres koji nastaje usled hladnoce. Treba voditi racuna da ne dode do prenatrpanosti i
nastojati da se odrzi uobicajena potro$nja hrane kako bi se sprecio gubitak telesne mase U
jatu. Sve ovo su faktori upravljanja koji mogu doprineti smanjenju direktnih ili indirektnih
gubitaka zbog IB-a. Upotreba odgovarajucih antibakterijskih preparata moze da pomoge u
smanjenju gubitaka nastalih delovanjem sekundarnih bakterijskinh patogena. Zamene za

elektrolite, koje se koriste u vodi za pice, preporucuju se i koriste da se nadoknadi akutni
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gubitak natrijuma i kalijuma i tako smanji gubitke usled nefritisa. Preporu¢ena koncentracija

za tretman je 72 mEq natrijuma i/ili kalijuma, sa najmanje jednom tre¢inom citrata u obliku

soli bikarbonata (Cumming, 1969; Cavanagh and Gelb, 2008).

Kontrola infektivnog bronhitisa je veoma teska zbog prisustva stalno inficiranih pilica

u odredenim jatima i1 kontinuiranog javljanja bolesti (Jackwood and de Wit, 2013).

Za sprecavanje pojave infektivnog bronhitisa, osim efikasnog imunizovanja zivine,
potrebno je i striktno izolovano drzanje jata, odnosno farmi koje se naseljavaju jednodnevnim
pilicima. Takode, neophodno je na jednoj farmi zivine uvek drzati jednu istu starosnu
kategoriju, a ne viSe, kako bi se smanjila cirkulacija virusa IB-a. UspesSnije sprecavanje
pojave bolesti, €iji se uzroc¢nici prenose vazduhom, moze se posti¢i drzanjem Zzivine u
objektima sa filtrovanim vazduhom pod pozitivnim pritiskom. Objekti za zivinu, po
zavrSenom gajenju, moraju se potpuno isprazniti i pre useljavanja novih pilia detaljno
ocistiti, dezinfikovati 1 odmoriti. Slabo otporni virus IB-a se moze lako unistiti uobi¢ajenim
dezinfekcionim sredstvima. Visoke letnje temperature takode pomazu prekidanje infektivnog
lanca. Izolovane i nevakcinisane kokice, nakon preseljenja u drugi objekat, mogu se vrlo brzo
inficirati. Kriva nosivosti je uvek ispod tehnoloskih normi. Sprecavanje infekcije Zivine i
posledica IB-a se moze posti¢i upotrebom odgovarajucih vakcina (Jackwood and de
Wit,2013)
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3. RADNA HIPOTEZA, CILJ I ZADACI ISTRAZIVANJA

3.1. Radna hipoteza

Infektivni bronhitis je oboljenje koje moze da se javi kod svih proizvodnih i starosnih
kategorija zivine. Klini¢ki simptomi neretko izostanu ili su veoma blagi i bolest moze dovesti
do velikog uginuc¢a pa je i ekonomski znacaj bolesti izuzetno veliki. Bitno je ukazati na
vaznost dijagnostike virusa IB u smislu da je potrebno utvrditi genotipove virusa Koji
cirkulisu na nasem podru¢ju. Radnom hipotezom ocekuje se prisustvo nekoliko razlicitih

genotipova virusa I1B-a u vakcinisanim jatima zivine.

3.2. Cilj i zadaci istraZivanja

U vecini drzava u naSem okruZenju izvrSeno je sekvencioniranje genoma virusa IB-a i
na osnovu genetske tipizacije odreden je virus koji ¢e se koristiti tokom vakcinacije. Zbog
nedostataka podataka u Republici Srbiji kao i vakcinaciji na osnovu pretpostavki a ne

¢injeni¢nog stanja, deSava se pojava oboljenja nakon redovne vakcinacije i programa zastite.

S obzirom na porast detekcije virusa IB-a u nasim krajevima, smatramo da je

neophodno uraditi sledece:

1. IzvrSiti sekvencioniranje ustanovljenih virusa IB-a koji izazivaju oboljenje kod
vakcinisanih jedinki, ili onih virusa IB-a ¢ije se prisustvo ustanovi bez klinickih simptoma
bolesti;

2. Utvrditi prevalenciju genotipa virusa 1B-3;

3. Utvrditi efikasnost postojecih protokola vakcinacije na odredenom geografskom podrucju

kao i efikasnost upotrebljenih sojeva virusa u vakcini.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. MATERIJAL

4.1.1. Osnovni podaci o geografskoj odrednici i obuhvad¢enim farmama

Istrazivanje je vrSeno na teritoriji Republike Srbije, epizootioloskom podruéju koje
pokriva Veterinarski specijalisti¢ki institut “Kraljevo”, a koje obuhvata 4 okruga: Zlatiborski,
Moravicki, Raski i1 Rasinski (karta 1; podrucje obojeno tamno plavom bojom), i sledece
opstine: Kosjeri¢, Gornji Milanovac, Bajina Basta, UZice, Pozegu, Cadak, Lucane, Arilje,
Cajetinu, Priboj, Novu Varo§, Prijepolje, Sjenicu, Ivanjicu, Tutin, Novi Pazar, Rasku,

Kraljevo, Vrnjacku Banju, Brus, Aleksandrovac, Trstenik, KruSevac, Varvarin i Cicéevac.

U Republici Srbiji se godisnje eksploatise 11 163 000 koka nosilja, a na navedenom
podrucju 4 461 000 koka nosilja (Republicki zavod za statistiku, 2016).
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ENHSOOTHORMEA
TOJWFY ' UA.

| Beorpas
1 Mawseso

Karta 1. Geografska karta epizootioloskih podrudja Srbije.

Uzimanje trahealnih briseva poreklom od koka nosilja je obavljeno u dva navrata na
ukupno sedam razli¢itih lokacija (farmi) i obuhvatilo je ukupno 13 objekata (Slika 9.a i b) -
zivinarnika, tj. jata zivine razliCite starosti (Tabela 1). Prikupljeno je ukupno 480

pojedina¢nih uzoraka trahealnih briseva zivine.

Istovremeno sa uzimanjem trahealnih briseva, prikupljeni su i dodatni epizootioloski
podaci, kao i podaci o sprovedenim imunoprofilaktickim merama (Tabela 1), odnosno

vakcinaciji protiv infektivnog bronhitisa.
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b)

Slika 9. a, b Neke od farmi nosilja na kojima su uzorkovani trahealni brisevi.
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Tabela 1. Epizootiolo§ki podaci o jatima Zivine, od kojih je izvrSeno uzorkovanje traelanih briseva,
kao i podaci o sprovedenim merama imunoprofilakse protiv IB-a.

Sprovedene mere

Oznaka Broj . Yol I Mesec imunoprfilakse
uzorka uzoraka Objekat | Jato | Zivotinje Hibrid Starost proizvodnje | (Vakcinacije)proti
v IB-a
A 30 1 | nosilje '-O*r‘]ma 11. 7 Ld MAS
1 Lohma 35.d MAS
B 30 2 | nosilje 0 21. 17. 8 nedelja 4/91
C 30 1 nosilje Tetra 5. 1. 1.d MA5
2 - Lohma 35.d MA5
E 30 3 1 | nosilje Isa 12. 12. 315-dd'\|<|/|§5'5
1.d MA5
G 30 4 1 | nosilje Lohma 10. 6. 35.d MA5
n 8 nedelja 4/91
1.d MA5
H 30 5 | 1 | nosilie | g lsa 1 g 1. 35.d 4/91
rown 8 nedelja MA5
I 30 1 | nosilje 15. 11. 1.d MAS
6 Isa 10.d 4/91
- Brown 31.d MA5
J 30 2 nosilje 7. 3. 8.nedelja MAS
Lohmann
K 60 1 nosilje | Roditelji 6. 2.
nosilja 1.d MA5
L 60 7 2 | nosilje Lohma | ¢ 5 2.5. 35.d 4/91
n 8 nedelja MA5
M 60 3 | nosilje Lormna 6. 2.
UKUPNO 480
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Sprovedene imunoprofilakticke mere su izvrSene prema predlogu programa
imunoprofikatickih mera, datih od strane epizootioloske sluzbe mesno nadleznog veterinarskog
specijalistickog instituta, u ovom slu¢aju od strane "SpecijalistiCkog veterinarskog instituta
Kraljevo™" u Kraljevu. Navedene mere su sprovedene u toku odgoja koka nosilja od 1. dana starosti
do 18. nedelje starosti kako je prikazano Tabelom 2. Pored istorije prisustva virusa I1B-a na

navedenim farmama, u momentu uzorkovanja nisu prijavljeni niti uoceni klinicki simptomi.

Tabela 2. Program vakcinacije koka nosilja u odgoju protiv IB-a, Specijalisti¢ki veterinarski institut
Kraljevo, Kraljevo. Srbija, 2017.

Vakcinalni Nacin
Starost zivine |  S0j virusa aplikacije
IB-a vakcine
H-120 ili sprej ili
1. dan MAS olo
H-120 ili
35. dan MAG p/o
H52 ili
10-11. -
nedjelja 4/91 ili p/o
D274
H52 ili
13. nedjelja 4/91 ili plo
D275

4.1.2. Uzorkovanje trahealnih briseva

Brisevi iz traheje uzimani su nasumic¢nim odabirom Zivine, sterilnim drvenim Stapi¢em sa
pamuc¢nom vatom na vrhu, iz kompleta za bris (Samplast, Cacak, Srbija) u koji je naknadno

stavljen fosfatni pufer (PBS, pH 7,4; Sigma-Aldrich, Nemacka) (Slike 10 i 11).
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Slika 10. Uzimanje trahealnih briseva kod Slika 11. Prikupljeni uzorci trahealnih

kokosaka nosilja. briseva zivine.

4.1.3. Aparati, reagensi i potroSni materijal za izvodenje molekularnih metoda

virusoloske dijagnostike

e Automatski analizator za kapilarnu elektroforezu AB 3130 (Applied Biosystems, SAD);
e Stratagene Mx3000P (Stratagene, USA)

e POP-7 (Applied Biosystems, SAD);

e Opticka mikrotitraciona plo¢a (Applied Biosystems, SAD);

e Thermal cycler 2720 (Applied Biosystems, USA);

e Thermal cycler for RealTime PCR Stratagene Mx3000P ( Stratagene, SAD);
e Centrifuga (Hermle Labortechnik, Nemacka; Tehtnica, Slovenia);

e Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-Rad, SAD);

e Gel Doc XR system (Bio-Rad, SAD);

e BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems, SAD);
e Formalin

e Genelet gel extraction kit (Thermo);
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e 3 M natrijum acetata (pH 5.2, Sigma Aldrich, Nemacka )

e Ethidium Bromide (Bio-Rad, SAD);

e GeneRuler 100bp (Fermentas, Litvanija);

e TAE pufer: EDTA (Sigma Aldrich, Nemacka);

e UltraPure™ Agarose (Invitrogen, USA);

e Oligonukleotidni prajmeri i proba za RealTime RT-PCR odabrani su prema Callison i sar.
(2006) , za ugnezdeni RT-PCR prema Roussan i sar. (2008) i dalje za sekvencioniranje
prema Worthington i sar. (2008) (Vivagen, Invitrogen);

e Apsolutni etanol (99,8%; Zorka farm, Sabac);

e Thermo Scientific™ DreamTaq™ Green PCR (Thermo Fisher Scientific, SAD);

e SuperScript™ [11 Platinum™ One Step gRT-PCR (ThermoFisher Scientific, SAD);

o Referentni antigen virusa infektivnog bronhitisa (Invitrogen, Nemacka);

e QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Nemacka);

e Puferizovani fizioloski rastvor (PBS, Sigma Aldrich);

e Komplet za bris (Sam Plast, Cacak, Srbija);

e Epruvete od SmL i 10mL (Spektar, Ca¢ak, Srbija);

e PCR epruvete 1,5 mL (PCR Clean, Eppendorf, Nemacka);

e Microkrotube od 0,2mL ili stripovi od 8 mikrotubi (Agilent Technologies, SAD);

e Mikropipete od 10, 200 i 1000uL (Eppendorf Research plus) i nastavci za mikropipete s

filterom (Top Line, Nemacka), istog volumena;

4.2. METODE RADA

4.2.1. Dokaz prisustva virusa infektivnog bronhitisa molekularnim metodama

4.2.1.1. Priprema zbirnih uzoraka (,,pool)

Trahealni brisevi poreklom od Zivine su najpre potapani u puferizovani fizioloski rastvor

(PBS, pH7,4; Sigma Aldrich, Nemacka) (Slika 12). Brisevi su nakon toga kratko vorteksovani, oko
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cetiri sekunde (Slika 3), centrifugovani a zatim je supernatant prebacivan u novu i sterilnu

epruvetu, i to tako §to je pravljen zbirni uzorak (,,pool*), od 6 1 10 briseva u jednu epruvetu:

1) u prvom uzorkovanju od Sest briseva u jednu epruvetu; ukupno 300/6= 50 zbirnih uzorak

2) u drugom uzorkovanju od 10 uzoraka; ukupno 180/10= 18 zbirnih uzoraka (Tabela 3.).

Tabela 3. Oznake zbirnih uzoraka.

Prvo uzorkovanj

Drugo uzorkovanje

Jato G H E J B F D I A C K L M
Oznaka
zbirnih
(pool) 1-5 | 6-10 | 11-15 | 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50 | 1-6 | 7-12 | 13-18
uzoraka

Slika 12. Priprema zbirnih uzoraka.

4.2.1.2. Ekstrakcija virusne RNK iz trahealnih briseva

o |
o “\ \
e ) .

Slika 13. Mikrocentrifuga Eppendorf.

=S

Ekstrakcija virusne RNK iz svih trahealnih briseva vrSena je koris¢enjem QIAamp viral

RNA mini kita (Qiagen, Nemacka), po uputstvu proizvodaca:
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1. Zbirni uzorci trahealnih briseva pipetirani su u minitube sa 560 ul AVL pufera kome je dodato
5,6 ul nosaca RNK.

2. Zatim su uzorci inkubirani 10 minuta na sobnoj temperaturi (Slika 12).

3. Posle inkubiranja u uzorke je pojedina¢no dodato po 560 ul apsolutnog etanola, vorteksovano 15

sekundi i centrifugirano u trajanju od nekoliko sekundi (Slika 13).

4. Sadrzaj minituba je prebacen u QIAamp mini kolonu (smestenu u tubi za sakupljanje RNK od

2mL), i zatim ponovo centrifugovan u trajanju od 1 minuta na 8000 o/min.

5. QIAamp mini kolone sa uzorcima su posle centrifugovanja prebacene u nove, prazne tube za
sakupljanje RNK, a tube sa filtratom su odbacene. U minikolone je ponovo dodato 630 pl

supernatanta zbirnog uzorka, a odmah potom ponovljen postupak tacke 3.

6. QIAamp mini kolone sa uzorcima su nakon centrifugovanja premestene u nove prazne tubice
koje sluze za sakupljanje RNK, a tubice sa filtratom su odbac¢ene. U mini kolone je dodato po

500 ul AW1 pufera. Uzorci su zatim centrifugovani 1 minut na 6000xg (8000 o/min).

7. QlAamp mini kolona sa zbirnim uzorkom je posle centrifugovanja stavljena u novu praznu
tubicu za sakupljanje RNK, a tubica sa filtratom je odbacena. U kolonu je dodato po 500 ul AW?2

pufera, a uzorak je zatim centrifugovan 3 minuta na 12000xg (14000 o/min).

8. QlAamp mini kolona sa uzorcima je posle centrifugovanja stavljena u PCR mikrotubu (1,5mL;
PCR Clean, Eppendorf) i u nju dodato 60 ul AVL pufera za eluciju RNK. Uzorci su zatim
centrifugovani 1 minut na 6000xg (8000 o/min).

Kolona je odbacena, a u filtratu se nalazi ekstrahovana ukupna RNK. Ekstrahovana RNK

Cuvana je na -80°C do pocetka izvodenja RT-PCR reakcije.

4.2.1.3. Reverzna transkripcija i lanfana reakcija polimeraze u stvarnom

vremenu

U ispitivanjima koja su imala za cilj dokazivanje prisustva ribonukleinske kiseline (RNK)
virusa IB-a u zbirnim uzorcima ekstrahovane RNK kori$¢ena je reakcija reverzne transkriptaze i

lan¢ane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (engl. Real-time RT-PCR; gRT-PCR) i potom
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sekvencioniran precis¢eni PCR produkt. Koris¢en je set prajmera i probe (Tabela 4) prema
Callison et al. (2006).

Tabela 4. Prajmeri i proba za gRT-PCR (prema Callison et al., 20086.).

Oznaka ' o Lokacija | Veli¢ina Ciljna
prajmera Sekvenca (5'-3') * (bp) sekvenca
IBV5' GU391 GCT TTT GAG CCT AGC GTT 391-408 5'UTR
IBV5" GL533 GCCATGTTGTCACTGTCTATTG 533-512 143 5UTR
IBVS' G FAM-CAC CAG AACCTG TCA CCT C- 494473 5UTR
probe BHQ1

*lokacija u sekvenci M41 soja virusa IB (GenBank pristupni broj AY851295).

Reakcija qRT-PCR za obe analize izvodena je primenom komercijalnog kita SuperScript™
III Platinum™ One-Step gRT-PCR System (ThermoFisher Scientific, USA). Kit sadrzi
SuperScript™ III reverznu transkriptazu i Platinum™ Taq DNA polimerazu u istoj enzimskoj
mesavini. Tako je mogucée u istoj tubi odraditi sintezu komplementarne DNK(cDNK) i PCR iz
ukupne ili informacione RNK (mRNK), uz upotrebu prajmera i probe specifi¢nih za deo genoma
virusa IB.-a, §to je u nasem slu¢aju sekvenca koja se ne prepisuje na 5' kraju genoma virusa IB

(engl. Untranslated region; 5’'UTR).

Slika 14. Priprema meSavine za qRT-PCR.
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Mesavina za izvodenje qRT-PCR pripremana je (Slika 14) u mikrotubama (strip od 8
tuba(Agilent Technologies, USA) za svaki uzorak pojedinacno i bila je sastava kako je prikazano u
Tabeli 5.

Tabela 5. Sastav meSavine za izvodenje qRT-PCR-a.

SuperScript™ III Platinum_TM Quaqtita_ti_ve One-Step Za 1 uzorak
RT-PCR System (ThermoFisher Scientific, SAD)

2x Reaction Mix 12,5 ul
SuperScript™ III/ Platinum™ Taq Mix (enzimi) 0,5 pl
Forward prajmer (10 uM), finalna konc. 0,08 pM 0,2 ul
Reverse prajmer(10 pM), finalna konc. 0,08 uM 0,2 ul
TagMan proba (10 uM), finalna konc. 0,05 pM 0,125 pL
DEPC-om tretirane vode 9ul
ekstrahovane ukupne RNK zbirnog uzorka 4 ul
Ukupna zapremina reakcione meSavine 25 ul

Mikrotube sa uzorcima zatim su smeStene u uredaj za izvodenje lancane reakcije
polimeraze Stratagene Mx3000P (Stratagene, USA) (Slika 15 a i b). Stripovi od 8 mikrotuba sa
uzorcima ukupne RNK u reakcionoj mesavini postavljeni su u uredaj kako je prikazano u tabeli 6.:

(@) u prvoj analizi i (b) u drugoj analizi.

Tabela 6. Postavka mikrotuba u uredaj za izvodenje qRT-PCR-a u prvoj (a) i drugoj (b) analizi.

@] 1] 2 3] 4] 5] 6 7 (b) 1 2 3

A| 1| 9| 17| 25| 33| 41| 49 A K1 L3 M5
B| 2| 10| 18| 26| 34| 42| 50 B K2 L4 M6
C | 3| 11| 19| 27| 35| 43| NegKl C K3 L5 | PozK1
D| 4| 12| 20| 28| 36| 44| NegK2 D K4 L6 | PozK2
E| 5| 13| 21| 29| 37| 45| PozKl E K5 M1 | NegKl
F| 6| 14| 22| 30| 38| 46| PozK2 F K6 M2 | NegK2
G| 7| 15| 23| 31| 39 47 G L1 M3

H| 8| 16| 24| 32| 40| 48 H L2 M4
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a) b)
Slika 15. a) i b). Termocikler za izvodenje RT-PCR u stvarnom vremenu (Stratagene Mx300P,
Stratagene, USA).

Reakcija qRT-PCR u jednom koraku izvedena je prema termalnom profilu prikazanom u
tabeli 7 i slici 16.

Tabela 7. Termalni profil za izvodenje qRT-PCR reakcije (prema Callison et al., 2006).

One-Step gRT-PCR Temperatura (°C) | Vreme
Reverzna transkripcija (RT) 50 30 min
Aktivacija Platinum®Taq polimeraze 95 2 min
) Denaturacija NK lanaca 95 15 sek

PCR 45 ciklusa _ i
Vezivanje prajmera 60 60 sek

Na zavrSetku svakog od ciklusa vezivanja prajmera vrseno je o€itavanje fluorescencije. Svi
zbirni uzorci sa Ct (engl. cycle treshold) vrednos¢u < 40 su proglaSeni pozitivnima. Granica
detekcije ovog testa (engl. Limit of detection, LOD) je 100 kopija genoma IBV po reakciji (Callison
et al., 2006).
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Slika 16. a) Termalni profil i b) amplifikacijske krivulje gRT-PCRa.
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Sve pozitivne zbirne uzorke, u kojima je potvrdena prisutnost RNK genoma virusa IB-a

razbili smo u pojedinacne uzorke i ponovo analizirali koriste¢i reakcijsku meSavinu istog sastava te

iste prajmere i probu . Postavka mikrotuba je prikazana u tabelama 8.a i 8.b.

Tabela 8. Postavka stripova 8-mikrotuba sa razbijenim zbirnim uzorcima (a) prve analize i (b) druge analize.

() 1 2 3

A C25 J3 G17

B C26 J4 G18

C Cc27 J5 NegK1

D C28 J6 PozK1

E C29 G13 | PozK2

F C30 G14 | NegK2

G J1 G15

H J2 G16

(b) 1 2 3 4 5 6 7 8
A K1-1 K1-9 K3-7 L1-5 L5-3 M3-1 | M3-9 | M6-7
B K1-2 | K1-10 | K3-8 L1-6 L5-4 M3-2 | M3-10 | M6-8
C K1-3 K3-1 K3-9 L1-7 L5-5 M3-3 | M6-1 | M6-9
D K1-4 K3-2 | K3-10 | L1-8 L5-6 M3-4 | M6-2 | M6-10
E K1-5 K3-3 L1-1 L1-9 L5-7 M3-5 | M6-3 | PozK1
F K1-6 K3-4 L1-2 L1-10 | L5-8 M3-6 | M6-4 | PozK2
G K1-7 K3-5 L1-3 L5-1 L5-9 M3-7 | M6-5 | NegKl
H K1-8 K3-6 L1-4 L5-2 L5-10 | M3-8 | M6-6 | NegK2
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4.2.2. Amplifikacija S1 segmenta genoma virusa IB-a metodom ugneZdene
reverzne transkripcije i lanc¢ane reakcije polimerazom i sekvencioniranje Sanger

metodom

4.2.2.1. Ugnezdena reverzna transkripcija i lan¢ana reakcija polimerazom

(Nested RT-PCR)

U ispitivanjima koja su imala za cilj sekvencioniranje dela genoma virusa infektivnog
bronhitisa smo umnozili hipervarijabilni deo (HVR) S1 subjedinice S gena pomocu metode
ugnezdene reverzne traskripcije i lan¢ane reakcije polimerazom (engl. Nested RT-PCR) u dve faze.
U prvoj fazi je izvrSena revezna transkripcija i lancana reakcija polimerazom (RT-PCR) u 10
pozitivnih uzoraka ekstrahovane RNK (prethodno IBV pozitivnih pomoc¢u qRT-PCR), a u drugoj je
PCR produkt prve (RT-PCR) reakcije koris¢en kao matrica za izvodenje reakcije PCR-a. U tu svrhu
koriS¢eni su oligonukleotidni prajmeri prikazani u Tabeli 9. (Worthington et al., 2008) i
komercijalni kitovi SuperScript™ III Platinum™ Quantitative One-Step gRT-PCR System
(Invitrogen) za RT-PCR u jednom koraku, te Thermo Scientific™ DreamTaq™ Green PCR Master
Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, SAD) za PCR u drugoj fazi.

Tabela 9. Detalji prajmera upotrebljenih u nested RT-PCR reakcijama (prema Worthington et al., 2008).

Oznaka
) Sekvenca (5'-3") Lokacija u S1 sekvenci*
prajmera
RT-PCR
SX1+ CACCTAGAGGTTTGYTWGCAT 677-698
SX2- TCCACCTCTAAACACCYTT 1148-1168
UgneZdeni PCR (PCR 2)
SX3+ TAATACTGGYAATTTTTCAGA 705-725
SX4- AATACAGATTGCTTACAACCACC 1075-1097

* Lokacija nukleotida u S1 sekvenci soja UK/7/93 (Genbank pristupni broj Z83979).
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U prvoj fazi je izvrSena revezna transkripcija i lan¢ana reakcija polimerazom (RT-PCR) na
uzorcima ekstrahovane ukupne RNK i koris¢eni su SX1+ i SX2- prajmeri u master meSavini
reagensa (Tabela 10) iz komercijalnog kita za RT-PCR u jednom koraku SuperScript™ III

Platinum™ One Step RT-PCR System po uputstvu proizvodada.

Tabela 10. Sastav master meSavine po uzorku za RT-PCR reakciju u jednom koraku.

SuperScript™ 111 Platinum™ One Step RT-
PCR System (ThermoFisher Scientific, SAD)

2x Reaction Mix 12,5 ul
SuperScript™ III/ Platinum™ Taq Mix (enzimi) | 0,5 pul
Forward prajmer (10 uM), finalna konc. 0,08 uM | 0,2 ul
Reverse prajmer(10 pM), finalna konc. 0,08 uM | 0,2ul

Za 1l uzorak

DEPC-om tretirane vode 9,6 ul
ekstrahovane ukupne RNK zbirnog uzorka 2 ul
Ukupna zapremina reakcione meSavine 25 ul

U drugoj fazi je PCR produkt prve (RT-PCR) reakcije koris¢en kao matrica za izvodenje
reakcije PCR-a (PCR2) u koju su u master meSavinu dodati SX3+ i SX4- prajmeri iz
komercijalnog kita Thermo Scientific™ DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2X) (Thermo
Scientific, SAD). Prednost ovog kita je $sto PCR Master Mix-a (2X) pored DNK polimeraze
(DreamTaq DNA polymerase), prilagodenog PCR pufera (DreamTaq Green buffer), MgCl; i
deoksinukleotida (ANTPs), sadrzi dve potrazne (tracking) boje (plavu i zutu, koje daju zelenu) i
gusti reagens koji omogucéava da se PCR produkt direktno nanese na agarozni gel za elektroforezu.
Pritom, boje su inertne pa ne ometaju samu PCR reakciju, niti kasnije elektroforezu, DNK

sekvenciranje, ligaciju ili restrikcijsku digestiju dobijenih PCR produkata.

Tabela 4. Sastav master meSavine po uzorku za ugnezdenu PCR reakciju.

Thermo Scientific™ DreamTaq™ Green PCR Za 1 uzorak
Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, SAD)

DreamTaqg Green PCR Master Mix (2X) 12,5 ul
Forward prajmer (10 uM), finalna konc. 0,08 uM 0,2 pl
Reverse prajmer(10 pM), finalna konc. 0,08 uM 0,2 ul
DEPC-om tretirane vode 11 ul
Prociséeni RT-PCR produkt(10 pg do 1 pg) 2 ul
Ukupna zapremina reakcione mesavine 25 pl
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U mikrotube je dodato po 23uL master mesavine (Tabela 11), kratko centrifugovano i

dodato 2 pL ekstrahovane ukupne RNK uzorka ili PCR produkta, zavisno od fazi ugnezdene RT-
PCR.

Pripremljene mikrotube posloZene su na nacin kako je prikazano u tabeli 12. u termocikler
AB 2720 (Applied Biosystems, SAD) koji se koristi za izvodenje RT-PCR i ugnezdenu PCR
reakciju.

Tabela 5. Raspored mikrotuba u termocikleru za RT-PCR i PCR2 reakcije.

1 2
A K3-8 | U6

B K3-9 | G30
C M3-6 | pozK1
D M3-9 | NegK1l
E M6-2

F M6-9

G | M6-10

H 35

Reakcije RT-PCR u jednom koraku i PCR2 su se odvijale prema termalnom profilu
prikazanom u Tabeli 13.

Tabela 6. Termalni profil za izvodenje RT-PCR i PCR2 (prema Worthington et al., 2008).

. RT-PCR u jednom koraku PCR2
Ugnezdena RT-PCR (SX1+ > SX2-) (SX3+ > SX4-)
(Nested)
Temperatura Vreme Temperatura | Vreme
((®) ((®)
Reverzna transkripcija (RT) 50 30 -
Aktivacija Taqg polimeraze 95 15 min 94 3 min
Denaturacija . ;
NK lanca 94 1 min 94 1 min
PCR (30 ciklusa) Vezivanje 50 1,5 min 48 15
prajmera min
Elongacija . .
NK lanca 72 2 min 72 2 min
Zavr$no produZavanje NK lanaca 72 10 min 72 10 min
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Na kraju umnozeni PCR produkti su analizirani horizontalnom elektroforezom na 1%

agaroznom gelu i vizualizovani pod UV svetlom.

4.2.2.2. Horizontalna elektroforeza u agaroznom gelu

Nakon izvodenja lanCane reakcije polimeraze je vrSena horizontalna gel-elektroforeza
ispitivanih uzoraka u 1% agaroznom gelu radi vizualizacije dobijenih PCR produkata (Slika 17). U
100 ml Tris-acetat-EDTA pufera (IXTAE, pH 8.0; 40mM Tris, 3 mM EDTA) je dodato 1 ¢
UltraPure agaroze (Invitrogen, SAD) i zagrejavanjem rastvorena u TAE puferu. Posle hladenja
rastvora agaroze do temperature od 50°C, ista je izlivana u kadicu za izvodenje elektroforeze Mini-
Sub Cell GT Cell (Bio-Rad, SAD) u kojoj je bio postavljen Cesalj za formiranje bazencic¢a u
agaroznom gelu. Posle uranjanja gela agaroze, u kadicu za elektroforezu dodat je TAE pufer. U
bazenci¢e formirane u agaroznom gelu mikropipetom je nanoSeno po 20 ul dobijenog PCR

produkta.

Horizontalna gel-elektroforeza izvodena je tokom vremenskog perioda od 45 minuta pri
naponu struje od 100V. Posle elektroforeze, agarozni gel je prebacivan u kadicu sa etidijum
bromidom (Bio-Rad) u kojoj se bojio slede¢ih 30 minuta. Odbojavanje gela je vrSeno u drugoj
kadici sa dejonizovanom vodom tokom 10 minuta. Nakon toga gel je bio prenet u Gel Doc XR
system (Bio-Rad) radi vizualizacije pod UV svetlom. Pojava trake (benda) odredene veli¢ine na

agaroznom gelu je smatrana pozitivnim nalazom sto ujedno predstavlja i PCR produkt.
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Sabbbabhaess

Slika 17. Vizualizacija pozitivnih uzoraka na agaroznoom gelu pod UV svetlom.

4.2.2.3 PreciS¢avanje DNK iz agaroznog gela

Da bi se dobijeni PCR proizvod oslobodio neinkorporisanih nukleotida, etidijum bromida
kao 1 drugih nespecifi¢nih proizvoda PCR reakcije koji mogu negativno uticati na izvodenje Sanger
metode sekvencioniranja umnoZenog segmenta virusnog genoma, neophodno je prethodno izvrsiti

ekstrakciju i prec¢iS¢avanje dobijenog PCR proizvoda iz gela agaroze.

Postupak precis¢avanja gela je vrSen primenom GenelJet gel extraction kita (Thermo

Scientific, SAD), prema uputstvu proizvodaca.
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Slika 18. a) Umnozeni DNK fragmenti i b) gel nakon isecanja.

Ekstrakcija DNK iz gela pomocu centrifugiranja radena je po slede¢em postupku:

1. Odsecak agaroznog gela koji sadrzi umnozeni fragment DNK iseCen je pomocu skalpela (Slika
18), potom premesten u prethodno odmerenu epruvetu od 1,5 ml. Zatim je izraCunata masa

odsecka po formuli:
m (odsecak) = m(epruveta sa odseckom) — m(prazna epruveta)
2. Odsecak gela pomesan je sa vezivnim puferom u promeru 1:1 (masa: zapremnina)

3. Dobijena smesa je potom inkubirana na 50-60 °C tokom 10 minuta dok se odsecak gela nije u
potpunosti rastvorio. Sadrzaj epruvete pomeSan je okretanjem gore-dole svakih nekoliko

minuta kako bi se olaksao proces topljenja.

4. Nakon $to je gel potpuno rastvoren, gel meSavina je kratko vorteksovana te proverena boja koja
ukazuje na pH rastvora pre nego §to je rastvor prebacivan u kolonu. Zuta boja ukazuje na
optimalni pH za vezivanje DNK. Potom je dodato 10 ul 3 M natrijum acetata (pH 5.2,

Sigma Aldrich, Nemacka) u rastvor i promesano. Boja meSavine postala je Zzuta.

5. Ocekivana duzina PCR produkta bila je oko 390bp. Potom je dodata ista zapremina 100%

izopropanola u rastvor i temeljno promesano.

6. U GeneJET kolone za prec¢iScavanje preneto je po 800 ul rastvora gela, centrifugovano 1 min pri
13 000 o/min. Odbacen je filtrat iz epruvete za sakupljanje i ponovo vracen u kolonu u istu
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epruvetu. Ukupna zapremina rastvora gela prelazila je 800 pL, te je rastvor dodavan u
kolonu u fazama, ponavljajué¢i postupak sve dok celokupan volumen nije primenjen na

membranu kolone.

7. U¢injen je dodatni korak vezivanja jer se pre¢iScena DNK kasnije koristila za sekvencioniranje.
Znaci, u kolonu za precis¢avanje GeneJET dodato je 100 pl pufera za vezivanje i
centrifugovano 1 min pri 13 000 o/min. Odbacen je filtrat i vracen nazad u kolonu u istu

epruvetu za sakupljanje.

8. Dodato je 700 pl pufera za ispiranje prethodno razblazenog etanolom na kolone za preéi§cavanje
GeneJET i centrifugovali 1 min pri 13 000 o/min. Zatim smo odbacili nastavak i vratili

kolonu nazad u istu epruvetu za sakupljanje.

9. Da bi potpuno uklonili (za)ostatke pufera za pranje, centrifugovali smo jos jednom praznu kolonu

za prociscavanje GeneJET-a u trajanju od 1 minut.

10. GeneJET kolonu za pro¢i§cavanje prebacili smo u ¢istu epruvetu za mikrocentrifugu od 1,5 mL.
U centar membrane na prec¢i$cavajucoj koloni dodali sm 0 50 pl Elution Buffer-a (pufera za

ispiranje) i centrifugovali 1 min pri 13 000 o/min.

11. Odbacili smo GeneJET preciscavajucu kolonuis mestili prec¢iscenu DNKna -20 °C do

sekvencioniranja.

Na ovaj nacin je dobijeno 20ul precis¢enog PCR proizvoda. Pre primene Sanger metode

sekvencioniranja, odredili smo koncentraciju dobijenog molekula DNK na spektrofotometru.

4.2.2.4. Reakcija pre sekvencioniranja i priprema uzorka za kapilarnu

elektroforezu

Sekvencioniranje dobijenog precis¢enog PCR produkta vrSeno je primenom BigDye
Terminator v3.1 kita (Applied Biosystems). Sastav master meSavine za izvodenje reakcije
sekvencioniranja prikazan je u tabeli 14. i razlikuje se sa obzirom na primenjeni prajmer. U
mikrotubu dodato je master meSavine do 20 pl i dodato je 4ul preciséenog PCR produkta u tubu sa

F prajmerom (SX3+) i 6 ul precis¢enog PCR produkta u mikrotubu sa R prajmerom (SX4-).

Tabela 7. Sastav master meSavina za reakcije sa "forward™ i "reverse” prajmerima pre sekvencioniranja.
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BigDye Terminator v3.1 (SX3+) (SX4-)
Ready Reaction mix (2,5x) 4 ul 4 ul
Pufer za sekvencioniranje(5x) 2ul. 2uLl.
Prajmer (10 uM) 0,8ul 0,8ul
Vode slobodne od nukleaza 9,2 ul 7,2ul
UKUPNO 16,0 14,0
Precsceni PCR produkt 4 ul 6 ul

Mikrotube su postavljene u termocikler na nacin kako je prikazano u tabeli 15.

Tabela 8. Postavka mikrotuba u termocikleru za PCR reakciju pre sekvencioniranja.

1 2 3

A K3-8 J6 M6-10
B K3-9 G30 J5

C M3-6 K3-8 J6

D M3-9 K3-9 G30
E M6-2 M3-6 | pozK1l
F M6-9 | M3-9 | NegKl
G M6-10 | M6-2

H J5 M6-9

*sivo obojena polja=uzorci sa reverse (SX4-) prajmerom.
Reakcija se odvijala pod temperaturnim reZimom iz tabele 15.

Tabela 9. Termalni profil PCR reakcije pre sekvencioniranja.

PCR BigDye Terminator v3.1 Temperatura (°C) | Vreme
Pocetna denaturacija 96 5 min
DenaturacijaNK lanaca 96 10 sek
PCR _ _
] Vezivanje prajmera 50 5 sek
25 ciklusa i
Produzavanje NK lanaca 60 4 min

Priprema wuzoraka za sekvencioniranje je ukljucivala precipitaciju PCR produkta
sekvencioniranja u obliku peleta na dno mikroepruvete sa dodatkom 2 pl rastvora natrijum acetata
(pH 5.2) i 60 ul 99% etanola (Zorka farm). Kratko je vorteksovano te inkubirano na sobnoj
temperaturi tokom 20 minuta i centrifugirano 20 minuta pri brzini od 13 000 o/min (4°C). Nakon

uklanjanja gotovo svog alkohola bez dodirivanja pelete, dodato je 250 ul 75% etanola i kuckanjem
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po epruveti peleta je oslobodena u alkohol. Potom je izvrSeno centrifugiranje prema istom rezimu.
Uklonjen je sav etanol i tubice ostavljene u mraku da ostatak alkohola ispari na vazduhu. Uzorci su

cuvani na 4°C do sekvencioniranja.

4.2.2.5. Kapilarna elektroforeza

Neposredno pre sekvencioniranja, pelete su rastvorene u 16 ul formalina, vorteksovane i

kratko centrifugirane.

Opticka mikrotitraciona ploc¢a (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) sa uzorcima za
elektroforezu je stavljena u leziSte genetskog analizatora Genetic Analyzer 3130 (Applied
Biosystems, SAD). Na uredaj su postavljene Cetiri kapilare duzine 36 cm a kao polimer je korisé¢en
POP-7 (Applied Biosystems, SAD). Uredaj je podesen na RapidSeq protokol za POP-7 polimer i
kapilare navedene duZine. Izvodenje elektroforeze je trajalo oko jedan cas, a dobijeni rezultati su
obradivani kori§¢enjem SeqScape programa (Applied Biosystems, SAD). Nukleotidne sekvence su
prikupljene tokom kapilarne elektroforeze pomocu programa 3130x| genetic analyzer data
collection software version 3.0 (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA). Svaki pozitivni

uzorak bio je sekvencioniran u oba smera: forward i reverse.

Dobijene sekvence nukleotida virusa infektivnog bronhitisa obradivane su u genetskom

analizatoru i korigovane u Chromat Lite programu (Technelysium Pty, Ltd, Australija).

4.2.2.6. Sekvence deponovane u bazi GenBank

Dobijene delimi¢ne S1 sekvence naSih IBV izolata su nakon analize 1 uredenja deponovane

u bazu GenBank pod pristupnim brojem MH010330 - MH010339.

67



Bojana Vidovié¢ doktorska disertacija Materijal i metode

4.2.3. Filogenetska analiza i genotipizacija izolata virusa I1B-a

Genotipizacija i filogenetska analiza, koje ukljuuju: poravnavanje sekvenci nukleotida,
izraCunavanje filogenetske udaljenosti i izradu filogenetskog stabla, su odradene pomocu

kompjuterskog programa MEGA 7.0 (Tamura et al, 2016).

Za uporedivanje sekvenci nukleotida izolovanih virusa IB i izradu filogenetskog stabla su

koris¢ene sekvence najéesce koris¢enih vakcinalnih sojeva virusa IB (Tabela 17.).

Tabela 10. Vakcinalni sojevi virusa IB-a kori$éeni za uporedivanje sa dobijenim sojevima

X15832 Infectious Bronchitis Virus genomic RNA for spike precursor protein S1 and S2
(=peplomer subunits S1 and S2)

DQ431199 Infectious bronchitis virus isolate L-1148 spike glycoprotein S1 (S1) gene, partial cds
DQ901377 Infectious bronchitis virus isolate 1t/497/02 spike glycoprotein S1 gene, partial cds
FJ899688 Infectious bronchitis virus strain Ark52930 spike protein (S1) gene, partial cds
KC795604 Infectious bronchitis virus strain QX spike protein (S1) gene, partial cds
KF377577 Infectious bronchitis virus strain 4/91 vaccine, complete genome

X87238 Avian infectious bronchitis virus gene for spike protein.

M21970 Avian infectious bronchitis virus (strain H120) peplomeric protein

J04329

M21971 Avian infectious bronchitis virus (strain D1466) peplomeric protein

J04329
DQ834384 Infectious bronchitis virus strain M41, complete genome
KU736747 Infectious bronchitis virus strain MA5 commercial vaccine S1 gene, partial cds
FJ888351 Infectious bronchitis virus strain H120, complete genome

Za odredivanje genotipa uporedeni su sa ukupno 43 sekvence vakcinalnih sojeva virusa IB i
prototipova sojeva virusa 1B dostupnih u Gen Bank bazi nukleotidnih sekvenci (Tabela 18.)
(Valastro et al., 2016). Poravnavanje sekvenci ucinjeno je primenom Clustal O, deo Unipro
UGENE softvera (Okonechnikov, et al., 2012). Evolucijska udaljenost i filogenetska analiza

odradeni su "maximum likelihood™" metodom na bazi general time reversible model 10.
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Tabela 11. Sekvence prototipova sojeva virusa IB kori$éene u filogenetskoj analizi.

GenBank pristupni S0 prototip Zemlja Godina Period Linija ]

broj Naziv soja porekla izolovanja cirkulisanja (Valastro

sar.,2016)
M95169 Beaudette SAD 1937 1937-2013 Gl-1
GU393336 Holte SAD 1954 1954-2006 Gl-2
L14069 Gray SAD 1960 1960-2006 GI-3
L18988 Holte SAD 1962 1962-1998 Gl-4
U29522 N1/62 Australija 1962 1962-2012 GI-5
U29519 VicS Australija 1962 1962-2010 Gl-6
AY606320 TP/64 Tajvan 1964 1964-2012 GI-7
JQ964061 L165 SAD 1965 1965-1967 GI-8
M99482 ARK99 SAD 1973 1973-2011 GI-9
AF151954 B Novi Zeland 1970s 1970s-2000s Gl-10
JX182775 UFMG/G Brazil 1975 1975-2009 Gl-11
X52084 D3896 Holandija 1978 1978-2006 Gl-12
EU914938 Moroccan-G/83 Maroko 1983 1983-2013 Gl-13
X87238 B1648 Belgija 1984 1984-2006 Gl-14
FJ807932 B4 Koreja 1986 1986-2008 Gl-15
KJ941019 1ZO 28/86 Italija 1986 1986-2011 Gl-16
AF419315 CA/Machado/88 SAD 1988 1988-1999 Gl-17
AY?296744 JP8127 Japan 1993 1993-1999 Gl-18
KC577395 58HeN-93I1 Kina 1993 1993-2012 GI-19
AF349621 Qu_mv Kanada 1996 1996-1999 Gl-20
DQ064806 Spain/97/314 Spanija 1997 1997-2005 Gl-21
KC577382 40GDGZ-971 Kina 1997 1997-2011 Gl-22
AF093796 Variant 2 Israel 1998 1998-2012 Gl-23
KF757447 V13 Indija 1998 1998-2013 Gl-24
EU925393 CA/1737/04 SAD 2004 2004-2013 Gl-25
FN182243 NGA/B401/2006 Nigerija 2006 2006-2007 Gl-26
GU301925 GAO08 SAD 2008 2008-2013 Gl-27
M21971 D1466 Holandija 1979 1979-1984 Gll-1
U29450 N1/88 Australjia 1988 1988-2008 GllI-1
u77298 DE/072/92 SAD 1992 1992-2003 Glv-1
DQ059618 N4/02 Australija 2002 2002-2008 GV-1
GQ26594 TCO07-2 Kina 2007 2007-2012 GVI-1
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati izolacije virusa IB-a iz uzoraka suspektnog materijala poreklom

od zivine

U periodu od marta 2016 do juna 2017 godine u laboratoriji za virusologiju Veterinarskog
specijalistickog instituta “Kraljevo” iz Kraljeva izvrSeno je ispitivanje 480 pojedinacnih uzoraka
Zivine, trahealnih briseva, radi utvrdivanja prisustva virusa Infektivnog bronhitisa. 1zolovani sojevi
virusa infektivnog bronhitisa obelezavani su rednim brojevima dok su jata oznacavana slovima
abecede. Pozitivnih pool-ova bilo je 9 od ukupnih 13. Najreprezentativnijh 10 izolata uzeto je dalje
za sekvencioniranje. Najucestaliji genotip bio je D274, zatim 793B takode poznat kao 4/91 i QX.

5.2. lIspitivanje prisustva virusa IB-a primenom molekularnih metoda
virusoloske dijagnostike (RT-PCR, real time RT-PCR)

Primenom metode RT-PCR, dokazano je prisustvo nukleinske kiseline virusa infektivnog
bronhitisa u zbirnim uzorcima ekstrahovane RNK (Tabela 18, 19 i 20). Rezultati ispitivanja su
potvrdili da su svi izolovani sojevi pokazali karakteristi¢ne sigmoidne krive nastale kao rezultat
procesa amplifikacije (Slika 19). Dobijene Ct vrednosti svih pool-ovanih uzoraka su se kretale u
intervalu 35-40 dok su se Ct vrednosti razbijenih pool-ova i odabranih najpozitivnijih 10, kretale u
interval od 28-40.
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Tabela 18. Dokaz prisustva RNK virusa IB u zbirnim (pool) uzorcima traheje. Pozitivni uzorci su na prikazu

obojeni sivo. Postavka mikrotuba u uredaj za izvodenje qRT-PCR-a u prvoj (a) i drugoj (b) analizi.

@] 1 2 3 4 5 6 7 (b) 1 2 3

A 1 9 17| 25| 33| 41 49 A K1 L3 M5
B 2 10| 18| 26| 34| 42 50 B K2 L4 M6
C 3| 11| 19| 27| 35| 43| NegKl C K3 L5 PozK1
D 41 12| 20| 28| 36| 44| NegK2 D K4 L6 PozK2
E| 5| 13| 21| 29| 37| 45| PozKl E K5 M1 NegK1
G 7 15| 23| 31| 39| 47 G L1 M3

H 8| 16| 24| 32| 40| 48 H L2 M4

Tabela 19. Dokaz prisustva RNK virusa IB u uzorcima koji pripadaju razbijenim prethodno pozitivhim

zbirnim (pool) uzorcima traheje. Pozitivni uzorci su na prikazu obojeni sivo (a) prva analiza i (b) druga

analiza.

(a) 1 2 3

A C25 J3 G17

B C26 J4 G18

C C27 J5 NegK1

D C28 J6 PozK1

E C29 G13 PozK2

F C30 G14 | NegK2

G J1 G15

H J2 G16

(b) 1 2 3 4 5 6 7 8
A K1-1 K1-9 K3-7 L1-5 L5-3 M3-1 M3-9 M6-7
B K1-2 K1-10 K3-8 L1-6 L5-4 M3-2 | M3-10 | M6-8
C K1-3 K3-1 K3-9 L1-7 L5-5 M3-3 M6-1 M6-9
D K1l-4 K3-2 K3-10 L1-8 L5-6 M3-4 M6-2 | M6-10
E K1-5 K3-3 L1-1 L1-9 L5-7 M3-5 M6-3 | PozK1l
F K1-6 K3-4 L1-2 L1-10 L5-8 M3-6 M6-4 | PozK2
G K1-7 K3-5 L1-3 L5-1 L5-9 M3-7 M6-5 | NegK1l
H K1-8 K3-6 L1-4 L5-2 L5-10 M3-8 M6-6 | NegK?2
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Amplification Plots

PRt S S S-S

Fluorescence (dR)

Slika 19. Sema amplifikacije RT-PCR reakcije sojeva virusa. Plava horizontalna linija predstavlja

"threshold". Sigmoidne krive predstavljaju kinetiku amplifikacije PCR proizvoda u realnom vremenu.

Tabela 20. Postavka mikrotuba u termocikleru za PCR reakciju pre sekvencioniranja za odabrane pozitivne

uzorke.

1 2 3
A K3-8 J6 M6-10
B K3-9 G30 J5
C M3-6 K3-8 J6
D M3-9 K3-9 G30
E M6-2 M3-6 | pozK1l
F M6-9 | M3-9 | NegKl
G M6-10 | M6-2
H J5 M6-9
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5.3. Molekularna karakterizacija i filogenetska analiza

Za molekularnu karakterizaciju i filogenetsku analizu kao uzorci uzeti su trahealni brisevi
zivine razliCite starosne dobi.

Amplifikovani PCR produkti su ekstrahovani i sekvencionirani. Nakon sekvencioniranja
uradena je filogenetska analiza saCinjena pomo¢u MEGA 7 softvera (Kumar et al., 2016).
Filogenetsko stablo izradeno je na bazi parcijalnog sekvencioniranja S1 gena pomoc¢u Neighbour-
joining (NJ) algoritma. Uz pomo¢a BLAST analize pretrazena je baza podataka Gen Bank (National
Centre of Biotechnology Information) da bi se utvrdila podudarnost sekvenci amplifikovanih PCR
produkata i ve¢ postojeéih gena.

Virus IB-a je detektovan u izabranih deset reprezentativnih izolata. Na osnovu njihovih
parcijalnih S1 genskih sekvenci, identifikovani izolati tokom ove studije mogu se podeliti u tri
grupe.

Prvu grupu predstavlja D274 genotip sa izolatima MH010330, MH010331, MH010332,
MH010334, MH010335 i MH010336.

Drugu grupu ¢ini genotip 4/91 sa izolatima MH010333 i MH010339.

Trecu grupu ¢ini genotip QX sa izolatima MH010337 i MH010338 (Slika 20).

Izolati MHO010330 i MHO010331 pokazuju 100% nukleotidne sli¢nosti kao 1 izolati
MHO010332 1 MHO010336. Izolat MHO010335 pokazuje 99.7% sli¢nosti sa MH010330, MH010331 1
MHO010334 kao 1 98.8% sli¢nosti sa MH010332 1 MHO010336. 1zolat MH010334 pokazao je 99.1%
nukleotidne sli¢nosti sa MH010332 i MHO010336. Sojevi MH010330 i MH010331 pokazuju takode
veliku sli¢nost (99.4%) sa izolatima MH010332 i MH010336. Razlike u sli¢nosti nukleotida izmedu
sojeva D274 izolovanih u ovoj studiji sa D274 (X15832) varirali su od 0 do 0.9% i od 2.4 do 2.7%
u poredenju sa D3896 (X52084) koji je izolovan u Holandiji 1978.godine (Slika 20). Nasi izolati
koji pripadaju QX genotipu pokazali su 99.7% nukleotidne sli¢nosti. Razlike u nukleotidnim
sekvencama izmedu izolata koji pripadaju D274 grupi varirale su od 0 do 1.2%.

Nasi izolati MHO010337 i MHO010338 koji su slicni sa QXIBV (KC795604) i 1-1148
(DQ431199) varirali su od 0.9 do 1.2% dok je QX (KC577395) varirao od 5.8 do 6.1% (slika 20).

Nas izolat MHO010333 i MHO010339 koji pripadaju 4/91 genotipu, pokazuju 98.5%
nukleotidne sli¢nosti dok je izolat MHO010339 bio 99.7% sli¢an sa vakcinalnim sojem 4/91
(KF377577) a izolat MH010333 98.8% (slika 20).
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ACo-IBV commercial vaccine strain MA5/Brazil/2013 (KU736747)
ACo-IBV commercial vaccine strain MA5 ( KU736747)
86 | ACo-IBV Vaccine strain HI20/ The Netherlands/1960 (FJ888351)
ACo-IBV vaccine strain M#1 (DQ834384)
GI-1 ACo-IBV/USA/Beaudette/1937 (M95169)
GI-24 ACo-IBV/India/VI3/1998 (KF757447)
GI-25 ACo-IBV/USA/CA/1737/04/2004 (EU925393)
GI-5 ACo-IBV/Australia/Nl/62/1962 (U29522)
GI-18 ACo-1BV//Japan/J PSI27/1993 (AY 296744)
GI-15 ACo-IBV/Korea/B4/1986 (F]807932)
GI-17 ACo-IBV/USA/CA/Machado/88/1988 (AF419315)
66 GI-27 ACo-IBV/USA/GA08/2008 (GU301925)
8 GI-6 ACo-IBV/Australia/ VicS/1962 (U29519)
?EGHOACO -IBV/New Zealand/B/1970s (AFI51954)
GI-16 ACo-IBV/Italy/ 12O 28/86/1986 (K] 941019)
GI-23 ACo-IBV/Israel/ Variant 2/1998 (AF093796)
GI-12 ACo-IBV/ The Netherlands/D3896/1978 (X52084)
1 ACo-IBV strain D207 IBAPEPB (M21969 ] 04329)
994 | ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/3/6/2016-201 (MHO010332)
ACo-IBV/Serbia/NoviSady812/6/10/2016-2017 (MH0I0336)
2 ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/9/2016-2017 (MHOI0335)
il ACo-IBV/Serbia/NoviSad/806/3/8/2016-2017 (MHOI0330)
| ACo-IBV/Serbia/Novisad/806/3/9/2016-2017, (MH0I033])
6 ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/2/2016-2017 (MHO0I0334)
] ACo-IBV strain D274 (X15832)
100  ACO-IBV strain Ark52930 (FJ899688)
60 GI-9 ACo-IBV/USA/ARK99/1973 (M99482)

92|

35

53 GI-8 ACo-IBV/USA/LI65/1965 (JQ964061)
“ GI-3 ACo-IBV/USA/Gray/1960 (1.14069)
o GI-20 ACo-IBV/Canada/Qu mv/1996 (AF349621)

88

GI-2 ACo-IBV/USA/Holte/1954 (GU393336)

GI-4 ACo-IBV/USA/Holte/1962 (L 18988)

GI-22 ACo-IBV/China/40GDGZ-971/1997 (KC577382)

GI-1I ACo-IBV/Brazil/ UFMG/G/1975 (JXI82775)

GI-26 ACo-IBV/Nigeria/ NGA/B401/2006/2006 (FN182243)

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/D5/16/ M/ 2016-2017 (MH010337)

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/Dé/16/M/2016-2017 (MH0I0338)

ACo-IBV strain QXIBV (KC795604)

ACo-IBVisolate [-1148 (DQ431199)

GI-19 ACo-IBV/China/58HeN-9311/1993 (KC577395)

GI-14 ACo-IBV/Belgiurm/BI648/1984 (X87238)

100 ACo-IBV isolate It/497/02 (DQO0I377)

GI-21 ACo-IBV/Spair/Spain/97/314/1997 (DQO64806)

GI-13 ACo-IBV/Morocco/Moroccan-G/83/1983 (FU9I4938)

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/N30/50/2016-2017 (MHOI0339)

s8F ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/3/9/2016-2017 (MEOI0333)

37\ ACo-IBV vaccine strain 4/91 (KF377577)

L GL7ACo-IBV/ Taiwan/TP/64/1964 (AY606320)

GV-1 ACo-IBV/ Australia/N4/02/2002 (DQ059618)
GIII-1 ACo-IBV/ Australia/ NI/88/1988 (U29450)

99{ GVI-1 ACo-IBV/China/ TC07-2/2007 (GQ26594)

GII-1 ACo-IBV/ The Netherlands/DI466/1979 (M21971)

GIV-1 ACo-IBV/USA/DF/072/92/1992 (U77298)

93 95

100

15

73

95

45

90

| |
0.2

Slika 20. Filogenetsko stablo bazirano na poredenju parcijalnih sekvenci S1 gena IBV
isolata detektovanih u Srbiji i referentnih sojeva virusa IB-a. Maximum likelihood tree (1000

bootstop replicates) izradeno Neighbour-joining metodom (Tamura et al., 2004).
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Rezultati

Tabela 21. Nukleotidna podudarnost izolovanih sa filogenetski najsrodnijim izolatima virusa 1B-a.

D274 cluster

QX cluster

4/91 cluster

IZOLATI 1Z SRBIJE

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/2/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/806/3/8/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/806/3/9/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/3/6/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/9/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/10/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/D5/16/M/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/D6/16/M/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/3/9/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/N30/50/2016-2017

3 S = g ) g 5 g ) 2
Maksimalna identi¢nost nukleotidnih sekvenci/procenat % ij ij % % ij :; % % §
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/2/2016-2017_(MH010334) 99,70% | 99,70% | 99,10% | 99,70% | 99,10% | 80,60% | 80,30% | 81,50% | 82,30%
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/806/3/8/2016-2017_(MH010330) 99,70% 100,00% | 99,40% | 99,40% [ 99,40% | 80,30% | 80,00% | 81,20% | 82,00%
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/806/3/9/2016-2017_(MH010331) 99,70% | 100,00% 99,40% | 99,40% | 99,40% | 80,30% | 80,00% | 81,20% | 82,00%
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/3/6/2016-201_(MH010332) 99,10% | 99,40% | 99,40% 98,80% | 100,00% | 80,30% | 80,00% | 81,20% | 82,00%
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/9/2016-2017_(MH010335) 99,70% | 99,40% | 99,40% | 98,80% 98,80% | 80,90% | 80,60% | 81,70% [ 82,60%
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/10/2016-2017_(MH010336) 99,10% | 99,40% | 99,40% | 100,00% | 98,80% 80,30% | 80,00% | 81,20% | 82,00%
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/D5/16/M/2016-2017_(MH010337) 80,60% | 80,30% | 80,30% | 80,30% | 80,90% | 80,30% 99,70% | 80,90% | 81,70%
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/D6/16/M/2016-2017_(MH010338) 80,30% | 80,00% | 80,00% | 80,00% | 80,60% [ 80,00% | 99,70% 80,60% | 81,50%
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/3/9/2016-2017_(MH010333) 81,50% | 81,20% | 81,20% | 8120% | 81,70% [ 81,20% [ 80,90% [ 80,60% 98,50%

75




Bojana Vidovié doktorska disertacija Rezultati
D274 cluster QX cluster 4/91 cluster
= = = = ~ = = = = ~
= e = = = S S S S 2
& & & & & 9 S g & &
~ o S S S s = = S S
© S o o © © e = = 2
o 8 8 o o & Q a o Z
© © © © © © =] © o ©
> > > > > > > > > >
o o (=} o o o (=} o o o
= S = = = £ = = = =
(1] (1] © © © © (C © (1] (1]
23 68|25 |28 (28|28 |¢e5 |28 |28 |28
> g > 2 > 2 > 2 > 2 > 3 > g > 9 > 2 > g
m e @mg |@a8 (@dg |28 @ (g | (@dg |;e
Maksimalna identiénost nukleotidnih sekvenci/procenat § é_ § E_ &:’ E_ § é_ § é_ § é § :é § é § é_ § é
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/N30/50/2016-2017_(MH010339) 82,30% | 82,00% | 82,00% | 82,00% | 82,60% | 82,00% | 81,70% | 81,50% | 98,50%
ACo-IBV_strain D207_IBAPEPB (M21969_J04329) 98,50% | 98,20% | 98,20% | 97,60% | 98,20% | 97,60% [ 80,60% | 80,30% | 81,50% | 82,30%
> | ACo-IBV_strain D274_(X15832) 99,70% | 99,70% | 99,10% | 99,70% | 99,10% | 80,60% | 80,30% | 81,50% [ 82,30%
% | ACo-IBV_ strain QXIBV_(KC795604) 80,90% | 80,60% | 80,60% | 80,60% | 81,20% [ 80,60% | 99,10% | 98,80% | 80,90% | 81,70%
é ACo-IBV_isolate L-1148_(DQ431199) 80,90% | 80,60% | 80,60% | 80,60% | 81,20% | 80,60% | 99,10% | 98,80% | 80,90% | 81,70%
(Z) ACo-IBV_vaccine strain 4/91_(KF377577 82,00% | 81,70% | 81,70% | 81,70% | 82,30% | 81,70% | 81,50% | 81,20% | 98,80% | 99,70%
x
%E ACo-IBV_vaccine_strain H120/The Netherlands/1960_(FJ888351) | 83,20% | 83,50% | 83,50% | 83,50% | 83,50% | 83,50% | 78,90% | 78,60% | 75,70% | 76,80%
=
g(,‘ ACo-IBV_vaccine_ strain M41_(DQ834384) 82,90% | 83,20% | 83,20% | 83,20% | 83,20% | 83,20% | 79,10% | 78,90% | 76,50% | 77,70%
% ACo-IBV_ commercial vaccine strain MA5/Brazil/2013_(KU736747) | 83,50% | 83,80% | 83,80% | 83,80% | 83,80% | 83,80% | 79,10% | 78,90% | 76,00% | 77,10%
é ACo-IBV_commercial vaccine_strain MAS_( KU736747) 83,50% | 83,80% | 83,80% | 83,80% | 83,80% | 83,80% | 79,10% | 78,90% | 76,00% | 77,10%
ACo-IBV_ strain Ark52930_(FJ899688) 78,00% | 78,30% | 78,30% | 78,30% | 78,30% [ 78,30% | 80,00% | 79,70% | 77,40% | 78,60%
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Rezultati

D274 cluster

QX cluster

4/91 cluster

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/2/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/806/3/8/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/806/3/9/2016-2017
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/3/6/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/9/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/10/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/D5/16/M/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/D6/16/M/2016-2017

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/3/9/2016-2017
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/N30/50/2016-2017

=3 =3 = g 8 3 5 3 3 8

Maksimalna identi¢énost nukleotidnih sekvenci/procenat % ij ij § § ij ;i ;: % E
ACo-IBV_ isolate [t/497/02_(DQ901377) 79,40% | 79,10% [ 79,10% | 79,10% [ 79,70% | 79,10% [ 81,20% | 80,90% | 87,50% | 87,80%
g GI-1_ACo-IBV/USA/Beaudette/1937_(M95169) 82,90% | 83,20% | 83,20% | 83,20% | 83,20% | 83,20% | 78,30% | 78,00% | 75,70% | 76,80%
§ GI-2_ACo-IBV/USA/Holte/1954_(GU393336) 76,80% | 76,50% | 76,50% | 77,10% | 77,10% | 77,10% | 76,50% | 76,30% | 74,80% | 7540%
§ GI-3_ACo-IBV/USA/Gray/1960_(L14069) 78,90% | 78,60% | 78,60% | 78,60% [ 79,10% | 78,60% [ 80,00% | 79,70% | 79,70% | 80,60%
< Gl-4_ACo-IBV/USA/Holte/1962_(L18988) 78,30% | 78,60% | 78,60% | 78,60% | 78,60% | 78,60% [ 80,00% | 79,70% | 78,60% | 79,40%
'—g GI-5_ACo-IBV/Australia/N1/62/1962_(U29522) 81,70% | 82,00% | 82,00% | 82,00% | 82,00% | 82,00% | 80,30% | 80,00% | 80,00% | 80,60%
% GI-6_ACo-IBV/Australia/VicS/1962_(U29519) 81,20% | 8150% | 81,50% | 81,70% [ 81,50% | 81,70% | 77,70% | 77,40% | 78,90% | 79,40%
% GI-7_ACo-IBV/Taiwan/TP/64/1964_(AY606320) 7820% | 77,90% | 77,90% | 77,90% | 78,50% | 77,90% [ 79,60% | 79,30% | 76,70% | 77,30%
% _ GI-8_ACo-IBV/USA/L165/1965_(JQ964061) 79,10% | 79,40% | 79,40% | 79,40% | 79,40% | 79,40% [ 79,40% | 79,10% | 79,10% | 79,70%
ﬁ % GI-9_ACo-IBV/USA/ARK99/1973_(M99482) 78,00% | 78,30% | 78,30% | 78,30% | 78,30% | 78,30% [ 80,00% | 79,70% | 76,80% | 78,00%
= | GI-10_ACo-IBV/New Zealand/B/1970s_(AF151954) 80,90% | 81,20% | 81,20% | 81,20% | 81,20% | 81,20% [ 79,70% | 79,40% | 80,60% | 80,90%
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D274 cluster QX cluster 4/91 cluster

~ ~ ~ ~ ~ = S S ~ ~

& & < & Q Gx q9 N & S

@ © S @ S = = s © @

g |2 |g |8 |8 |8 |2 |£2 |8 |&

o 3 2 o o ® =) =] o =z

=] =] =] he] he] =) ] ] ] =)

P P a P P a > P P P

2 2 2 @ @ 2 2 @ @ 2

o (=} o (=} (=} o (=) o o o

= = = = = = = = = =

s s s s s s s 8 s s

0 =] 0 o0 o0 0 0 o) 0 0
s |dg|ds|dsg|ladgs|dg|ds|dg|azg|da
> g > g > g > 2 > 2 > g > g > g > 2 > g
m 2 m 2 m 2 m 2 m 2 m 2 m 2 m 2 m 2 m 2
Maksimalna identi¢nost nukleotidnih sekvenci/procenat § s § s § s § s § s é s § s § s § g § s
Gl-11_ACo-IBV/BrazillUFMG/G/1975_(JX182775) 79,70% | 80,00% | 80,00% | 80,30% | 80,00% [ 80,30% | 81,20% | 80,90% | 79,70% | 80,60%
Gl-12_ACo-IBV/The Netherlands/D3896/1978_(X52084) 97,30% | 97,60% [ 97,60% | 97,60% [ 97,60% | 97,60% [ 80,90% | 80,60% [ 81,50% | 82,00%
Gl-13_ACo-IBV/Morocco/Moroccan-G/83/1983_(EU914938) 80,30% | 80,00% [ 80,00% | 80,00% | 80,60% | 80,00% [ 80,00% | 79,70% [ 95,90% | 96,20%
Gl-14_ACo-IBV/Belgium/B1648/1984_(X87238) 81,20% | 80,90% [ 80,90% | 81,50% | 81,50% | 81,50% | 80,90% | 80,60% [ 84,60% | 86,10%
Gl-15_ACo-IBV/Korea/B4/1986_(FJ807932) 75,00% | 75,30% [ 75,30% | 75,90% | 75,30% | 75,90% | 74,40% | 74,20% [ 74,70% | 75,00%
Gl-16_ACo-IBV/ltaly/ 1ZO 28/86/1986_(KJ941019) 82,60% | 82,90% | 82,90% | 82,90% | 82,90% [ 82,90% | 81,20% | 80,90% | 78,60% | 79,40%
GI-17_ACo-IBV/USA/CA/Machado/88/1988_(AF419315) 76,70% | 77,00% | 77,00% | 76,50% | 77,00% [ 76,50% | 77,90% | 77,60% | 75,00% | 76,20%
Gl-18_ACo-IBV/Japan/JP8127/1993_(AY296744) 80,50% | 80,80% | 80,80% | 80,80% | 80,80% [ 80,80% | 78,70% | 78,50% | 77,60% | 78,70%
GI-19_ACo-IBV/China/58HeN-93I1/1993_(KC577395) 82,60% | 82,30% | 82,30% | 82,30% | 82,90% [ 82,30% | 94,20% | 93,90% | 82,30% | 83,20%
GI-20_ACo-IBV/Canada/Qu_mv/1996_(AF349621) 78,00% | 78,30% | 78,30% | 78,30% | 78,30% | 78,30% | 77,70% | 77,40% | 77,40% | 78,00%
Gl-21_ACo-IBV/Spain/Spain/97/314/1997_(DQ064806) 79,70% | 79,40% | 79,40% | 79,40% | 80,00% | 79,40% | 82,00% | 81,70% [ 87,80% | 88,70%
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~ ~ ~ ~ ~ = S S ~ ~

= = = = = S P = = =

s g |g |§ |[§ |§ |z |g |§ |8

® © @ ® ® © =] a © =

© ® © E E © ® s E ©

> > > > > > > > > >

o (=} o (=} o o (=) o o o

= = = = = = = = = =

s s s s s s s 8 s s

0 =] 0 o0 o0 0 0 o) 0 0
n S | a8 a8 |as|(as|a8 |ad|ag |a|mt8
Maksimalna identi¢nost nukleotidnih sekvenci/procenat § é_ § E_ § E_ § é_ § é_ é E_ § f'si § é § f'si § é
Gl-22_ACo-IBV/China/40GDGZ-971/1997_(KC577382) 79,10% | 79,40% [ 79,40% | 79,40% | 79,40% | 79,40% | 79,70% | 79,40% [ 81,70% | 82,00%
Gl-23_ACo-IBV/lIsrael/Variant 2/1998_(AF093796) 83,80% | 84,10% | 84,10% | 84,10% | 84,10% | 84,10% | 80,90% | 80,60% [ 82,00% | 82,30%
Gl-24_ACo-IBV/India/V13/1998_(KF757447) 82,30% | 82,60% [ 82,60% | 82,60% | 82,60% | 82,60% | 77,40% | 77,10% [ 76,80% | 78,00%
Gl-25_ACo-IBV/USA/CA/1737/04/2004_(EU925393) 80,30% | 80,60% [ 80,60% | 80,60% [ 80,60% | 80,60% [ 80,30% | 80,00% [ 78,90% | 79,70%
GI-26_ACo-IBV/Nigeria/NGA/B401/2006/2006_(FN182243) 7740% | 77,10% | 77,10% | 77,40% | 77,70% | 77,40% | 80,30% | 80,00% [ 78,90% | 79,70%
GI-27_ACo-IBV/USA/GA08/2008_(GU301925) 76,70% | 76,50% | 76,50% | 76,50% | 77,00% [ 76,50% | 77,90% | 77,60% | 76,70% | 76,50%
GlI-1_ACo-IBV/The Netherlands/D1466/1979_(M21971) 58,30% | 58,60% | 58,60% | 58,60% | 58,00% [ 58,60% | 58,60% | 58,30% | 60,60% | 61,20%
GlII-1_ACo-IBV/Australia/ N1/88/1988_(U29450) 59,70% | 60,00% | 60,00% | 60,30% | 60,00% [ 60,30% | 58,90% | 58,60% | 59,20% | 59,20%
GIV-1_ACo-IBV/USA/DE/072/92/1992_(U77298) 52,20% | 52,50% | 52,50% | 53,00% | 52,50% [ 53,00% | 52,20% | 51,90% | 55,00% | 54,40%
GV-1_ACo-IBV/Australia/N4/02/2002_(DQ059618) 66,10% | 65,90% | 6590% | 6590% | 66,40% [ 65,90% | 65,60% | 65,30% | 64,70% | 65,90%
GVI-1_ACo-IBV/China/TC07-2/2007_(GQ26594) 59,20% | 59,20% [ 59,20% | 59,70% | 59,40% | 59,70% | 59,70% | 59,40% [ 58,90% | 59,40%
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QX 4/91
D274 cluster cluster cluster

Broj razli€itih nt izmedu
sekvenci

ACo-1BV/Serbia/NoviSad/812/6/2/2016-

ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/2/2016-2017
(MH010334)
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/806/3/8/2016-2017

(MH010330)
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/806/3/9/2016-2017

(MH010331)
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/3/6/2016-201
(MH010332)
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/9/2016-2017
(MH010335)
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/10/2016-2017

(MH010336)
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/D5/16/M/2016-2017

(MH010337)
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/D6/16/M/2016-2017

(MH010338)
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/3/9/2016-2017

(MH010333)
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/N30/50/2016-2017
(MH010339)

2017 (MH010334) 1 1 3 1 3 67 68 | 64 | 61
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/806/3/8/2016-
2017 (MH010330) 1 0 2 2 2 68 69 | 65 | 62
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/806/3/9/2016-
. 2017 (MH010331) 1 0 2 2 2 68 69 | 65 | 62
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/3/6/2016-
é 201 (MH010332) 3 2 2 4 0 68 69 | 65 | 62
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/9/2016-
é’ 2017 (MH010335) 1 2 2 4 4 66 67 | 63 | 60
— | ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/6/10/2016-
g 2017 (MH010336) 3 2 2 0 4 68 69 | 65 | 62
O | ACo-IBV/Serbia/NoviSad/D5/16/M/2016-
N | 2017_(MH010337) 67 | 68 | 68 | 68 | 66 | 68 1 66 | 63
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/D6/16/M/2016-
2017 (MH010338) 68 | 69 | 69 | 69 | 67 | 69 1 67 | 64
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/812/3/9/2016-
2017 (MH010333) 64 | 65 | 65 | 65 | 63 | 65 66 67 5
ACo-IBV/Serbia/NoviSad/N30/50/2016-
2017 (MH010339) 61 | 62 | 62 | 62 | 60 | 62 63 64 5
< | ACo-IBV_strain D207_IBAPEPB
L | (21969 104329) 5 6 6 8 6 8 67 68 | 64 | 61
8 ACo-IBV._strain D274_(X15832) 0 1 1 3 1 3 67 68 | 64 | 61
= | ACo-IBV_ strain QXIBV_(KC795604) 66 | 67 | 67 | 67 | 65 | 67 3 4 66 | 63
Z | ACo-IBV _isolate L-1148 (DQ431199) 66 | 67 | 67 | 67 | 65 | 67 3 4 66 | 63
% ACo-IBV_vaccine strain 4/91_(KF377577) 62 | 63 | 63 | 63 | 61 | 63 64 65 4 1
ACo-IBV_vaccine_strain H120/The
é Netherlands/1960 (FJ888351) 58 57 57 57 ST ST 3 74 84 80
= ACo-IBV_vaccine_ strain M41_(DQ834384) 59 | 58 | 58 | 58 | 58 | 58 72 73 | 81 77
— | ACo-IBV_ commercial vaccine strain
< | MA5/Brazil/2013_(KU736747) 57 | 56 | 56 | 56 | 56 | 36 | 72 | 73 | 8 | 79
O | ACo-IBV_commercial vaccine_strain MA5_(
& | KU736747) 57 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 72 73 | 83 | 79
= | ACo-IBV._ strain Ark52930_(FJ899688) 76 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75 69 70 | 78 | 74
Q ["ACo-IBV_ isolate I1/497/02_(DQ901377) 71| 72727270 72] 65 | 66 | 43 | 42
<>f GI-1_ACo-IBV/ USA/Beaudette/1937_(M95169) | 59 | 58 | 58 | 58 | 58 | 58 75 76 | 84 | 80
8 GI-2_ACo-IBV /USA/Holte/1954 (GU393336) 80 | 81 | 81 | 79 | 79 | 79 81 82 | 87 | 85
g GI-3_ACo-IBV/USA/Gray/1960_(L14069) 73 | 74 | 74 | 74 | 72 | T4 69 70 | 70 | 67
= | Gl-4_ACo-IBV/USA/Holte/1962_(L.18988) 75 | 74 | 74 | 74 | 74 | T4 69 7 | 74 | 71
% | GI-5_ACo-IBV/Australia/N1/62/1962_(U29522) | 63 | 62 | 62 | 62 | 62 | 62 68 69 | 69 | 67
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=5 5 |s |E |5 [E |E |E |E
S (8|1 |18 IF [§ 8 |8 |8
¢ & |2 |2 |2 |8 g |2 | |8
S [ [8 | |8 |§ [g§ |8 |8 |8
8 (8 [ |8 | (8 = = | |8
s |8 (@ |8 |8 | S s |2 (2
sSlesslgs ga‘ S5 S& Er: Ea s & §a
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Broj razli¢itih nt izmedu §§ §§ §§ 28 §§ 532|338 (38 §§ R
: ;S;S;SSS;S DS| LS "_’S;S;S
sekvenci SE|2E|25|25|22(52 52|38|38|32
S (7|87 |€ 7|8 [T S |8 |8 |8
2 |2 |2 [ |28 |8 |2 |2 |2 |2
a8 8 |2 |8 |& |8 |8 |32 |8
2 2 (2 |2 |2 |38 |2 |& |2 |2
S S S Q S o 3 S &
2|2 |2 |< |2 |€ |2 |2 |2 |2
GI-6_ACo-IBV/Australia/VicS/1962_(U29519) 65 | 64 | 64 | 63 | 64 | 63 77 78 | 713 | 71
GI-7_ACo-
IBV/Taiwan/TP/64/1964 (AY606320) 6 | 77 |77\ 71|75 | 17T 2| 81179
GI-8_ACo-IBV/USA/L165/1965_(JQ964061) 77 | 1|71 | MM |11 |1 7 72 | 72 | 70
GI-9_ACo-IBV/USA/ARK99/1973_(M99482) 76 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75 69 70 | 80 | 76
GI-10_ACo-IBV/New
Zealand/B/1970s_(AF151954) 66 65 65 65 65 65 70 71 67 66
Gl-11_ACo-
IBV/Brazil/UFMG/G/1975_(JX182775) 70 | 69 | 69 | 68 | 69 | 68 | 65 | 66 | 70 | 67
Gl-12_ACo-IBV/The
Netherlands/D3896/1978_(X52084) 9 8 8 8 8 8 66 | 67 | 64 | 62
GI-13_ACo-IBV/Morocco/Moroccan-
G/83/1983_(EU914938) 68 | 69 | 69 | 69 | 67 | 69 | 69 | 70 | 14 | 13
Gl-14_ACo-
IBV/Belgium/B1648/1984 (X87238) 65 | 66 | 66 | 64 | 64 | 64 | 66 | 67 | 53 | 48
GI-15_ACo-IBV/Korea/B4/1986_(FJ307932) 87 | 86 | 86 | 84 | 86 | 84 89 90 | 88 | 87
GI-16_ACo-IBV/Italy/ 12O
28/86/1986 (KJ941019) 60 | 59 | 59 | 59 | 59 | 59 | 65 | 66 | 74 | T1
Gl-17_ACo- 81 |80 | 80 | 82 | 80 | 82 | 77 | 78 | 87 | 83
IBV/USA/CA/Machado/88/1988 (AF419315)
Gl-18_ACo-
IBV/Japan/JP8127/1993 (AY296744) 68 | 67 | 67 | 67 | 67 |\ 67 | 74 | 75 | 78 | T4
GI-19_ACo-IBV/China/58HeN-
9311/1993 (KC577395) 60 | 61 | 61 | 61 | 59 | 61 20 | 21 | 61 | 58
G1-20_ACo- 76 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 77 | 78 | 78 | 76
IBV/Canada/Qu_mv/1996 (AF349621)
Gl-21_ACo-
IBV/Spain/Spain/97/314/1997 (DQ064806) 0 M| mn mMje 7 62 | 63 | 42 | 39
Gl-22_ACo-IBV/China/40GDGZ-
97111997 (KC577382) (2 I O & O O & IR I & IR Y 70 [ 71 | 63 | 62
GI-23 _ACo-IBV/lsrael/Variant
211998, (AF093796) 56 | 55 | 55 | 55 | 55 | 55 | 66 | 67 | 62 | 61
Gl-24_ACo-1BV/India/\V13/1998 (KF757447) 61 | 60 | 60 | 60 | 60 | 60 78 79 | 80 | 76
Gl-25_ACo-
IBV/USA/CA/1737/04/2004 (EU925393) 68 | 67 | 67 | 67 | 67 | 67 | 68 | 69 | 73 | 70
Gl-26_ACo-
IBV/Nigeria/NGA/B401/2006/2006_(FN182243) 78 | 79 | 79 | 78 | 77 | 78 | 68 | 69 | 73 | 70
GI-27_ACo-IBV/USA/GA08/2008_(GU301925) | 82 | 82 | 81 | 82 | 80 | 82 77 78 | 82 | 81
Gll-1_ACo-IBV/The
Netherlands/D1466/1979 (M21971) 143 | 143 | 144 | 143 | 145 | 143 | 143 | 144 | 134 | 136
GllI-1_ACo-IBV/Australia/ 143 | 143 | 144 | 142 | 143 | 142 | 147 | 148 | 146 | 146
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4/91
cluster

(6££0LOHIN)
110Z-910Z/0G/0EN/PESIAON/eIqI8S/AGI-00Y

161
124

147

(€££0LOHIN)
1102-910Z/6/S/218/PRSIAON/€IQI9S/ALI-00Y

163
120
145

X

cluster

(8€S0LOHI)
L10Z-910Z/IN/91/9Q/PESIAON/EIqI3S/AGI-00Y

172
122

145

D274 cluster

(2£€0LOHIN)
L102-910Z/IN/91/SQ/PESIAON/BICIaS/AGI-0DY

171
121

144

(9££0LOHIN)
L10Z-9102/01/9/218/PESIAON/BIQIOS/AG|-0DY

168
120
144

(5£€0LOHIN)
110Z-9102/6/9/Z18/PESIAON/RIQIaS/AGI-00Y

170
118

145

(ze€0LOHI)
102-9102/9/€/2 1 8/PESIAON/€IQIS/AGI-00Y

168
120
144

(L£E0LOHIN)
1102-910Z/6/€/908/PeSIAON/€IQI9S/AGI-00Y

171
119

146

(0£€0LOHIN)
1102-910Z/8/€/908/PESIAON/€IQI9S/ALI-00Y

170
120
146

(P££0LOHIN)
110Z-9102/2/9/218/PESIAON/RIQIaS/AGI-00Y

170
120
146

Broj razli€itih nt izmedu
sekvenci

N1/88/1988_(U29450)

GIV-1_ACo-

IBV/USA/DE/072/92/1992_(U77298)

GV-1_ACo-

IBV/Australia/N4/02/2002_(DQ059618)

GVI-1_ACo-IBV/China/TCO07-

2/2007_(GQ26594)
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6. DISKUSIJA

Infektivni bronhitis je oboljenje koje se javlja kod svih proizvodnih i starosnih kategorija
zivine. Klini¢ki simptomi neretko izostanu ili su veoma blagi ali nisu retki slucajevi kad bolest
moze dovesti do velikog uginuca pa je i ekonomski znacaj bolesti izuzetno veliki. U vecini drzava u
nasem okruZenju izvrSeno je sekvencioniranje genoma virusa IB-a i na osnovu genetske tipizacije
odreden je virus koji ¢e se koristiti tokom vakcinacije. Zbog nedostataka podataka u Republici
Srbiji kao i vakcinaciji na osnovu pretpostavki a ne ¢injeni¢nog stanja, deSava se pojava oboljenja
nakon redovne vakcinacije i programa zastite.

Najcesc¢i izvor novih serotipova virusa je odrasla zivina. Kod mladih pilica, infektivni
bronhitis uzrokuje respiratorne simptome bolesti dok su kod brojlera uo¢eni smanjena konverzija
hrane, prirast kao i zapaljenje vazdusnih kesa, perikarditis i perihepatitis. Sekundarne bakterijske
infekcije ¢esto mogu da komplikuju bolest. Pojedini sojevi virusa infektivnog bronhitisa izazivaju
nefropatogene promene uz mortalitet do 25% u jatu, a mogu izazivati i akutni nefritis i urolitijazu.
Ova pojava uocena je i sa vakcinalnim i prirodnim sojevima virusa infektivnog bronhitisa
(Alexander and Gough, 1977).

U Sjedinjenim Americkim Drzavama, pored masacusets (Mass), identifikovano je nekoliko
serotipa 1BV (Johnson and Marquardt, 1975; Fabricant, 2000; Mondal and Nagi, 2001, Cavanagh
and Gelb, 2008). Sojevi Mass tipa su izolovani u Evropi i Aziji od 1940. godine do danas. Na
desetine drugih serotipova je izolovano u Africi, Aziji, Indiji, Australiji, Evropi i Juznoj Americi
(Chen et al., 1997; Cavanagh, 2001; Cavanagh, 2003; Cavanagh, 2005; Cavanagh and Gelb, 2008).
Bolest je opisana i kod vakcinisanih jedinki gde su izolovani sojevi bili antigenski razli¢iti od
vakcinalnog soja ali to nije uvek bio slucaj (Cavanagh and Gelb, 2008). Izuzetno je vazno
napomenuti da nekoliko genotipova virusa IB moze cirkulisati na odredenom geografskom
podrucju gde su seroloske unakrsne reakcije Ceste sa viSe ili manje unakrsne zastite.

Tokom proteklih decenija, mnoge nove varijante virusa su opisane, ali dva varijeteta:
italijanski 1T02 1 QX se ponasaju nesto drugacije od tradicionalnog. Vrlo brzo se ustanovilo da je
genotip IT02 bio Siroko rasprostranjen i Cesto distribuiran u mnogim evropskim zemljama. QX

serotip virusa IB je visoko patogen. Prvi put je prijavljen u Kini tokom dvadesetih godina 20. veka,
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a potom se brzo prosirio po Rusiji (Bochkov et al, 2006; Cook et al.,2012) a nakon toga i zapadnoj
Evropi gde se virusi ovog genotipa detektuju od 2004. godine (Worthington et al., 2008). Od tada,
QX tip virusa IB-a postao je dominantan terenski genotip u Nemackoj i Holandiji tokom 2005-€, a u
Francuskoj i Belgiji u 2006. godini. Rezultati prikazani u ovoj studiji takode ukazuju na prisustvo
kineskog soja QX i na naSim prostorima.

Primeceni su visestruki serotipovi virusa IB-a i antigenske varijacije unutar opisanih tipova
Sto povecava slozenost izbora odgovarajuée seroloske metode i analizu rezultata ispitivanja.

Svi serotipovi virusa IB-a izgleda da imaju zajednicke epitope (grupno specifi¢ni antigeni ),
Sto nije iznenadujuce sa obzirom na umereno visoki aminokiselinski identitet sekvenci unutar N i M
proteina i S2 deo spajk proteina. IBV takode indukuje tip — specificna antitela, naravno, odredena
epitopom S1 proteina.

Sekvenca celog genoma ustanovljena je za nekoliko izolata, a poznata je i sekvenca gena
koji kodiraju za strukturne proteine za veoma veliki broj sojeva. Gen Kkojije najéesce
sekvencioniran je onaj koji kodira S1 podjedinicu S (spike) glikoproteina, zato $to S1 protein
odreduje serotip i najvaznije, glavni je induktor stvaranja zastitnog imuniteta. Sta vise, za veliku
varijaciju sekvence uocenu kod S1 proteina (Wang et al, 1994) se veruje da je u velikoj meri
odgovorna za pojavu sojeva onog serotipa koji su u stanju da se repliciraju i uzrokuju bolest, uprkos
imunom odgovoru indukovanom od drugih serotipova. Veliki broj genske sekvence podjedinica S1
proteina su publikovane i deponovane u bankama podataka nukleotidnih sekvenci dok su i genske
sekvence nekih dodatnih izolata publikovani samo u bankama podataka.

Postoji nekoliko Siroko rasprostranjenih genotipova virusa IB-a (de Wit i sar., 2011;
Valastro et al., 2016). Divlji sojevi razlikuju se fenotipski od onih u vakcinama (McKinley et al.,
2008; van Santen and Toro 2008; Gallardo et al., 2010). Serotipovi pokazuju varijacije u priblizno
20-25% u S1 proteinskoj sekvenci. Ipak postoje i dokazi da ponekad varijacije mogu biti i vise, ¢ak
i 50%, $to uti¢e na unakrsnu zastitu prema vakcinalnim sojevima virusa (Cavanagh et al., 1992).

Kao i kod ve¢ine RNK virusa promene u genomu virusa I1B-a, dovode do stvaranja
generacija nekoliko virusnih genotipova, koji imaju promenjen tropizam prema tkivima i drugacije
ishode infekcije (Jia et al., 1995; Lim et al., 2011; Jackwood et al., 2012).

lako nije u potpunosti jasno kako koronavirusi, narocito virus IB-a, evoluiraju. pretpostavlja
se da su za to odgovorni jedan ili viSe sledecih faktora.

Prvi je mutacija usled umetanja nukleotida, delicija nukleotida, ili tatkaste mutacije kao

posledica aktivnosti polimeraza.
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Drugi je genomska rekombinacija izmedu vakcinalnih sojeva i divljih sojeva, $to dovodi do
visestrukih preklapanja $to je zabelezeno kod jako virulentnih CK / CH / 2010 / JT-1 IBV izolata
koji poti¢u od rekombinacije QX, CK / CH / LSC / 99I-,tl / CH / LDT3/ 03-i 4 / 91 tipa IBV
(Kusters et al., 1990; Rowe et al., 1998; Nix et al., 2000; Zhou et al., 2017).

Analiza genoma virusa I1B-a pokazala je da regije koje kodiraju nestrukturne proteine 2, 3 i
16, 1 S1 protein imaju najvisi stepen raznolikosti (Thor et al., 2011).

Prema tropizmu ka odredenim tkivima postoje tri tipa virusa IB-a, respiratorni,
nefropatogeni i gastrointestinalni. Vecina klasi¢nih virusa IB-a kao §to je serotip massachusetts
(Mass), ima tropizam ka respiratornim putevima. Nefropatogeni serotipovi koji se javljaju
uglavnom u Aziji i zemljama Bliskog istoka, dovode do osStecenja bubrega. Skorasnja istrazivanja
dokazala su da marokanski soj IBV-G ima tropizam ka gastrointerstinalnom traktu, dok QX IBV
serotip izlovan prvo u Kini iz proventrikulusa (Yudong et al.,1998), sada je prisutan i u drugim
delovima Azije, Evrope, Srednjeg istoka i Afrike. Kod njega je zapazen i tropizam ka tkivu bubrega
ali i reproduktivnog trakta, a dovodi do visoke smrtnosti (Beato et al., 2005; Irvine et al., 2010; de
Wit et al., 2011b; Amin et al., 2012; Ganapathy et al., 2012; Naguib et al., 2016).

Pojedini genotipovi i serotipovi virusa IB-a su usko medusobno povezani i sa druge strane
su karakteristicni za odredene geografske regione. Ono §to je sigurno da virus IB-a u svakoj od
regija treba biti opisan, kako bi se stekla slika o prevladuju¢em genotipu, kako bi se povecala
efikasnost vakcina, ali i opisali novi sojevi virusa IB-a bitni za kontrolu i prevenciju izbijanja
oboljenja.

Od nedavno filogenetska klasifikacija virusa 1B-a na temelju S1 proteina identifikovala je
Sest razlic¢itih genotipova iz 32 loze, kao i nekoliko ne klasifikovanih. Zanimljivo je da se
raznovrsnost i distribucija genotipova virusa IB-a razlikuje u zavisnosti od geografskog podrucija
pa ¢ak i od zemlje do zemlje (de Wit et al., 2011; Valastro et al., 2016).

Razliite varijante virusa IB-a registrovane su u Evropi pocetkom 1970-ih (Dawson and
Gough, 1971). Nakon toga u Holandiji izolovana su Cetiri serotipa oznacCena kao: D207 (takode
poznat kao D274), D212 (takode poznat kao D1466), D3896 1 D3128, od vakcinisanih jata
klasicnim vakcinalnim sojevima (Davelaar et al., 1984). Neki od globalno rasprostranjenih
serotipova virusa IB su IBV 4/91 (793B ili CR88), D274 (D207, D212 ili D1466, D3896) i D3128,
QX i Italy02. Neki serotipovi, kao na primer, 4/91 (CR88) u Velikoj Britaniji i H52 i H120 sojevi u
Holandiji prouzrokuju bolesti na lokalnom ili regionalnom nivou, ali sa potencijalom za $irenje i na

druge predele (de Wit et al., 2011; Jackwood, 2012.). 1z tog razloga, vakcine bazirane na QX- sli¢ni
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serotipovi i anti-IBV varijantama se razvijaju kako bi sprecile i kontrolisale njihovo Sirenje (Jones
et al., 2005; Sasipreeyajan et al., 2012; Kim et al., 2013).

Ostali evropski serotipovi ,,Mass® genotipa bili su takode identifikovani u Velikoj Britaniji
(Gough et al., 1992), Francuskoj (Auvigne et al., 2013), Belgiji (Meulemans et al., 2001), Italiji
(Capua et al., 1994; Zanella et al., 2003), Poljskoj (Domanski-Blicharz et al., 2007), i Spaniji (Dolz
et al., 2006, 2008).

Evropski serotipovi 793 / B (poznat jos i kao 4/91 i CR88) i D274 pokazali su veliku
sposobnost Sirenja i van evropskog kontinenta. (Gough et al., 1992; Abro et al., 2012). Studija koja
je odredila tipove virusa 1B-a u Zapadnoj Evropi pokazala je da je dominantan 793B serotip, nakon
Cega slede ,,Mass* serotipovi, H120, M41, IBM, Italy02, i jedan usko povezan s kineskim QX
serotipom (Worthington et al., 2008).

Vazno je napomenuti da QX IBV, koji je po prvi izolovan u Evropi 2004. godine, od
nedavno je jedna od najizazovnijih serotipova virusa IB-a. lako je u Kini ovaj soj bio u pocetku
poznat po tome $to je dovodio do klinickih simptoma proventrikulitisa (Yudong et al., 1998), u
Evropi je pokazao promenjen tropizam prema tkivu bubrega i jajovoda (Monne et al., 2008).
Zabelezena je pojava QX IBV serotipova u Skotskoj (Worthington et al., 2008), Italiji (Beato et al.,
2005), Holandiji, Poljskoj (Domanska-Blicharz et al., 2007), Sloveniji (Krapez et al., 2011), Spanij,
Velikoj Britaniji (Valastro et al., 2010; Ganapathy et al., 2012) i Svedskoj (Abro et al., 2012).

Sli¢no kao QX, 1 D274-sli¢ni 1 4/91-sliéni IBV serotipovi nedavno su prijavljeni 1 izolovani
u Finskoj gde se vakcinacija protiv IBV-a ne praktikuje (Pohjola et al., 2014).

U Rusiji izlovani su prvenstveno ,,Mass* serotipovi virusa IB-a, dok su neki izolati povezani
sa D274, 4/91, B1648, 624 / 11 1T-02 serotipovima evropskog porekla.

Dva QX-slicna serotipa detektovana su i izolovana u grani¢nom podrucju, jedan sa
Evropom, drugi sa Kinom. Pored tih izolata, jo§ 27 su jedinstveni za Rusiju, inace razli¢iti po svojoj
strukturi od poznatih IBV sojeva (Bochkov et al., 2006). Opsezna studija o IB-u u regionu Kkoji je
obuhvatio Rusiju, Ukrajinu 1 Kazahstan, izmedu 2007 1 2010, pokazala je da se dinamika
pojavljivanja i zastupljenosti serotipova virusa IB-a promenila.(Ovchinnikova et al., 2011).

Nase istrazivanje je pokazalo da D274, QX i 4/91 virusi IB-a cirkulisu simultano u Srbiji.
Dominantni genotip detektovan u okviru izvrSenih ispitivanja bio je D274 koji je od utvrden u 6 od
10 sojeva. Razlika u srodnosti nukleotida izmedu izolata koji pripadaju grupi D274 krecu se od 0 do
1,2%. Uporedivanjem dobijenih izolata i D274 (X15832) moze se videti da je soj MH010334

pokazao 100% slicnosti sa D274 (X15832) ¢ime se moze reci da se radi o reizolatu vakcinalnog
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soja; izolati MH010330, MH010331 i MH010335 su imali 99.7% sli¢nih nukleotida i izolati
MH010332 i MH010336 pokazali su 99.1% nukleotidne sli¢nosti. Navedeni nalaz ne treba da cudi
obzirom da se soj virusa 1B D274 siroko koristi za vakcinaciju. Nedostatak Zivih vakcina je $to se
vakcinalni virusi lako Sire na terenu (Meulemans et al., 2001; Farsang et al., 2002), $to omoguc¢ava
opstanak i cirkulaciju vakcinalnih virusa u jatima. Ovo je takode podrzano ¢injenicom da nije bilo
klinickih simptoma u jatima iz kojih je virus izolovan, ali je virus kruzio. Na osnovu podataka
prikazanih u tabeli 1, moze se videti da jata iz kojih je virus izolovan nisu vakcinisana vakcinom
D274. Ova vakcina se u velikoj meri koristi u Srbiji, i zajedno sa MAS i1 4/91 preporucuje se u
kontroli 1B-a kod nosilja. U proslosti, D274 vakcina je koriS¢ena na farmama sa kojih poticu
izolovani sojevi, takode i na farmama u blizini farmi odakle je izolovan D274 genotip. Takode, soj

D3896 (X52084) izolovan u Holandiji 1978 godine ima visoku slicnost sa nasim sojevima u

virusa I1B-a u nekim zapadnoevropskim zemljama u ranim i srednjim osamdesetim je bio D274-
slican, i to je bio razlog za pokretanje vakcinacije (Cook, 1984; Develaar et al., 1984).

Dva QX izolata (MH010337 i MH010338) detektovana su u ovom istrazivanju. Najveca
nukleotidna sli¢nost detektovanih sojeva bila je sa QX IBV (KC795604) i L-1148 (DQ431199); za
izolat MH010337 sli¢nost je bila 99.1% i 98.8% za izolat MH010338.

Poredenje nasih izolata sa QX (KC577395) sojem MH010337 pokazalo je 94.2% sli¢nosti, i
sa izolatom MHO010338 93.9%. QX soj prvobitno je izolovan u Kini (Yu et al., 2001) i na pocetku
nije cirkulisao izvan granica Kine, nakon cCega je detektivan kod brojlera u Italiji 2011. godine
(Toffan et al., 2011), potom Poljskoj (Domanska-Blicharz et al., 2007) i u Madarskoj (Benyeda et
al., 2009). U Evropi, ovi sojevi su opisani kao Evropski QX, te detektovani u Velikoj Britaniji
(Irvine et al., 2010; Valastro et al., 2010; Ganapathy et al., 2012), Finskoj (Pahjola et al., 2014),
Rusiji (Ovchinniikova et al., 2011), Sloveniji (Krapez et al., 2010), Spaniji (Moreno et al., 2016) i
Svedskoj (Abro et al., 2012).

Ovo je prva nau¢no utemeljena potvrda QX u Srbiji, tako da je veoma tesko re¢i odakle
dolazi, i pretpostavka je da je iz okolnih susednih zemalja, ali nije isklju¢ena ni moguénost unosenja
uvozom zivine iz evropskih zemalja. QX virusi IB-a izolovani su iz jata gde je izvrSena vakcinacija
sa MADS i 4/91 sojem. Terregino et al. (2008) utvrdili su da vakcine MA5S i 4/91, aplikovane prvi i
Cetrnaesti dan, Stite od infekcije i bolesti IB-a izazvane sojem virusa QX-sli¢an, §to ovakav
vakcinalni protokol ¢ini veoma korisnim u smanjenju ekonomskih gubitaka uzrokovanim QX

sojevima. Posto je virus izolovan u ovom istrazivanju, izolovan iz jata bez klinickih simptoma, to
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ukazuje na ¢injenicu da iako je virus bio prisutan, zbog adekvatne vakcinacije nije bilo klinickih
manifestacija.

Kako je prvi put opisan poc¢etkom devedesetih u Velikoj Britaniji (Gough et al., 1992), 4/91
genotip virusa IB-a se prosirio u mnoge druge zemlje i postao jedan od najdominantnijih u Evropi
(Gough et al., 1992; Cook et al., 1996; Capua et al., 1999; Meulemans et al., 2001; Cavanagh et al.,
2005).

Istrazivanje je pokazalo da je 4/91 takode prisutan u Srbiji 1 da cirkuliSe unutar jata. Tesko
je re¢i koliko je dugo prisutan jer je ovo verovatno jedina studija u zemlji koja se bavi
genotipizacijom virusa IB-a. Vakcina 4/91 je koris¢ena u oba jata iz kojih je virus izolovan (Tabela
1). Na$ izolat MHO010339 pokazao je 99.7% sli¢nosti, dok je izolat MH010333 pokazao 98.8%
sli¢nosti sa vakcinalnim sojem 4/91 (KF377577). Diferencijacija vakcinalnog soja od divljeg soja je
teSka i moguca nukleotidnim sekvencioniranjem S1 gena gde je veoma bitan procenat nukleotidne
sli¢nosti. Worthington i saradnici (2008) kategorisali su sojeve koji su sli¢ni vakcinalnim, a Koji
imaju manje od 99% sli¢nosti na S1 subjedinici, kao terenske sojeve. U nasem istrazivanju, gde je
izolat MHO010339 pokazao 99% sli¢nosti sa vakcinalnim sojem, ukazuje na to da se radi o
vakcinalnom virus. Soj MH010333 se razlikovao za 1.2% $to ukazuje da moze biti i terenski soj,
naro¢ito imajuci u vidu ¢injenicu da se takvi virusi vremenom mogu pojaviti usled antigenskog
"drifta", i to usled kontinuirane upotrebe sojeva homolognih vakcina (Farsang et al., 2002; Caron
2010). Takode je postojala velika slicnost nasih izolata sa Marokan-G (EU914938), 95,9% za izolat
MH010333 i 96,2% za izolat MH010339.

Nase istrazivanje je pokazalo da su virusi iz D274, QX | 4/91 genotipova cirkulisali u jatima
zivine u Srbiji tokom 2016. i 2017.godine, i ovo je jedno od prvih genotipizacija virusa 1B-a na
ovom prostoru. S obzirom na to da izolovani sojevi potiu od jata bez klinickih simptoma, moze se
re¢i da vakcinacija uz upotrebu MAS, 4/91 1 D274 sojeva pruza dobru trenutnu zastitu, zato $to Stiti
jato od IB-a, a samim tim prevenira ekonomske gubitke. Svakako u buduénosti treba pratiti situaciju
sa eventualnom pojavom novih genotipovima u Srbiji, kao i sprovoditi istrazivanja koja ukljucuju

veéi broj farmi kao i Sire podrucje.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata ispitivanja izvrSenih u okviru ove disetracije mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

1. U uzorcima trahealnih briseva poreklom od vakcinisanih jata zivine, dokazano je prisustvo

virusa infektivnog bronhitisa.

2. Ustanovljeno je prisustvo ukupno tri razlicita genotipa virusa IB-a: D274, QX i 4/91 koji su

cirkulisali u ispitivanim jatima zivine tokom 2016. i 2017. godine.

3. Filogenetske analize sekvencioniranog dela genoma virusa ukazuju da genom virusa
infektivnog bronhitisa je pod stalnom evolucijom. Ovaj podatak je koristan za buduca
istrazivanja kao i za bolje razumevanje infektivne biologije samog virusa IB-a. Nadalje,

moze biti koristan za razvoj novih dijagnostic¢kih analiza kao i1 vakcina.

4. Zapazanja u pogledu konstrukcije genoma i evolutivnim aspektima sojeva virusa
infektivnog bronhitisa, kao i razvoj novih naina detekcije, pruzaju informacije i nove

mogucnosti za borbu protiv virusa IB-a, virusne bolesti od globalnog znacaja.

5. lzolati detektovani u ovom istrazivanju poti¢u iz jata zivine bez klini¢kih simptoma §to
ukazuje na to da vakcinacija koja se koristi u Srbiji, a ukljuc¢uje MAS, 4/91 i D274 vakcine
predstavlja dobru zasStitu jer u adekvatnoj meri Stiti jata Zivine od klinicke manifestacije

(pojave oboljenja) 1B-a samim tim i od znac¢ajnijih ekonomskih gubitaka.

6. Ovo istrazivanje bi¢e korisno za dijagnostiku, epidemiologiju, monitoring bolesti kao i

usvajanje efektivnih mera kontrole.

7. Detaljna epizotioloska istrazivanja na podrucju citave drzave su neophodna kako bi se
izvr§io monitoring efikasnosti aktuelnih vakcinalnih protokola na terenu. Time bi se takode
imao uvid u prevalencu 1 Sirenje sojeva virusa IB-a Sto bi bilo od znaCaja za farmere,

proizvodace vakcina, dijagnosti¢ke laboratorije 1 nau¢nike koji se bave izu¢avanjem virusa
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infektivnog bronhitisa. Takode, dalja istrazivanja trebala bi da se bave detekcijom novih

genotipova IBV u Srbiji i da ukljucuju veéi broj farmi kao i Sire geografsko podrucje.
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