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Sazetak

SAZETAK

Infektivha burzalna bolest (engl. infectious burdaleses-IBD) predstavlja jedno
od najzndajnijih oboljenja Zivine izazvano virusom iz faneli Birnaviridae, rod
Avibirnavirus. Bolest izaziva visoku stopu morbiditeta i mortdhte smanjenje
produktivnosti i dovodi do imunosupresije.

Kontrola bolesti se sprovodi primenom biosigurnbsmera, poStovanjem
tehnoloskih normativa i imunizacijom Zivine.

Vakcine protiv IBD su kategorizovane kao ki@ (blage, intermedijalne i
Lvruc¢e*), imunski kompleks vakcine i vektor vakcine. Wi se joS uvek u rutinskoj
praksi ne primenjuju vakcine na bazi ,imunskog kéekpa“ i rekombinantne vektorske
vakcine.

U ovom radu su ispitivani i podeni efekti primene klaghe vakcine i
rekombinantne vektorske vakcine protiv IBD, krozallau humoralnog i celularnog
imunskog odgovora, péanjem nivoa, ujedr@nosti i brzine stvaranja imunskog
odgovora, pregleda burzi Fabrici, merenjem B/B ksdei zaStite koju vakcine pruzaju
nakon vestéke (challenge) infekcije virusom infektivnhe burzalibolesti.

Rezultati ispitivanja pokazuju da u grupi pdi vakcinisanih rekombinantnom
vektorskom vHVT13 vakcinom, nakon vedta infekcije vvIBD nije bilo obolelih ni
uginulih pilica. Kod grupa pitia vakcinisanih Zivim atenuiranim vakcinama
(-intermedijarna®; ,intermedijarna plus®) konstamtni su klintki simptomi bolesti i
uginuwta. Takae, pr&enjem indeksa burze (B:BR i B:BI) utigna je statistki znaajna
razlika u korist grupe vakcinisane vHVT13 vakcind®eroloski monitoring sproveden je
simultano sa dva ELISA kit kompleta: unapeaim ELISA IBD plus test i klaghim
ELISA IBD kitom. Klasinim ELISA testovima nije mogie sprovoditi monitoring posle
vakcinacije vektor vakcinom jer oni ne detektujudovoljnoj meri anti VP2 antitela.
Utvrden je znatno viSi titar antitela meren under@m IBD plus testom u grupi
vakcinisanoj vektor vakcinom (ne manje od 5000)duasu na grupe pdla vakcinisane
Zivim atenuiranim vakcinama protiv IBD.

Rezultati pregleda burzi, monitoring krvi i veSta infekcija pokazuju da su
vektor vakcine bezbedne, efikasne i ne izazivajuniasupresiju prilikom primene u
kontroli IBD virusa. Rekombinantna vHVT13 vakcinanasem ogledu indukovala je

brzu serokonverziju i bolju imunogenost u pterju sa klaginim Zivim vakcinama.



Sazetak

Rezultati protone citometrije periferne cirkulacije pid, pokazuju da nema
smanjenja nivoa imunoglobulina IgY nakon vakcinagijti nakon vesStke infekcije i
da nema statistke razlike u nivoima IgY klase izrnde grupa piléa.

Protatnom citometrijom meren je CDADS8" T limfocitni odnos Kkoji
predstavlja meru imunokompetencije. Posle vakcjaadvim atenuiranim vakcinama
CD4"/ CD8" se smanjuje, a nakon ve3ka infekcije taj odnos je smanjen kod svih

grupa pilta.

Kljuéne rei: Infektivna burzalna bolest, rekombinantne vektwaikcine, veSigka
infekcija, ELISA, VP2, burza Fabricii, protma citometrija, IgY

Nauwna oblast: Patologija i terapija zZivotinja
Uza nadna oblast: Bolesti zivine
UDK broj: 619:616.98:635.5



Abstract

ABSTRACT

Infectious bursal disease (IBD) is one of the nmghificant viral diseases in
poultry production caused Bvibirnavirus Birnaviridae Disease is characterized by
high morbidity and mortality rate, as well as lowoguctivity and marked
immunosupression.

Disease control is carried out by application afSkeicurity measures, following of
technical procedures and active immunization oflxm.

IBD vaccines are categorized as classical (mitermediate and intermediate-
plus), immunocomplex vaccines and recombinant vegocines. Routine practice in
Serbia includes application of classic vaccinedlenmmunocomplex and recombinant
vaccines are not in significant use.

Objective of this experiment was to compare effeftslassic and recombinant
vaccines against IBD by analyzing level, homogegnamd development agility of
humoral and cellular immune response, inspectiobup$a, calculation of body/bursa
index (B/B index) and protection after challengst.te

Obtained results showed no diseased or mortalitghen group of chickens
vaccinated with vHVT13 after challenge with vvIBDrus. Disease symptoms and
death occurred in control groups vaccinated witlve liattenuated vaccines
(intermediary, intermediary plus). Statisticallgmificant difference in B.BR and B.BI
index was noticed in group vaccinated with vHVT18en compared to control group.
Serological testing was conducted with two distlBEtSA Kits: classic ELISA IBD kit
and ELISA IBD plus kit. Classic ELISA kit can noelused for monitoring of flocks
vaccinated with recombinant vector vaccine becamisdoes not detect antiVP2
antibodies in significant measure. ELISA IBD plusdetected significantly higher titer
in experimental group (not less than 5000) comp#&wegtoups vaccinated with classic
vaccines.

Results of flow citometry of peripheral blood shaw decrease in IgY level
neither after vaccination nor after artificial infen. There is no statistical difference in
IgY level among experimental groups.

Flow citometry was used to determine COZDS8" T lymphocite ratio in order to
establish immunocompetence of the immunized chiekédfter vaccination with live
vaccines CDACDS8' ration was decreasing and after artificial infestithis ration is

continuing to decrease in all experimental groups.



Abstract

Results of bursa inspection, blood monitoring ahdllenge test showed that
recombinant vector vaccines are safe, efficient @émchot develop immunosupression
when applied in IBD virus control. Recombinant vHA vaccine applied in this
investigation induced abrupt seroconversion andebemmunogenity compared to

classic vaccines.

Key words: Infectious bursal disease (IBD), recombtinaector vaccines,

challenge test, ELISA, VP2, bursa Fabricii, flowayetry, IgY

Scientific field: Animal pathology and therapy
Specific scientific field: Poultry diseases
UDK number: 619:616.98:635.5
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PCR- Polymerase chain reaction — reakcijg&dae polimerizacije

RFLP- Restriction fragment lenght polymorphism Himporfizam duZine restriktivnih
fragmenata

MDA- Maternally derived antibodies, maternalna e

MD- Marek Disease, marekova bolest zivine

IB- Infektivni Bronhitis

ND- New Casle, atigha kuga zivine

HVT- Herpesvirus of turkeyureti herpes virus

VHVT13 - turkey herpesvirus vector vaccine, rekomalitna vektorska HVT+IBD
vakcina

rHVT- Recombinant herpesvirus of turkey, rekombinaétmeti herpes virus

ELISA- Imunoenzimski test (Enzyme-linked immunosmbassay)

AGP- Agar gel precipitacija

SN test- Serum neutralizacioni test

B/BR - Bursal body weight ratio, odnos ,masa buregesna masa*“

B/BI - Bursal body weight index, indeks ,masa bufzelesna masa“

mAb- Monoclonal antibodies, monoklonska antitela



Uvod

1. UvOD

Gamboro bolest (GB) ili Infektivna burzalna bol€engl. Infectious Bursal
Disease-IBD) od njenog otka, Sezdesetih godina proSlog veka, do danas pwjdsta
jedno od najznajnijih oboljenja Zivine koje je rasprostranjencceiom svetu. IBD
izaziva virus iz familijeBirnaviridae, rod Avibirnavirus. Ovaj virus je odgovoran za
nastanak veoma kontagiozne bolesti mladih¢ailsvih provenijenci i proizvodnih
kategorija. Bolest nanosi velike gubitke jer dovddiveoma visoke stope morbiditeta
I mortaliteta, smanjene produktivnosti i veoma Zm@e imunosupresije, usled
destrukcije nezrelih B limfocita u burzi Fabricii.

Kontrola bolesti se sprovodi primenom svih biosigpgnih mera, postovanjem
tehnoloskih normativa i pre svega pravilnom i praeonenom imunizacijom zivine.

Za imunizaciju Zivine se koriste brojne vakcinekkeiae prve generacije,
klasicne ,zive" vakcine (blage, intermedijalne i ,\d&f'), vakcine druge generacije —
imuno-kompleks vakcine i vakcine & generacije HCVT vektor vakcine. Vektor
vakcina predstavlja herpes virtigraka uciji je genom ub&en gen iz virusa Gamboro
bolesti (soj Faragher 52/70) koji kodira sinteztuldiurnog, VP2 proteina. Nakon
vakcinacije rekombinantnom vakcinom virus se razhawva ucelijama domaina bez
interferencije sa maternalnim antitelima na Gamlmwiest.

EpizotoloSko podrtje Republike Srbije je u najgem procentu opteéeno
virusom IBD, zbogcéega se javljaju veoma veliki direktni i indirektigubici u
Zivinarskoj proizvodnji. U Srbiji se joS uvek neimpenjuje imunoprofilaksa Zivine
vakcinama na bazi ,imunskog kompleksa® i rekombtnan vektorskim vakcinama,
dok se u svetu i regionu ove vakcine se€e primenjuju. Kako Srbija uvozi pie
roditeljskih jata, teSke tako i lake linije iz radlih zemalja (Maarska, Bugarska,
Ceska, Nem&ka, Holandija i dr.), koje sprovode imunoprofilakgakcinama na bazi
munskog kompleksa“ i rekombinantnim vektorskim kemama, svecese se
sr&emo sa situacijom da je potrebno sprovesti karamaditeljskih jata i/ili
jednodnevnih pilia nosilja iz uvoza kojima je aplikovana rekombimentvakcina
HVT-IBD , in ovd' ili subkutano (s.c.), veu inkubatorskoj stanici. Kod ovih pik je
potrebno sprovoditi seroloski monitoring na drtiganacin nego kod pika koji su
vakcinisani ,klastnim zivim vakcinama“. Da bi se kontrolisao titaratarnalnih

antitela, a samim tim i aktivni imunski odgovor k@dic¢a koji su na ovaj nan
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vakcinisani, neophodna je primena posebnih Enzynked immunosorbent assay
ELISA kit kompleta koji u véoj meri detektuju anti VP2 antitela

Kako je infektivha burzalna bolest veliki problensavremenom Zivinarstvu i
kako permanentno prisustvo ove bolesti nanosi geékonomske Stete Zivinarskoj
industriji, neophodno je pratiti razvoj novih vakai i razvijati nove pristupe
imunoprofilaksi protiv IBD.

Predmet istrazivanja obuhvata mogast primene rekombinatne vakcine
protiv IBD, dobijene genetskim inzinjeringom, kojsadrzi zivi vHVT013-69
rekombinovani virus GB, u cilju prevazilazenja ,imskog jaza“ koji se javlja kod
primene klasinih vakcina. Potrebno je ispitati postoje li evextie prednosti i/ili
ograntenja pri primeni novih rekombinantnih vektorskihkeema koje nisu nikada
primenjivane na epizootoloSkom podjw Republike Srbije, u odnosu na Siroko
rasprostranjenu primenu komercijalnih, zivih mddfranih vakcina. Podenje
efekata primene klasiih zivih modifikovanih vakcina i rekombinantne veiske
vakcine protiv IBD vrsie se kroz analizu imunskog odgovora,cergem titra antitela,
nivoa IgY B, CD4 i CD8" T limfocita, ujedn&enosti i brzine stvaranja humoralnog i
celularnog imunskog odgovora nakon vakcinacije Stiga koju ove vakcine pruzaju
nakon vestéke infekcije virusom infektivne burzalne bolestpriacenjem burza/bodi

indeksa.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1  Definicija bolesti

Infektivha burzalna bolest je oboljenje koje uznekwirus iz familije
Birnaviridae Virus uzrokuje akutno, veoma kontagiozno obogemjadih pilta, koje
je prateno veoma izrazenom imunosupresijom. Osnovni tanggn predstavlja burza
Fabrici, gde sazrevaju B limfociti i gde dolazi dphove diferencijacije (Lukert and
Saif, 2003). S obzirom na visok procenat mortaliteizrazenu imunosupresiju koja
¢ini pili¢e podloznim raztitim sekundarnim infekcijama, kao i smanjenju imkog
odgovora na vakcinacije protiv drugih bolesti Zejipratée ekonomske Stete koje ova
bolest nanosi zivinarskoj industriji u celom svet veoma velike (Weiss et Kaufer-
Weiss,1994; Schat, 1994; Van den Berg, 2000; Juadddn et al., 2002).

2.2 lIstorijski podaci

Infektivna burzalna bolest je prepoznata kao d$pegi entitet od strane
Cosgrove (1962) pod nazivom avijarna nefroza, zpogi€eg oStéenja bubrega
tokom infekcije. Winterfield et al. (1972) su izolovali uzmika na embrioniranim
jajima i dali mu naziv ,infektivni burzalni agent‘identifikovali ga kao uzrénika ove
bolesti. Naziv Infektivna burzalna bolest, usledogaomonénih posledica na burzi
Fabricii uvodi Hitchner (Lukert and Saif, 2003nunosupresivna priroda navedenog
virusa prvi put je opisana od strane Allana (Aléral., 1972).

IBD je dobila naziv i Gamboro bolest jer su seimtucajevi obolelih pilta
pojavili u blizini mesta Gumboro, na poluostrvu Behbre, u Sjedinjenim Amékim
Drzavama, 1957.godine. Osamdesetih godina prosib@ ye opisano postojanje i
drugog serotipa virusa IBD (McFerran et al.,, 1980akon toga dolazi do otka
varijantnog soja serotipa 1 virusa u SAD-u, kaedwa virulentnog soja virusa IBD u
Africi, Aziji i Juznoj Americi (Lukert and Saif, 2UB).

Kasnih osamdesetih godina proslog veka usledilznenadno pojavljivanje
visoko patogenog soja virusa infektivne burzalnke§tou celom svetu koji predstavlja
zna&ajan istorijski dogdaj. Prve pojave su zabelezene u Evropi (Chetthd. £1989).
Ovaj soj virusa u celom svetu uzrokuje zmae ekonomske Stete. Antigena priroda

tog soja nije kompleno r&Séena, ali su prepoznati virusi Serotipa 1. 197%lig® su
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dijagnostikovani i potwdeni prvi sli€ajevi infektivne burzalne bolesti u Jugoslaviji, a
definitivna potvrda prisustva zaraze na nasem prostvrsena je izolacijom virusa iz
Fabricijusove burze leSeva i jednog brojlerskog jata u Vojvodini (Velhner &t a
1976.). U periodu od 1978. do 1980. godine, Kozisaradnici su ispitujti krvne
serume zivine sa uze teritorije Srhigsto nalazili speciéna precipitujda antitela, ali
bez ispoljavanja klirtkih znakova bolesti (citat iz Velhner et al., 1980)

Van den Berg et Muelemans (1991) konstatuju dabgéest opisana i
rasprostranjena Sirom sveta, Sto joj daje ogronalo lsocioloski, tako i ekonomski
znaaj, imaji narctito u vidu veltinu ekonomskih Steta koje ona nanosi zivinarstvu
Autori dalje naglasavaju, da ni sve mere kojeaeske u borbi protiv ove bolesti, nisu
precizno definisane, pa samim tim nema ni standaydslana i programa za njenu
eradikaciju. Takde ekspanzija ninarodne trgovine u svim oblastima, pa i
Zivinarstvu, pojdava opasnost od pojave i Steta od ove bolesti.

Gumboro bolest zivine u toku 1995. godine positaiernacionalni problem, s
obzirom da je 95% zemalja, kojéastvuju i sarduju u prikupljanju podataka za OIE,
prijavilo pojavu ove bolesti na svojoj teritorijE{erradossi, 1995; Van den Berg,
2000).

2.3  Ekonomski zn&aj IBD-a

Ekonomske gubitke mozemo podeliti na direktne lsgi @ituju visokim
mortalitetom, pre svega pik starijih od tri nedelje i indirektne, koji nastakao
posledica imunosupresije @i# u ranom periodu razvoja @idi. Indirektni gubici su
rezultat sekundarnih virusnih, bakterijskih ili pattarnih infekcija (zbog smanjenog
opSteg imunskog odgovora) (Lukert and Saif, 2008us GB nema uticaja na ljude i
nema zato zri@j za javno zdravlje (Lukert and Saif, 2003).

Ducatelle et al. (1995) ubrajaju u indirektne k@& i gubitke koji se mogu
javiti kao rezultat slabijeg prirasta i odbacivatiji@pova na liniji klanja, zbog vidljivih
znakova hemoragija ili izrazite kaheksije (Skarfovi

Mcllroy et al., (1989) sproveli su istrazivanja ev®rnoj Irskoj na velikom
broju brojlerskih jata obolelih od GB i kvantifikelr ekonomske efekte koji prate
subklinicke infekcija Gumboro bolesti u brojlerskoj proizvgid Njihov zakljucak je
da su kod oko 60% brojlerskih jata prdeae lezije na burzi Fabricii uprkos izostanku
klinicke manifestacije GB. Farme sa jatima slobodnim adhoro bolesti imala su za
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10% vei neto prihod na 1000 ptica u pdemju sa inficiranim jatima. Prosea
konverzija hrane i telesna masa bile su bolje imgtslobodnim od Gumboro bolesti.
Medutim, nisu zabeleZzene zf@ne razlike u procentu mortaliteta, Sto je naravno
zavisilo pre svega od serotipa virusa i uzrastigil Gubitak je uglavnom bio
posledica smanjenja prase telesne mase i paanog utroSka hrane zbog loSe
konverzije.

Mcllroy et al., (1992) su nastavili sa istrazivami da bi se utvrdilo da li
vakcinacija brojlera protiv GB, u starosti od 2thdazivom, atenuiranom vakcinom
ima uticaj na produktivnost. Utdkeno je da su neto prihod, présa telesna masa i
mortalitet zn&ajno poboljSani.

Pojava hipervirulentnih sojeva virusa GB Sirom tavge uticala na dalje
uvetanje ekonomskih Steta od ove bolesti. Kada je agestepenu mortaliteta za
razlicite provenijence postoje radli podaci u zavisnosti od autora $to mozda govori
0 svojevrsnoj iregularnosti mortaliteta kod Gumbbaodesti Zivine.

Posle epidemije u Istaoj Engleskoj Chettle et al. ( 1989) su izveli 7aske
predpostavljajéi da su sldajevi prijavljeni u veterinarskim istrazivm centrima
predstavljali veoma teSke oblike Gumboro bolesti,sd gubici iznosili priblizno 50
jata kroz godinu dana (polovina brojlerskih¢gljeva, polovina kod pite u odgoju) sa
stepenom mortaliteta koji se kretao minimalno 10%f% kao srednja vrednost, do
maksimalnih 30%.

Sharma (1999) u projektu pod nazivom "Potencijalaicina za smrtonosni
virus” navodi da Minesota proizvodi preko 60 nleobrojlera i kokica za prizvodnju
konzumnih jaja u vrednosti 245 miliona dolara gog@si da ne postoji konkretan i
jednostavan obrazac za suzbijanje virusa GB. Nijilpovizvodjai proratunali su da
gube nekoliko miliona dolara godisnje zbog virusB Gbolesti koje on izaziva.
Proizvaiaci i u drugim delovima SAD a i u inostranstvu gulzestotine miliona dolara
godisSnje zbog virusa Gumboro bolesti. Ovi gubidade kako zbog gubitaka na trziStu
(zbog uginulih piléa) tako i zbog visokih dodatnih troSkova vakcinaaijetodama
trenutno dostupnim. Procenjuje se da se 40 bildoza vakcine proda godiSnje u
celom svetu. Autor dalje navodi da je prioritetiji@zvijanje vakcine kojae smanijiti
imunosupresiju izavanu bol@§ kao i pojavljivanje same bolesti (incidencautdy
na kraju kaze da je njihov glavni cilj redukcijabgiaka izazvanih Gumboro virusom
za 50%.
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Prowavajuei razvoj rekombinantnih vakcina protiv Gumboro sti&od pilica
Vakharia (2003) navodi, da Gumboro bolest izaziuarssiju imunskog sistema i
prouzrokuje gubitke W@ od 150 miliona dolara u svetu godisSnje. Autojedabvodi
da se aplikacijom jedne doza rekombinovane suhjgtinvakcine kod pitia postize
kompletna aktivna i pasivna zastita protiv ré&sh tipova virusa Gumboro bolesti.

Goddard et al. (1994) navode da je kod brojlergkil cesto nivo mortaliteta
iznosio od 20 do 30 %, dok Stuart (1989) navodsedod brojlerskih jata nsge
mortalitet krée oko 15%, a da je kod @i za uzgoj roditelja ili nosilja mortalitet
generalno uzevsi visok i da ima podataka da seekie 70%.

Veci broj autora govori 0 uzrastu zivine prilikom pealjgzanja bolesti kao i o
nekim predisponirajtim faktorima za pojavu GB kao i o tzv. konkurentski
bolestima a uglavhom se odnosi na odgoj kokicaljaoga proizvodnju konzumnih
jaja: Pojavljivanje bolesti n&ge se deSavalo (32-76%) u starostigailod 2 do 12
nedelje zivota. Neagekivano visoki gubici zbog Gumboro bolesti su kdipazeni kod
pili¢a u starosti od 17 nedelja (Philip et Moitra, 1993)

Indirektni gubici nastaju kao posledica delovanjausa Gumboro bolesti na
imunski sistem, Sto rezultira pojavom imunosupeesijpoveéanom osetljivodu na
mnoge druge patogene, pa i neke saprotitendirektne gubitke treba utanati i
zaostajanje u rastu, odbacivanje “Skart” trupovadimp klanja (meso koje ima krvave
mrlje se odbacuje), oS imunski odgovor na spromadenunoprofilaksu protiv drugih
patogena i pov@nu upotrebu hemoterapeutika u borbi protiv sekumldanfekcija
TroSkove proizvodnje povava i duzi tov usled poStovanja karence pri upotreb
antibiotika za léenje sekundarnih bakterijskih infekcija. (De WiD04).

2.4  Virus infektivne burzalne bolesti

2.4.1 Klasifikacija i molekulska struktura

Virus Gumboro bolesti je sitan i bez omta(peplosa). Kapsid je oblika
ikosaedra sa 32 kapsomere, dijametra oko 60 nrpagbai familiji Birnaviridae, rod
Avibirnavirus (Kibenge et al., 1988go0ng et al., 2000). Nasledni materijal virdsa
dvostruki lanac (ds) RNKMudller et al., 1979) sa dva segmenta: A i B. Otpgeau
spoljnoj sredini i rezistentan na relativno visdkenperature. Relativha jednostavnost
Gumboro virusa mogla bi biti razlog za njegovo #alge nacelije koje se aktivnho
dele, kao Sto su nezrele limfoidéeije.
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Hudson et al. (1986); Miler et Nitschke (1987); &ige et al. (1997) i Maw et
al. (2006)utvrdili su strukturu i organizaciju virusnog gena koja se sastoji se iz dva
segmenta. Manji segment B ds RNK, duzine 2800 baparova (bp) kodira VP1
strukturni protein u kapsidu, dok déresegment A ds RNK, duzine 3200 bp kodira
sintezu strukturnih proteina VP2, VP3, VP4 kao BMiestrukturnog proteina.

Snyder et al. (1988); Caston et al. (2001) obg&j poseban ztaj koji
imaju strukturni proteini VP2 i VP3. Proteini VP2/P3 formiraju kapsid virusa, VP2
su spoljasnji a VP3 unutrasnji proteini kapsida.

VP2 je identifikovan kao glavni antigen za prodjikcizasStitnin antitela
dom&ina, konformacijski zavisnih imuno-dominantnih epia koji se nalaze u hiper
varijabilnom regionu VP2 i koji indukuju sintezuutealizacionih antitela protiv IBDV
(Fahey et al., 1989; Islam et al., 2001b; Maw gt28106, Ashraf et al., 2007). Epitopi
koji indukuju neutralizaciju i proizvodnju zastitnspecifénih antitela su locirani na
VP2 proteinu virusa, a to saznanje omaélgu je proizvodnju nekoliko grupa
monoklonskih, specinih antitela protiv virusnog proteina VP2.

Antigeni deo VP2 (epitopi) odgovoran za indukaieutralizujiéih antitela je
unutar malog regiona, nazvanog varijabilni domen2VP veoma je zavistan od
konformacije VP2 proteina (Schnitzler et al., 1993yaj deo je takde odgovoran za
serotipsku specinost. Grupno specifhi epitopi, odgovorni za indukciju antitela,
koja mogu unakrsno reagovati sa oba serotipa vir(sa sintetiSu se virus
neutralizaciona antitela) nalaze se na VP3 proté@ppling et al., 1991).

Nagarajan et Kibenge (1997b) navode da svaka nkadija ovih struktura
mozZe uticati na virusnu reprodukciju, spegifist za dom@na i virulencu soja.

Odrativanje nukleotidne sekvence virusa i sekvence akigetina na kapsidu
virusa koja je od nje kodirana, daje informacijumalekularnom nivou o antigenosti i
patogenosti virusa infektivne burzalne bolesti. itiggnjem nukleotidne i
aminokiselinske sekvence varijabilne regije VP2t@ra, reverznom transkripcijom —
polimeraza latanom reakcijom (RT-PCR) omog¢ava molekularnu dijagnostiku
IBDv i identifikaciju sojeva virusa (Maw et al, 260). Takate ranijim ispitivanjima
nukleotidne sekvence koja kodira varijabilni regidi®2, utvdeno je da se vrlo
virulentni virusi infektivne burzalne bolesti izsani u Evropi, Aziji i Africi mogu
svrstati u istu grupu i da su oni antigenski i dskieslicni jedni drugima ( Eterradossi
et al., 1999).
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2.4.2 Serotipovi virusa infektivne burzalne bolesti

Postoje dva serotipa virusa infektivm@&zalne bolesti, ozgani kao 1 i 2.
Virusi oba serotipa prirodno inficiraju pik i ¢urke, ali se bolest javlja samo kod
pilica i samo virusi serotipa 1 su patogeni. Virus ggaof se uglavnom izoluje kod
¢uraka i nije patogen za @@ niti stvara zastitu kod pi protiv sojeva virusa serotipa
1 (Saif, 1998; Van den Berg, 2000).

Virusi serotipa 1 po svojoj virulenttiosantigenosti, mogu da se podele na
blage, srednje (intermedijarni) i @ (intermedijarni plus, hot) vakcinalne sojeve
(vakcine serotip 1) klasiéno virulentne (cviBDV), vrlo virulentne (vwwIBDV) i
varijantne viruse (Van den Berg, 200@{iller et al., 2003). Antigeno varijantni sojevi
virusa su otkriveni i cirkuliSu u SAD-u i Australi{fSnyder et al., 1988; Sapats et
Ignjatovic, 2000).

2.4.3 Kultivisanje u zivim ¢elijama in vitro

Izolacija i kultivisanje virusa infektivnhe burzalnbolesti laboratorijskim
metodama se najlakSe izvodi na embrioniranim jajioez specifinin patogena
(specific pathogen free — SPF) ¢dj ¢uraka ili pataka od 9. do 11. dana starosti.
Inokulacija se vrSi na horio-alantoisnu membraniu uil zumancetnu kesu. Posle
nekoliko pasaza na kokosSijim embrionima sojevi s&uGumboro bolesti mogu se
kultivisati i na kulturama tkiva piteh fibroblasta. Adaptacijom virusa na kulturu
tkiva, izvrSena je i njegova atenuacija (Langel etl®87). Veliki broj pasaza u kulturi
tkiva, dovodi do formiranja malih plakova virusajikeu visoko atenuisani (Muller et
al., 1986). Ovako dobijeni virus veoma dugo je &mmn kao Ziva atenuirana vakcina.
Divlji tipovi virusa infektivhe burzalne bolestiancito ,vrlo virulentni” sojevi virusa
infektivne burzalne bolesti (vwIBDV), normalno se mmnozZavaju u kulturi tkiva.
Ranijain vivo istrazivanja pokazala su da vvIBDv koji je biolpgaien na kulturu
embrionalnih¢elija pileta, korigenjem ciljane mutageneze i reverzne transkripcije,
samo delimino biva oslabljen za SPF (Van Loon et al., 200Rpmercijalne pilte
(Raue et al., 2004). Povratak i ozivljavanje vindige ovako oslabljenog virusa

ograntava njegovu primenu u vakcinaciji (Raue et al.,4)00
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2.5 Epizootiologija infektivne burzalne bolesti

Nema saznanja o vertikalnom prenoSenju infektiboezalne bolesti (putem
jaja). SeroloSka evidencija (seropozitivnost) kattgoine infekcije je bila utdivana
kod pilica, ¢uraka, pataka, morki i nojeva. Migim o klinicki manifestnoj bolesti je
izveStavano samo kod m@id, mada su mikroskopske lezijedeae i kod drugih ptica.
Bolest kod piléa izaziva samo serotip 1, ali gilsu osetljivi (prijengivi) i na infekciju
serotipom 2 virusa infektivne burzalne bolesturke su takde prijentive sa oba
serotipa virusa, ali bolest kod njih nije zabelex éRaif, 1998).

Neutralizaciona ili precipitaciona speéifa antitela, utvtena kod raztitih
vrsta divljih pataka i gusaka, ali i kod vrane ng¥ina, ukazuju da su i divlje ptice
moguwi rezervoari i vektori virusa infektivne burzalnelésti (Gardner et al., 1997).
Ogawa et al., 1998).

Okoye et al. (1990) su objavili seroloske rezuldddijene AGP testom, koji
pokazuju prisustvo spedifiih antigena (precipitinogena) virusa infektivherzaine
bolesti, i u unutrasnjim organima pacova, koji @dili poreklo sa Zivinarskih farmi
zarazenih virusom IBD.

Zivina je najosetljivija na infekciju virusom IB2medu 3. i 6. nedelje starosti,
Sto i odgovara periodu kada se burza Fabrici vemmaija. Ako do infekcije dde u
ovom uzrastu dolazi do akutne forme GB koja je ¢pna: Depresijom,
nakostreSena@s, iscrpljenodu i pojavom vodenastog i bedistog proliva. Ako do
infekcije dale pre trée nedelje starosti bolest tege protte u subklinkkom toku
(Faragher et al., 197&aif, 1998).

Za sada je potdeno i hadno priznato samo horizontalno prenosenje i Sirenje
virusa infektivne burzalne bolesti, i to tako dapsgenxive jedinke inficiraju najeke
peroralnim, a rée respiratornim putemVindevogel et al. (1976) utvrdili su da
inficirani pili¢i izlu¢uju virus preko fecesa veoma rano{¥8 ¢casova posle nastanka
infekcije) i mogu izlgivati virus 1-14 dana nakon infekcije, ali ne dwtk16 dana.

Moguénost perzistiranja infekcije kod pik u fazi rekonvalescencije, nije jo$
potpuno istrazena. Bolest se prenosi kontaktomedmnzarazenog i prijetiivog jata
direktno sa izlgevinama (feces, mokéa, iscedak iz nosa i kljuna), ili indirektnim
kontaktom (preko kontaminiranih vektora, hrane,ejahmih Zivotinja ili preko ode
radnika, odnosno farmskim osobljem. Howie et Thor&©81) sugeriSu da i pojedini

insekti mogu biti zn&ajni vektori, poput nekih vrsta komara@sedes vexans
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McAllister et al. (1995) su utvrdili da virus irevne burzalne bolesti moze da
prezivi i do 8 nedelja u larvama kukuruznog bragnglphitobius disperinus u
zaostaloj hrani iz Zivinarskog objekta kontaminognvirusom. Nije utwieno da i
larve virus prenose mehahki ili bioloski (razvoj virusa u larvama). Ekstremn
otpornost virusa GB na raznovrsne uticaje spoljredise, olakSava mognost
indirektnog prenoSenja virusa.

Sirenju virusa infektivne burzalne bolesti, ngi@ u metunarodnoj trgovini
Zivinskim mesom i prerevinama, doprinose i osobine virusa, da moZe uup@tgti
da s&uva infektivnost na raalitim temperaturama, kako niskim tako i visokim. Cho
et Edgar (1972pavode da na niskim temperaturama € @pinfektivnost virusa traje
i do tri godine.

Visok stepen rezistencije virusa infektivne burealbolesti na fizike i
hemijske agense omogava njegovo dugo odrzavanje u spoljasnjoj sredini i
kontaminiranim farmama zivine.

Benton et al. (1967A)tvrdili su da IBDV podnosi vrlo niske vrednosti pali
je osetljiv na natrijum hidroksid i kad je PH poek2 on biva potpuno inaktivisan.
Virus GB je priléno otporan na: etar, hloroform, kvaternerna amomijjva jedinjenja,
fenol i njegove derivate. Jedinjenja joda i formabu se pokazali kao efikasni
dezinficijensi.

Oksidaciona sredstva su talko efikasna protiv izaziva ove bolesti, a
Neighbor et al. (19943u utvrdili da je rastvor vodonik peroksida u kamcaciji od
10%, rasprSen u obliku fine magle, vrlo efikasaotigriBDV-a.

Do 1987. godine infektivha burzalna bolest nijedstavljala vé& problem u
svetu jer se nije ispoljavala u Kkléki manifesthom obliku i drzana je veoma uspesSno
pod kontrolom zahvaljui vakcinaciji. Mortalitet je bio nizi od 5%, a ingktni
gubici su nastajali kao posledica imunosupresiji. @d 1987. priméuje se slabiji
ucinak vakcina u raznim delovima sveta. U SAD pojasvih sojeva virusa GB
dovodi do blagog porasta mortaliteta, ali u Evropiziji mortalitet je dostizao i do
70% kod nosilja i do 30% kod brojlera. Kiki manifestni oblik postaje dominantna
forma oboljenja uz dodatne gubitke zbog spé&wifi uginita. Na osnovu antigenih i
molekularnih karakteristika ovih novih sojeva igik&ti su definisali novu
epidemiolosku situaciju (Van den Berg, 2000).

Promenu Kklinike slike IBD-a zabelezili su istih godina dijagnoati sa

podruwija Delaware (SAD). Snyder et al. (1988) su upotreliehnike monoklonskih
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antitela dokazali promenljivost epitopa i nastamakjantnog tipa 1 virusa iz klasiog
soja. U SAD novi sojevi se karakteriSu izrazenomsffem varijacijom (Snyder et al.,
1992) ali blagim porastom mortaliteta, dok u Evropiziji sojevi joS uvek pripadaju
klasicnom serotipu 1, ali se javlja ztegan porast patogenosti.

Novi, virulentni sojevi su prvi put opisani u Epidkrajem osamdesetih godina
proslog veka (Chettle et al., 1989), a zatim u dapanih 90-ih (Nunoya et al., 1992)
odakle su se brzo rasSirili po svetu. Van den Bergl.e(1991) opisuju pojavu visoko
patogenog soja tipa 1 IBDV (vvIBDV) u Holandiji ieByiji, 1987.godine. Kliniko
stanje koje su izazivali sojevi vIBDV, ozteno je kao vrlo virulentna infektivha
burzalna bolest (vvIBD).

Filogenetske analize segmenta A vvIBD virusa pakada se virioni skupljaju
u grozdove i da su veomadsli klasicnim sojevima virusa poput 52/70 ( Brown et al.,
1994; Van den Berg et al., 1997). Oni su potvidklise spontano posemnje virulencije
odigralo bez bitnijih promena u antigenskoj strukwirusa.

2.6 Imunopatogeneza

Patogeneza se moze definisati kaGimaa koji virus dovodi do oStenja tkiva
dom&ina izazivajédi nastanak bolesti, imunosupresiju i/ili smrt. $uetpatoloSkog
procesa posle infekcije virusom infektivne burzabwdesti jeste zapaljenje, a zatim
nekroza limfaitnog tkiva prvenstveno burze Fabrici (Velhner et E30).

Virus pokazuje tropizam prema burza Fabricii (BRFkojoj se proizvode B
limfociti. Okoye et Uzoukwu (19903u prodavajwi patogenezu infektivne burzalne
bolesti embrionalno burzektomisanih alj dosli do zakljtka da BF nije neophodna
za nastanak infekcije, ali je neophodna u patogdmaesti za ispoljavanje klitkih
znakova. Burzektomija moze spite nastanak bolesti kod pda inficiranih
virulentnim sojem (Hiraga et al., 1994). Masivnalikacija virusa ucelijama burze
dovodi do njihove destrukcije, a posl&uh diseminacija virusa do bolesti i smrti.

Prema istrazivanjima Hirai et Calnek (197@fekcijom su najmasovnije
zahvaeni B limfociti, ali su veoma&sesto inficirane i¢elije makrofagno-monocitnog
sistema koje mogu doprineti diseminaciji virusaur(ghardt etMuller, 1987). Visoke
koncentracije virusnog antigena dokazane su u Bk, jd samo u tragovima virus
otkriven u timusu i slezini (Lasher et Shane, 19%ya replikacija virusa posle per os

infekcije odvija se u makrofagima i limfoidnigelijama digestivhog trakta veza 4
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sata posle unosa virusa. Zatim ubrzo, BF biva inafii@, i za manje od 16 sati posle
infekcije nastaje masivna replikacija virusacealijama burze Fabricii, vode ka
produzenoj viremiji koja dovodi do o$&nja i drugih organa (Hiraga et al., 1994).
Umnozavanje virusa u B limfocitima vivo uzrokuje atrofiju burze obno 4 dana
nakon infekcije (Lasher et Shane, 1994).

Apoptoza je proces u toku koga, kao odgovor naipee stimulusegelije
izumiru na kontrolisan, programiran da Mnoge visoko diferentovaneelije mogu
podl€i apoptozi, ali su zreli B limfociti i T limfocitnarcaito prijenivi. Apoptozu
obi¢no indukuju fizioloski stimulusi, ali i neki patai&i, poput virusne infekcije, mogu
da posluze kao okidgJungmann et al., 2001). Bré&lija u apoptozi je u srazmeri sa
intenzitetom replikacije virusa. Ova ispitivanjakpauju da pored nekroze, i apoptoza
dovodi do deplecijéelija u inficiranoj burzi Fabrici. Brojne studijea i brojni autori,
(Vasconcelos et Lam, 1994; Tanimura et Sharma, )1J98i8zuju da je imunosupresija
koju izaziva virus infektivhe burzalne bolestir lokelimicno uzrokovana apoptozom.

Fernandez-Arias et al. (1997); Yao et al. (1998pntsaju da su VP2 i VP5
proteini induktori apoptoze, ali su potrebna dodatrazivanja da se njihova uloga
precizno utvrdi.

Kod ptica koje prezive akutnu fazu bolesti, umn@ige virusa se smanjuje, i
lobulusi burze koji su ostali be&lija mogu ponovo da se repopuliSu¢8ijama
(Muller et al., 2003).

Replikacija virusa u burzi Fabrici stvara velikezije (nekroze), depleciju
limfoidnih folikula, tako da virus oSéeije pre svega humoralni imunski sistem ptica.
Predilekciono mesto za virus infektivne burzalnéebi su Béelije. Limfocitneéelije
pilica na svojim povrSinama poseduju speénid proteinske receptore.dlije izmeiu
ostalih poseduju IgM i Bu-1b receptore. ImunoglafiuM klase (IgM) su osnhovna
antitela koje produkuju Belije. To su primarna antitela koja se stvaraju &dgovor
na pa&etku ekspozicije antigena. Koégnjem konjugovanih monoklonskih antitela
(eng. mADb) tzv. markera, koji se vezuju za odgojuaeareceptore limfocita, moze da
se utvrdi broj i procenat limfocita. Posle bojengdncelijskin suspenzija sa
monoklonskim antitelima, intenzitet bojenja se mokeantifikovati prot@nom
citometrijom. T limfociti pileta produkuju takie razltita anti-pile&a antitela. Istim
metodama bojenja koti8njem razkitih monoklonskih antitela (markera) mogu da se
broje T limfociti ili odreiuje njihov odnos i struktura (imunofenotipizacijapko se
monoklonskim CD4 antitelima (CD4mAb) detektuju T Iger limfociti, CD8
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antitelima T citotoksini i supresorski limfociti, CD45 antitelima ukupiidimfocitne
¢elije krvi (Bridle et al., 2006; Fair et al., 2008)

Analizama broja limfocita, metodom préte citometrije (eng.flow
cytometry), dobijenih iz krvi, slezine i burze pdi neinficiranih i inficiranih virusom
infektivne burzalne bolesti, dokazan je pad progdinhfocita sa povrSinskim IgM
markerima (B limfociti) u slezini i burzi inficirah pilica. Korigenjem CD4 i CD8
markera za analizu iz periferne krvi i slezine nistanovljene zriajne razlike u
broju i odnosu T limfocita pre infekcije i poslef@fcije pilica virusom infektivhe
burzalne bolesti (Rodenberg et al., 1994). Ovi lteiusugeriSu postojanje humoralne
imunodepresije nastale kao posledica prisustvasa&irlBD, dok analizom broja i
proporcije T helper i T citotok&nih i supresorskih limfocita nije @ena celularna
imunodepresija.

Imunofenotipizacijom populacije limfocita iz penifee krvi pilica odgajanih u
sistemu slobodnog gajenja (eng. free-range), uslti@no je da su CD3monoklonska
antitela reagovala sa 12-24% limfoidnéelija krvi, CD4" ekspresija je bila u
procentu od 4-31% a CD®d 1-10%. U kombinacijama su koégna sledéa anti-
pileca antitela za protmu citometriju: CD3, CD4’, CD8 i CD45 koja pokazuiju
ukupne limfoidnecelije (Fair et al., 2008). Ovaj rad pokazuje izyivist korigenja
protaine citometrije za merenje periferne krvi @@ kori€enjem anti-piléih antitela
za limfocitne subpopulacije, ali ne za sve vrst@gptne za npr. Common Raven
(Corvus corax) ili Black-billed Magpie (Pica picé)josS drugih vrsta ptica). Jer je
prirodna varijabilnost imunoloskih funkcija jos gifrazena kod ptica.

Analizu stanja B i T¢elija i njihov odnos u burzi Fabrici, kada su §ilbili
izloZeni patogenom soju virusa IBD, sprovodili swijhi autori. Kod infekcije
patogenim sojem IBD dolazi do rapidnog uniStenjauzalnihéelija i do infiltracije
T celija u burzu Fabrici. Sedam dana nakon infekcpeptacnom citometrijom
¢elijske suspenzije burzalnog tkiva uteno da je 65% predstavljalocElije a svega
7% B ¢elije. Kod SPF pilta T ¢elije predstavljaju manje od 5% swihlija BF a nakon
7 dana od infekcije i kasnije 65% burzaldilija su T¢elije. Suprotno posle sedam
dana od infekcije IBD virusom, nivo &lija burze koji je okino 35% svih burzalnih
¢elija opada do 7 % (Kim et al., 2000).

Vec¢ina burzalnih T ¢elija izazvanih IBDV infekcijom su sa TCR2
receptorima, nesto manje TCRTanimura et Sharma, 1997). Kim et al. (2000) su

ispitivali burzalne Téelije izazvane IBDV infekcijom uz korg&nje CD3, CD4,
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CDS8" i CD25 mouse anti-chicken monoklonskih antitela. Intenéisa je uporediti

odnos dve zn@mjne podgrupe Téelija, CD4 i CD8", nakon infekcije virusom
infektivne burzalne bolesti i nakon priliva aktiamih T¢elija u BF. Merenje je vrSeno
i u perifernoj cirkulaciji pilta.

Maksimalan nivo CD4i CD8' T limfocita se dostize 7. dana nakon infekcije.
Treba naglasiti da se oni nalaze u podjednakim sidm tokom prvih 7 dana, da bi
kasnije CD8 T ¢elije postale dominantne. Ovaj mehanizam se venovadvija
posredstvom citokina i njihovih citotoksiih efekata (citat, Resan@yi2015).

Nakon 7 dana infekcije i kasnije oko 2. nedeljégtiean broj burzalnih CD%

T ¢éelija opada na 10% od ukupnih burzalaédiija a nasuprot tome raste broj CD8
(T citotokseni limfocit) celija iznad 20% (Kim et al., 2000)

Rezultati ukazuju da bi burzalne delije mogle imati zn&jnu ulogu u
virusnom klirensu i oporavku burze Fabrici posléektije. Intraburzalne Tcelije
ograntavaju replikaciju virusa u ranoj fazi bolesti, ali isto vreme dovode do
oSteenja i produzenog vremena oporavka BF, jer imajgatiean uticaj na
repopulaciju B folikula. (Rautenschlein et al., 2802002b; Rautenschlein et Haase,
2005).

Imunofenotipizacijom limfocitnih subpopulacija urgernoj krvi zivine Bridle
et al. (2006) su ustanovili procentualnu zastuplgmpozitivnin CD4 i CD8 T¢elija.
Na osnovu zastupljenosti utvrdjivali su vazan CIGD8" T limfocitni odnos (Eng.
Helper/Suppressor ratio -H/S ratio). Utvrdili sujdaodnos CDFCDS8" T limfocita u
perifernoj krvi laboratorijski uzgajanih pith bio od 2,93 do 3,25. Taj odnos kod
komercijalno uzgajanih pia, intenzivno vakcinisanih i starijih je maniji iéke se od
1,3 do 1,9. Nasuprot smanjivanju odnosa T helpeitdtokstnih ¢elija u krvi,
relativne proporcije ukupnih CD3, CD4, CD8, CD45nflocita su vée kod
komercijalno uzgajanih pda u odnosu na laboratorijski uzgajane (Bridle gt2006
;Fair et al., 2008). NeSto manje proporcije su lgtmne u studiji Fair et al. ( 2008) u
zavisnosti najverovatnije od starosti Zivine u dglel drugi autori su radili cirkuligie
limfocite kod mladih nosilja do godinu dana starasivo cirkuliSuih T celija pilica
opada sa starég (Cheng et al., 2001; Berndt et, 2006).

Manji odnos CDZ/CDS8" T limfocita kod komercijalno uzgajanih @il se
objasnjava pre svega genetskom selekcijom na pdi® osobine, faktorima sredine

u komercijalnom odgoju i intenzivnom imunizacijo®manjenje odnosa CDYEDS"
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T limfocita u perifernoj krvi, odnosno pot@nje CD8 T ¢elija karakterise se kao
smanjenje imunokompetencije kod komercijalno uzghjpilica (Bridle et al., 2006).

Stewart et Nicholson (2000) ukazuju da za takvelimn&kada se koriste
obeleZzena monoklonska antitela (mAb), poZeljnogaskiti ih od istog proizvdaca,
iz razloga Sto razite kompanije koje proizvode monoklonska antitetegpgu da ih
proizvedu imunizacijom sa ragiiih epitopa. DeSava se da ka@e®ijem istih
monoklonskih antitela (CD3npr.) od drugog proizvdata dobijemo raztit procenat
utvrdenih limfocita.

Uzracnik infektivne burzalne bolesti je imunosupresivanrus, Kkoji
prvenstveno inficira IgM Bc¢elije u burzi Fabrici. Posle veste infekcije
nevakcinisanih pitia virusom IBD, populacija B limfocita se Zi@no smanijila
izmedu 7. 1 21. dana nakon infekcije, u pdedju sa nevakcinisanim i neinficiranim
pilicima i u pordenju sa vakcinisanim, pa ve&tainficiranim (Petkov et al., 2009).
Dve subpopulacije Belija su merene na osnovu ekspresije IgM i Bu-1ltr§askih
markera. Isti autori navode da i pored smanjenpufazija B¢elija u burzi Fabrici
posle izlaganja pidia virusom IBD, ne dolazi do smanjenja nivoa ukupsehumskih
imunoglobulina (IgA, 1gG i IgM), niti utie na IgG i IgA Bcelija u slezini.

Hirai et al. (1981) i Petkov et al. (2009) ukazdpsmanjenje subpopulacije B
limfocita u BF, nije smanjilo ukupne nivoe imunolgidina. Autori takde nisu udgili
pad imunoglobulina IgG (IgYgelija krvi.

Rezultati istrazivanja o ulozielijskog imunskog odgovora i z&eu virus
specifcnih antitela (Rautenschlein et al.,, 2002b; Rautelest et Haase, 2005)
pokazuju da samo antitela nisu dovoljna da zaZwi@u od infekcije IBD virusom, i
da je uloga T-limfocita kljtna za izgradnju zastitnog imunskog odgovora.

Virus se replikuje i welijama monocitno-makrofagne loze koje imaju veoma
zn&ajnu ulogu u diseminaciji virusa po organizmu. Ms&gi koji su permanentno
inficirani serotipom 1 virusa, imaju specifiu ulogu u ovom procesu dova@dealo
burnog procesa &enja citokina kao Sto su tumor TNF (tumor necrdaisor), L6
(interleukin 6) i faktora transformacije rasta (T8l (Lam, 1998). Takéde treba uzeti
u obzir ulogu posrednika TEklija u patogenezi (Vervelde et Davison, 1997).

Infekcija virusom GB rezultira nastankom imunofsgye. Imunosupresivni
efekti su najizrazeniji ukoliko do infekcije Zivindaie u starosti od 2-3 nedelje.
Imunosupresija se klitki manifestuje na razlite na&ine. Svakako proizvodne

osobine datog jata su znatno smanjene. Imunosupeegta su izlozena sekundarnim
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infekcijama. Titar antitela kao odgovor na izvrSewmakcinaciju je nizak i raste
procenat loSih trupova na liniji klanja. Imunosupj@ prati i klincku i subklincku
formu GB (Resanoyj 2015).

Pili¢i stari do 14 dana koji prezive infekciju virusonBGu imunosupresivni
uprkos repopulaciji B limfocita u burzi i humoralmunitet im ostaje oséen tokom
celog zivota a pitii stariji od 24 dana koji prezive infekciju viruso@B imaju
prolaznu depresiju sistemske produkcije antit€kelijski imunski odgovor i funkcija
heterofila i makrofaga je privremeno oslabljenaglaad et al., 2002).

Destrukcija nezrelih oblika B limfocita u burzi bt&ci, predstavlja osnov za
pojavu imunosupresije, koja poprima mnogo tezilokhda su u pitanju mii@ nego
starije jedinke (Faragher et al., 1974).

Smatra se da destrukcija Ig produkiljuB ¢elija predstavlja verovatno glavni
mehanizam nastanka imunosupresije humoralnog inmgnstgovora (Hoerr, 2010).

Da Silva Martins et al. (1992) su utvrdili da je rzau imunosupresiju pda
odgovorna destrukcija limfocita jih plazmacelija nastaju imunoglobulini M klase
(IgM). Autori su koristili hromatografiju na geluadbi razdvojili klase imunoglobulina
iz krvi petonedeljnih SPF pda, prethodno inficiranih patogenim 50/72 sojem IB&v

Sharma et al. (1989993, 1994, 2000) su kao najteze i najduze posedic
imunosupresivnih efekata virusa infektivnhe burzabhodesti ustanovili kod sliajeva
kada su jednodnevni pilibili inficirani virusom. U terenskim uslovima, je retkost,
a pili¢i se obéno inficiraju tek u uzrastu od 2 do 3 nedelje, utsnomentu kada nivo
specifinih maternalnih antitela protiv virusa IBD-a opadsod zastitnog nivoa.

Giambrone et al. (1977) préavali su posledice koje nastaju usled
imunosupresivnog efekta bolesti, a koje se javlkga slabiji imuni odgovor pita, na
ostale sprovedene vakcinacije koje su od velikenesit nargito za intenzivnu
zZivinarsku proizvodniju.

Podaci o uticaju virusa GB na celularni imunitespecifétne T ¢elije su
kontroverzni. Kompromitovani mogu biti T limfociti slezini i u perifenoj cirkulaciji.
Smatra se da virus GB modulira funkciju@lija, ali se téan mehanizam modulacije
jos uvek ne zna.

OIE (2000) je kao najbolji metod, za odieanje stepena imunosupresije,
prihvatio metod merenja postignutog nivoa humoraktestite (titar vakcinalnih
antitela) protiv virusa atipne kuge Zzivine, nakon prethodnog zarazavanja&apili

virusom infektivne burzalne bolesti.
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2.7 Klini ¢ka slika i oblici bolesti

Posle kratke inkubacije, koja iznosi 2 do 4 danakutnim sldajevima ptice
leZe iscrpljene, nakostreSene i zaprljane vodenastielicastim prolivom. Jedan od
prvih simptoma, nakon inkubacije, je depresija ebblptica.

Uginuta se masovnije javljaju nag&e tre&eg dana od petka ispoljavanja
klinickih simptoma. Mortalitet se u naredna 4 dana, sya&eno progresivno
poveava. Posle pika mortaliteta, dolazi do naglog pémievnog uginéa. Zivina se u
sled€ih 5 do 7 dana potpuno oporavlja.

Mortalitet moZze i izostati, ali obino se krée do 20-30% (pri infekciji klagho
virulentnim sojevima virusa), pa sve do 90 i 100(pti infekciji vrlo virulentnim
sojevima virusa) (Van den Berg et al., 1991).

Imunosupresija je zapazena kod dalisa niskim titrom maternalnih antitela,
koji su bili izlozeni virusu infektivhe burzalne lesti u prvih 10 dana zivota. Kao
posledica toga, dolazi do ispoljavanja Sirokog s@e&ekundarnih oboljenja kako kod
brojlera tako i kod pitia nosilja .

Brojne infekcije, nardito respiratornog sistema, pratioci su imunosupgesi
(Faragher et al., 1974). Kligko ispoljavanje infektivne burzalne bolesti zakiel®o je
najranije kod 12 dana starih ¢al (Audi et al., 1972), Sto su gilimladi, to je tok
bolesti akutniji, a procenat obolelih &re TeZina bolesti zavisi od imunskog statusa
jedinki, virulencije i serotipa virusa IBD-a kadkompletnog menadzmenta farme.
Bolest se ispoljava kroz tri glavna kiékia oblika:

Klasi¢an oblik, opisan je joS 1962. godine i uzrokuju ga Kasivirulentni
sojevi virusa infektivne burzalne bolesti (cv IBDMKrajem sedamdesetih godina
proslog veka bolest je proticala uglavnom bez &kiti simptoma, a mogla se dokazati
nalazom antitela na IBD kao i histoloSkim promenanaaburzi Fabrici. Faragher
(1972) daje objasSnjenje da je imunski odgovor ksidnatomatskog oblika relativho
nizak i da bolest n&g&e ima subkliniki tok, a do infekcije dolazi posle pada titra
maternalnih antitela, ispod zastitnog nivoa.

Imunosupresivni oblik, Snyder (1990) i Snyder et al. (1988,1992) su prvi
opisali u SAD. Njega izazivaju slabo patogeni vinagektivne burzalne bolesti, kao i
njegovi varijantni sojevi. Varijantni sojevi virusau deliméno rezistentni na

neutralizaciju specifnim antitelima protiv tzv.“klaginih” sojeva virusa IBD-a.
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Akutni oblik , opisan je u Evropi krajem osamdestih godina pro$kekp, a
izazivaju ga “vrlo virulentni” sojevi virusa inféikne burzalne bolesti (vwIBDV).
Neki od izolata vvIBDV-a izazvali su mortalitet @% do 100% kod pite Leghorn
provenijencije (Chettle et al., 1989; Van den Berg et al., 19%tl).autori ga opisuju
kao oboljenje sa akutnom, progresivnhom Klkam slikom, koje¢esto u zahwgenim

jatima izaziva veoma visok procenat smrtnosti.

2.8  PatomorfoloSke promene

McFerran (1993ppisuje patomorfoloSke promene koje se ptinje uglavnom
na samoj burzi Fabrici. Hiperemija, hipertrofij@adem burze Fabrici redovan je nalaz
kod Zivine koja je uginula za vreme akutne fazeebiol Kod najtezih skiajeva bolesti,
na burzi se mogu @di i petehijalna krvarenja. Od petog dana infeg&cijelcina burze
Fabrici se smanjuje, da bi oko osmog dana u velikaiji atrofirala. Veliina atrofirane
burze nakon petog dana infekcije iznosi tek 1/3uobiajene veltine, za taj uzrast
Zivine.

Na muskulaturi grudi i nogu izrazena su markan#ikasta krvavljenja koja
mogu biti i u obliku ehimoza. JoS uvek nije u patpsti poznat mehanizam nastanka
krvavljenja kod IBD (Resano&j 2015). Neki autori poput Skeeles et al. (1980)
smatraju da su krvavljenja posledica poréaje u koagulaciji obolele Zivine.

Prvi opisi patomorfoloskih promena nastalih kaslpdica GB u SAD, govore
0 zn&ajnim promenama na bubrezima. Bubrezi su hiper&oifii bledo sive boje kao
posledica porentene resorpcije i nakupljanja kristala urata u tubal (Cosgrove,
1962).

Promene se wavaju i na jetri. Jetra jgesto uvéana sa nekrathim Zaristima
duZ ivice lobusa. Zarista udien slwajevima mogu biti rasuta po ostalim pogjimna
jetre (Cosgrove, 1962; Cho et Edgar, 1972).

Lukert et Saif (1997ppisuju promene na burzi Fabrici kod nekih varijeamt
sojeva virusa infektivne burzalne bolesti poreklazn SAD-a. Ovi sojevi virusa
izazivaju brzu atrofiju burze Fabrici, za razlika ostalih sojeva virusa, kod kojih
atrofija burze ima uobajeni redosled promena u toku zapaljenskog procesa.

Hiraga et al. (1994), Inoue et al. (19990 utvrdili da se karakterighe

makroskopske promene na burzi Fabrici u akutnom tailesti, koje su uzrokovane
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vrlo virulentnim sojevima virusa IBD, mogu ¢ia na drugim limfaténim organima
(timus, slezina, cekalne tonzile, PajeroveipldHarderova Zlezda i kostna srz).

Henry et al. (1980)su napravili poseban model za utiwanje stepena
makroskopskih promena na zabeaim organima. Prema njima u zavisnosti od
stepena promena, one se ocenjuju na skali od 5.d®a najviSim stepenom B
limfociti bivaju skoro potpuno uniSteni a teSki blpanleukopenije nastaje kao
posledica toga.

Sharma et al. (1989) stepen @éstga burzalnog limfoidnog tkiva ocenjuju od 0
do 4 (burza scor) na osnovu stepena nekroze linfiétikula i/ili limfocitne deplecije.
Najmanje promene od 0 su ako je do 5% burzalnitkdt@ pogateno (limfocitna
deplecija i cistine formacije). 1 je od 5-25%., 2 od 25-50%., 350d75% i burza
scor od 4 je kad je viSe od 75% burzalnih foliko&eeno.

Za procenu oStenja burze se take koristi i odnos mase burze prema masi
tela i izrazava se takozvanim ,burza/telesna mas@bsom (eng. Bursa body weight
ratio, B/BR) (Sharma et al., 1989). Indeks burzeg(dBursa body weight index, B/BI)
(Lucio et Hitchner, 1979) se dobija kada se odnmsrza/telesna masa“ podeli sa
pros€&nim odnosom ,burza/telesna masa nezarazeniltapilkontrolne grupe).
Vrednost indeksa burza/masa tela ispod 0,7 po Lukldchner formuli, ukazuje na
atrofiju ovog organa.

Virus se moze dokazati u limfocitima burze 6 swkon infekcije. Nekroza
limfocita u pars lymphoreticularis burzedawa se véjedan dan nakon infekcije, i ona
je udruzena sa infiltracijom polimorfonuklearimaflamatorne promene, subserozni
edem i hiperemija burzalnih lobulusa (folikula),vdde do povéanja burze. Posle
treceg dana dolazi do smanjivanja burzalnih lobulusaiise pretvaraju u nekroétia
podritja okruzena polimorfonuklearima. Odetvrtog dana infekcije akutna
inflamatorna faza infekcije se stiSava. Nekrozagoakcitozacelijskih elemenata za
posledicu imaju ,pretvaranje burzalnih lobulusa aiste, oko kojih se nalazi
fibroplasténo tkivo nastalo od vezivnotkivhe strome burze kabr(Okoye et
Uzoukwu, 1990).

Konvencionalni soj virusa infektivne burzalne Istiézaziva akutno zapaljenje
burze sa edemom, limfoidnom deplecijom i atrofijasngana, dok infekcija sa
varijantnim sojem A ne dovodi do akutnog zapaljeajaje nekroza limfoidnikeelija

takadle ucljiva tri dana posle infekcije (Sharma et. al., @R8Jedinke inficirane
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varijantnim Delaware sojem A virusa imaju joS i¢aeoStéenja burze (Lasher et
Shane, 1994).

2.9  Dijagnostika infektivne burzalne bolesti

Dijagnoza akutnog oblika infektivne burzalne balg®stavlja se klinikim i
patomorfoloskim ispitivanjima. Klirki pregled se bazira na genju razvoja klintke
slike, koja se karakterigio menja u toku bolesti (udivanje “pika” mortaliteta), i
praenju vrste i stepena izrazenosti ostalih Kk simptoma. PatomorfoloSkim
ispitivanjem i utvdivanjem tiptnih promena na burzi Fabrici, moze se sa velikim
stepenom sigurnosti postaviti i kama dijagnoza. Po klitkim znacima, bolest se
nage&e mora diferencirati u odnosu na: kokcidiozu, @tipi kugu Zivine, virusnu
anemiju pilta, mikotoksikoze i nefropatogeni oblik infektivhdgonhitisa. U svim
ovim slwajevima, prisustvo promena na burzi Fabrici, piiye definitivhu dijagnozu
IBD-a. Takaie kod subklinikih infekcija, atrofija burze Fabricii moze dovesto
zamene sa drugim bolestima, a dedje sa Marekovom bolég i infektivnom
anemijom pilta (Van den Berg et al., 2000). Lukert et Saif ()9%Kbd takvih
slicajeva predlazu dodatno histolosko ispitivanje bufabricii.

Seroloska dijagnostikaje od malog zn&ja zato Sto seroloSki testovi ne mogu
razlikovati specitna antitela protiv virusa infektivne burzalne btiles odnosu na
njihovo poreklo, odnosno da li je njihovo stvaram@zvano dejstvom patogenog
(poljskog) virusa ili vakcinalnog virusa (Block &ft, 2007; Bublot et al., 2007).

Medutim Kouwenhoven et Van Den Bos (1994) podelazn&aj
kvantitativnog odréivanja titra specifinin antitela protiv IBDV za imunoprofilaksu
kod mladih pilta, jer se na osnovu tih rezultata, auije optimalno vreme
vakcinacije. Takde se primenom seroloskih testova kod odgoja kolsljapmoze
verifikovati uspesnost sprovedenih mera vakcinagijecio, 1987; Meulemans et al.,
1987).

Seroloski testovi koji se ngg&e koriste su agar gel precipitacija (AGP)
(Lucio, 1987; Hirai et al., 1972), Imunoenzimski ELISA test (Enzyme-linked
immunosorbent assay) (Marquardt et al., 1980)ursemeutralizacioni (SN) na kulturi
tkiva pilecih fibroblasta (Weisman et Hitchner, 1978)

Agar gel precipitacija (AGP) je najjednostavnig i najmanje senzitivha

metoda. Rezultati se dobijaju posle vremenskoggdarod 48-7Zasa.
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Serum neutralizacija (SN) duze traje, inkuba@jagjmanje pet dana i zahteva
odgovarajdu opremu i sredstva. Senzitivnija je od AGP tesféeisman et Hitchner
(1978) su ustanovili da SN test ima najbolju korelacijudsgktnim stepenom zastite
jedinke, proverenom na bioloSkom ogledu.

Imunoenzimski (ELISA) test je u patenju sa AGP i SN testom, jednostavniji,
jeftiniji i najbrzi. ELISA test se karakteriSe vidm stepenom senzitivhosti |
specifénosti, a pojavu varijacija u dobijenim rezultatirpalikom ispitivanja istih
seruma, Roney et Freund (1988) objasSnjavaju &emjgm razkitin sojeva virusa
IBD, kao antigena, u dijagno&kim kompletima (kitovima) raziitih proizvodaca.

Sharma et al. (1994), Jackwood et al. (1999) gidilitda ELISA dijagnostiki
kitovi koji koriste VP2 rekombinantni protein viraiskao antigen, ostvaruju znatno
bolju korelaciju u odnosu na stepen zastite jedidkbijen ispitivanjem u bioloSkom
ogledu, od onih ELISA kitova koji su pripremljerd gtandardnih antigena.

Visi nivo detekcije i bolja korelacija sa VN testose objasSnjava prirodom
antigena koji se koristi za detekciju antitela. ${dai IBD ELISA test koristi antigen
klasiknog porekla odgajen i oslabljen na kulturi tkivdaBd Plus ELISA test Koristi
izvorni burzalni virus (iz inficirane BF umnozermrrgfiséen virus). Opisano je da, IBD
virus prilagatavanjem za rast na kulturi tkiva menja antigends primer
monoklonska antitela (Mab) 21 prepoznaju sve vew®jIBD ali se ne vezuju za
virusni antigen adaptiran za kulturu tkiva. Neufala Mab 8 detektuju
konformacijske epitope IBD virusa i prepoznaje sarnmas uzgojen na BF (prirodni,
izvorni burzalni virus) ali ne i virus uzgojen telijskoj kulturi (Vakharia et al., 2000;
Le Gros, 2009).

Metodom AGP se pored ispitivanja spegifth antitela iz seruma mogu
ispitivati 1 suspenzije tkiva zarazenih organa {edje burze Fabrici) ponto
specifenih antiseruma ili monoklonskih antitela, tako datam sl&aju, pojava
precipitinskih linija, pokazuje prisustvo virusnéntigena u pomenutom ispitivanom
materijalu (Snyder et al., 1992).

Imunoenzimskom (AC-ELISA) metodom se tdakomoZe otkriti i dokazati
antigen serotipa 1 IBDV-a, u burzalnim homogenati®@-ELISA je zasnovana na
mikrotitar platama prekrivenim IBDV-specifnim antitelima. Korigenje specifinih
monoklonskih antitela u detekciji virusnog antigesraogitava se znatno preciznija
karakterizacija prisutnog virusnog antigena, odoogtentifikacija sojeva virusa. Na

taj n&in su Snyder et al. (1998) kote&njem razkitinh grupa specifinih monoklonskih
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antitela omoggili precizniju identifikaciju varijantnih virusa fektivne burzalne
bolesti u SAD-u, a Eterradossi et al. (1999recizniju identifikaciju veoma
virulentnih virusa infektivne burzalne bolesti.

Virus infektivne burzalne bolesti, se moze dete&todirektnom i indirektnom
imunofluorescencijom (Meulemans et al., 1977) ili metodom bojenja
imunoperoksidazom (Cho et al., 1987), direktno misa folikulima tkiva burze
Fabrici poreklom od inficiranih pita.

Izolacija virusa Infektivnhe burzalne bolesti labrgskim metodama se
najlakse izvodi na embrioniranim SPF jajima od®.1d. dana starosti. Inokulacija se
vrSi na horio-alantoisnu membranu ili u Zzumancdtesu. Posle nekoliko pasaza na
kokoSijim embrionima sojevi virusa GB mogu se kua#iati i na kulturama tkiva
pilecih fibroblasta.

Molekularne metode omoguavaju brzu identifikaciju virusa u odnosu na
izolaciju IBDV-a. NajviSe upotrebljavana molekularmetoda za detekciju genoma
IBDV-a je reverse-transcription polymerase chaiact®en (RT-PCR)(Lin et al.,
1993). Uz upotrebu spedifiih prajmera RT-PCR se moZe Koristiti za dokazigan]
virusne RNK u burzi Fabrici (Manual of Diagnostiest and Vaccines for Terrestrial
Animals, 2008), kostnoj srzi, slezini i timusu (Kdlet al., 2005 a).

RT-PCR se bazira na umnozavanju déreog dela gena. Izvodi se u tri koraka:
ekstrakcija nukleinske kiseline iz ispitivanog uUzar reverzna transkripcija (RT)
odrelenog dela RNK u DNK kopiju (cDNK) i amplifikacijaufnnozavanje)
rezultujte cDNK PCR-om. Druga dva koraka RT-PCR-a zahtevaghbor
odgovarajdih prajmera, kratkin oligonukleotidnih sekvenci kolementarnih
specifinim nukleotidnim sekvencama na RNK i cDNK. U zawestm od mesta
vezivanja prajmera za RNK nukleotidnu sekvencie himnoZena razlita podruja
cilijnog gena (genoma virusa u &ju IBDV-a) (Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals, 2008).

Polimerase chain reaction (PCR) j&tieorak. Moze se izvoditi klagnim RT-
PCR ili kvantitativnim. Wu et al. (2007) su objavprotokole za amplifikaciju i
molekularno tipiziranje IBDV-a.

Parovi prajmera U3/L3 i +290/-861, koji su se poka korisnim u
amplifikaciji srednje tréine VP2 gena serotipa 1 IBDV-a (U3/L3 par prajmera
(Eterradossi et. al.,1999) i regiona na 5" kragnsenta B genoma IBDV-a (+290/-861

par prajmera) (Le Nouen et. al., 2006), mogu sestakao primeri. Oba segmenta su
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se pokazala kao pogodna za molekularno-epizookielsfudije. Par prajmera U3/L3
stvara produkt koji v@m delom predstavlja kopiju dela genoma IBDV-a kojsebi
obuhvata i deo koji kodira hiper- varijabilnu regiyP2 proteina (Le Nouen et.al.,
2005).

Determinacija sojeva IBDV-a, serotipa 1 ima &ja u epizootiologiji i
imunologiji. Sojevi virusa mogu se determinisati vide n&ina: testiranje njihove
patogenosti na SPF @ilima; unakrsnim virus neutralizacionim (VN) testdintestom
sa monoklonskim antitelima; determinacijom nukldo& sekvence virusnog genoma
ili ispitivanjem broja i veltine restrikcionih fragmenata dobijenih digestijoakuih
RT-PCR produkata uz poraeestrikcionih endonukleaza (Restriction fragmemight
polymorphism-RFLP).

Dokazano je da aminokiseline u varijabilnom domaéri2 proteina (mali
region-domen izm# 206 i 350 aminokiseline) predstavljaju osnov rdigenske
varijacije, ali se ne moze definisatict®@ mesto vezano za patogenost. Potraga za
markerima virulencije joS uvek traje. Ptavyanjem VP2 gena mnogobrojnih virusnih
sojeva i selekcijom mutanata dokazano je da ovapeto predstavlja molekularnu
osnovu antigenih varijacija (Oppling et al.,199th8itzler et al.,1993; Van den Berg
et al.,1997).

lako je molekularna osnova antigenskih varijabijdje shvéena joS uvek nije
pronaien pouzdan genski marker virulentnosti virusa IBDs#&raZivanja uptuju da
nalaz aminokiseline izoleucin na pozicijama 242 2294 (Rudd et al.,2002, citat iz
Velhner et al., 2010), kao i aminokiselina alanenpoziciji 222 i serin na poziciji 299
(Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Tdri@s Animals, 2008),
hipervarijabilne regije VP2, ukazuju na visoku \émninost virusa.

Mundt (1999) navodi da zamena aminokiseline, alar@oninom, na poziciji
284 hipervarijabilne regije VP2, dovodi do atenyeadi prilagaiavanja virusa na
umnozavanje u kulturi tkiva .

Kusk-a et al. (2005) su razvili metodu (upotrebB@R-a i multipleks (MPX)
PCR-a) kojom su uspeSno detektovali i diferentoyat razléitih sojeva IBDV-a
serotipa 1: danski vvIBDV (DKO1), referentni cviIBDYF52/70), vakcinalne
intermedijalne (D78 i Bursine-2), i vakcinalni imteedijalni plus soj (228E).
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2.10 Kontrola i prevencija

Preventivhe mere protiv pojave infektivne burzalb@esti podrazumevaju
poostrene mere higijene i mere imunoprofilakseljugk/o imunoprofilaksa ne moze
da spréi pojavu bolesti, ako sve glavne sanitarne mere pieduzete. Ove mere
obuhvataju poStovanje principa prilikom useljavapiji¢a ,sve unutra-sve napolje”,
obavezno mehatio ciScenje, sanitarno pranje i dezinfekcija, dezinsekcigdmor
farme. Takde pre ciS¢enja, odmah po praznjenju farme glodari moraju biti
eliminisani. Silosi za hranu moraju biti kompletispraznjeni i ¢iS¢eni (Maris, 1986).

Uprkos strogim merama opSte profilakse, vakcinakg@ mera specifne
profilakse je neizbezna u podjima sa povéanim rizikom od infekcije, i obavezna u
zastiti pilica prvih nekoliko nedelja posle izleganja (Mulleragt 2003). Molekularne
studije i razlgiti pristupi vakcinaciji zn&ajno su doprineli boljem razumevanju
biologije IBD virusa i unapredjenju strategije kaoié bolesti (Muller et al., 2012).

Thiry et al. (1994)su sve vakcine protiv infektivnhe burzalne boleststali u
dva osnovna tipa ito: atenuirane zive vakcingnieuinaktivisane vakcine.

Ekonomski gubici koji nastaju kao posledica kkih i subklinickin oblika
bolesti opravdavaju istrazivanja i kai@hje novih vakcina. Zive vakcine stvaraju
dugotrajan i solidan imunitet, ali imaju rezidualpatogeno delovanje na burzu Fabrici
I postoji rizik povratka virulencije. Inaktivisaneakcine su uspesno kofe&ne do
pojave visoko virulentnih sojeva, a kasnije nisle lsiovoljne da se potomstvo zastiti
preko maternalnih antitela. Postala je neophodra@inacija Zivim vakcinama. Ali,
maternalna antitela su postala problem u pravljéejue vakcinacije, pa je neophodan
seroloSki monitoring da se odredi pravo vreme (nidgar maternalnih antitela) za
vakcinaciju (Van den Berg et Meulemans, 1991).

2.10.1 Zive atenuirane vakcine
Atenuiranim zivim vakcinama se imitira prirodndekcija kod doméina, one
sluze za masovnu aplikaciju i indukuju stvaranjaumoralne i celularne zastite.
Zive vakcine mogu da imaju i neZeljene efekte. tSril977),je ispitivajuéi
efekat deset komercijalnih vakcina GB na ekspertalerm pilicima, naSao da sve
one manje ili viSe oséeju tkivo BF, manje kod pitia sa maternalnim antitelimag¢@
kod onih bez antitela. Do &hih rezultata su dosli i drugi autori (ThorntonReatttison,
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1975; Meza, 1984), ukazujuna patogeno dejstvo vakcina protiv infektivne zalne
bolesti na BF, i na njihov potencijalni imunosupvesefekat.

Atenuirane Zive vakcine sadrze ktas ili varijantne viruse i komercijalno su
dostupne a Kklasifikovane su prema stepenu ateeuacg ,blage - slabe“,
Jntermedijarne” (srednje), ,intermedijarne plus;vruée” (hot) ( Saif, 1998; Van den
Berg, 2000; Muller et al., 2003).

One su pripremljene od sojeva virusa Gumboro kol&sji su atenuirani
serijskim pasazama na pii;n embrionima. Blage i srednje Zive vakcine su leelrtije
jer izazivaju manja ostenja na BF, nego vée vakcine, ali su manje efikasne u
prisustvu maternalnih antitela (MDA) i protiv vv IB/. Nasuprot tome, manje
atenuisane vakcine (intermedijarne plus ié¢el mogu prevazi vise nivoe MDA,
uspesnije su u prisustvu maternalnih antitela,izdezivaju véa osStéenja BF Sto
dovodi do posledne imunosupresije. Ovi sojevi vakcina se ne prefguiza pilce
mlade od 10 dana starosti (Prandini et al., 2008).

Merenje titra maternalnih antitela protiv virusdektivne burzalne bolesti kod
jednodnevnih ili nekoliko dana starih @i omogidava da se odredi vreme potpune
osetljivosti pilca na infekciju divljim, ali i vakcinalnim virusom.De Witt (1999) i
Lucio et Hitchner (1979) dodaju i z¥e§ za uskldivanjem i ostalih vakcinacija u
kompletnom programu zastite Zivine. Pored toga lugp&o obavljene vakcinacije,
zavisi i od sprovedenih higijenskih mera i dezimigk kao i pravilnog izbora
vakcinalnog soja virusa. S obzirom na varijabilnogiedingnih titrova,¢ak i procena
optimalnog vremena vakcinacije definitivno ¢ee potpuno reSiti  problem sa

upotrebom atenuiranih Zivih vakcina.

2.10.2 Inaktivisane vakcine

Pokazalo se ndatim da vakcinacija roditelja zivim atenuisanim galama
protiv infektivne burzalne bolesti stvara neujeteraimunitet koji se u nedovoljnoj
meri prenosi na potomstvo (Wyeth et Cullen, 1978;eW, 1980). To je dovelo do
slede€e faze u razvoju imunoprofilakse protiv GB — priraeimaktivisanih vakcina
suspendovanih na uljnom ndésa

Inaktivisane vakcine su antigeni koji se ne raglikza razliku od zivih, i
primenjuju se iskljgivo individualno, subkutano ili intramuskularno, j¢ege u

starosti koka od 16 do 18 nedelja.
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Inaktivisane vakcine se koriste za stvaranje irkagodgovora koji je pken
visokim, ujedn&enim i perzistentnim titrima specifih antitela protiv infektivne
burzalne bolesti, kod koka (odgoj koka roditeljaki@ i lakih hibrida) pre pronoSenja.
Wyeth et Cullen (1978,1979), naglaSavaju da vakigin&aaktivisanom vakcinom
treba da prethodi vakcinacija zivim atenuiranimaiakma ili da su koke bile prirodno
inficirane IBD virusom.

Da bi se indukovala visoka produkcija maternalnittitala u toku celog
perioda noSenja jaja, nosilje se sukcesivno va&gigivim, atenuiranim vakcinama da
bi se imunski sistem ,pripremio”“ za inaktivisane, wWjnom nosau emulgovane,
vakcine (buster efekat). Inaktivisane vakcine diékajo pre perioda pronosenja, da bi
se poj&ao imunski odgovor, i obezbedio siguran prenos mateih antitela na
potomstvo (Miiller et al., 2003).

Box (1989) i Wyeth et al. (1992jzveStavajuda pilici koji poticu od
roditeljskih jata, vakcinisanih na ovaj dma, odrzavaju zastitni nivo maternalnih
antitela do oko 30. dana starosti. Van den Bergle{1991)smatraju da su pdi
vakcinisani inaktivisanom vakcinom protiv infekterburzalne bolesti za&ni i od
sojeva virusa koji izazivaju imunosupresiju. d&dém pili¢i nisu zaSiteni od novih,
visoko virulentnih sojeva virusa IBD, koji mogu t@azovu visok procenat mortaliteta
u kasnijim fazama odgoja.

Odluka o korigenju inaktivisanih vakcina pre svegée zavisiti od
epizootioloSke situacije. Prisustvo visoko patogesojeva virusa Gumboro bolesti
zahteva vakcinaciju brojlera zivim vakcinama, | tsa t&no odreéenim
karakteristikama. Tamo gde nema rizika od infekeigmma virulentnim sojevima
virusa Gumboro bolesti, zastita roditeljskih jataktivisanom vakcinom pred samo

pronosenje je dovoljna za zastitu njihovog potomsbd rane pojave bolesti.

2.10.3 Imuno-kompleks vakcine

~Imuno-kompleks*" je relativno novi koncept vakcipeotiv GB. Ovim vrstama
vakcine se izbegava pojava interferencije sa mabaim antitelima i mogéa je njena
primena u prisustvu visokih nivoa maternalnih a@hit(MDA). Imunski kompleks
vakcine su dizajnirane da premoste (by-pass) nestcoonu aktivhost MDA
(Jeurissen et al., 1998; Ivan et al., 2005).

Vakcine ,imuno-kompleks" predstavljaju meSavinu gfiénih antitela protiv

IBD, dobijenih iz seruma hiperimunizovanih pdii zivih virusa IBD, liofilizovane i u
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zamrznutoj formi. Ovaj] kompleks sadrzi optimalnuli&ou virusa i antitela pod
uslovima koji nisu pogodni da antitela neutrali@keinalni virus. Imuno-kompleks
vakcine se proizvode m vitro uslovima (Whitfill et al., 1995; Haddad et al.,91d.
Vakcina se moZe aplikovati subkutanom injekcijosin@dnevnim pikima ili 18 dana
starim pil&€im embrionima ify ovo vakcinacija) u inkubatoru. U inkubatorinma ovo
aplikacija je robotizovana i vrlo precizna. Broggr pili¢i izlezeni iz ovakvih jaja su
zastteni tokom celog perioda tova. Posle primene ovilkcivea nije potrebna
revakcinacija protiv infektivne burzalne bolestiijenpotrebno odrdivanje nivoa
maternalnih antitela pre vakcinacije, jer je ovakcma efikasna i u prisustvu
maternalnih antitela protiv GB. Vakcinalni virus kompleksa postaje aktivan i
replikuje se kod svake jedinke u skladu sa padorremalnih antitela pia. Nema
rizika (ne uzimanje vakcine, visok i neujedeaa MDA) povezanog sa aplikacijom
vakcine kroz vodu za @ kao kod drugih zivih atenuiranih vakcina IEBaddad et
al., 1997).

Mehanizam kojim ova vakcina dovodi do stvaranja nskog odgovora se
zasniva na neprepoznavanju vakcinalnog virusat@he imunskog sistema g,
odnosno na taj k& ga antitela iz kompleksa Stite od neutralizagnaternalnim
antitelima (MDA). Imune komplese fagocituju folilarho-dendriine ¢elije slezine u
kojima vakcinalni virus ,miruje” dok titar materimh antitela ne opadne do nivoa
kada viSe ne pruza adekvatnu zastitu protiv GBr{gsen et al., 1998). Kada nivo
maternalnih antitela opadne ispod zastithog nivakcwalni virus se oslolda iz
slezine, dolazi do BF, replikuje se i dolazi doestinja aktivhog imunskog odgovora.

Pored niza prednosti imunski kompleks vakcine, katenuirane Zive vakcine
protiv infektivne burzalne bolesti mogu imati i nea kao Sto je prolazna destrukcija
burzalnih folikula i zaostali imunosupresivni efek@orley et Giambrone, 2002;
Rautenschlein et Haase, 2005). Kod ¢pilibez prisustva MDA imuno-kompleks
vakcine takde mogu da imaju zaostali imunosupresivni efekarl@gyoet Giambrone,
2002).

Pregled seruma pia na IBDV antitela prvog dana mozZe da posluzi kao
osnova da se probno proceni visina titra na kojinotkompleks IBD vakcina probija
maternalni imunitet. To probno vreme proboja je méegvreme kada repliku§il se
intermedijarni virus vakcine, koji se oslalza iz kompleksa, moze da izazove
prolaznu, zadrzanu imunosupresiju (Rautenschleiralget 2011). Njihov ogled je

pokazao da su rezultati vakcinacija protiv ND spaene u periodu od 12. do 15.
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dana posle izutenja pilca zn&ajno slabiji kod grupe pitia vakcinisanih imuski
kompleks vakcinom protiv IBD u odnosu na grupu gailisa vektorskom vHVT
vakcinom i kontrolnom grupom. Rautenschlein et(2011), su takde utvrdili da je
Zelatinizacija BF detektovana kod 6-30% dalivakcinisanih sa imunski kompleks
vakcinom izmédu 15. i 28. dana posle inkubiranja. Da vakcinagjape pilta sa
rHVT ne utte na B/BR odnos dok su imunskim kompleksom inoknks ptice
pokazale zn&jno smanjenje tezine burze sagixom od 21. dana posle inkubiranja i
da su patohistoloSke lezije dsme samo kod imuski kompleks grupe dailiod 12.

dana posle inkubacije.

2.10.4 Rekombinantne vektorske vakcine

Rekombinantne vakcine protiv IBDV sadrze rekombtnanvakcinalne viruse,
kod kojih je izrazen VP2 protein virusa infektivbearzalne bolesti. Ovakve vakcine
imaju niz prednosti u odnosu na dosadasnju &tasproizvodnju vakcina. Najvaznije
prednosti su: nepostojanje patogenosti, senzitivmasmaternalna antitela i rizika od
povratne virulencije. Mogtnost njihovog kori&enja kodin ovo vakcinacije, uz
jednostavno razlikovanje inficiranih od vakcinidargivotinja (putem diva strategije)
ih ¢ini joS atraktivnijim za upotrebu u industrijskonviharstvu (Hein, 2011). JoS u
fazi eksperimentalnih ispitivanja ovih vakcina Baglet al. (1991), Heine et Boyle
(1993)smatrali su d&e u buddnosti primat preuzeti DNA rekombinovane vakcine.

Tokom poslednje decenije i po, na trziStima @ zemalja pojavilo se viSe
razlicitih rekombinantnih virusnih vektor vakcina za hwi koje su kori&ene za
imunizaciju protiv razliitih bolesti. Prva generacija ovih vakcina je bimbazi Fowl
pox (FP) virusa koji se koristio kao vektor za netmnantne vakcine protiv avijarne
influece (rFP/H5); atigine kuge Zzivine (rFP/ND) i infektivhog laringotratisa
(rFP/ILT). Nakon toga se pojavila druga, nova geniga virusnih vektorskih vakcina,
zasnovana naurecem herpes virusu (HVT) kao bazi ( rHVT/ND, ILT, AIBDV).
Ove nove vektor vakcine (naito rHVT) su jasno pokazale da su efikasne u 2adat
omoguiavaju maksimalno ispoljavanje performansi kod vaiseinih jata, a samim tim
obezbduju i vetu ekonomsku dobit u zivinarskoj industriji, u pdeaju sa zivim
.Klasi¢nim“ vakcinama (Hein, 2011).

Prva generacija rekombinantnih virusnih vektorom# koja se zasnivala na
(FP) vektora rFP/ILT, aplikovana je od 8-10 nededjarosti zivine. Pokazala je

poboljSanje u kontrolisanju ILT u patenju sa primenom klagiim zivim vakcinama
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protiv ILT-a. Meaiutim (Melson et Jensen, 2011) navode nedostatkg YERtora
vakcine kao Sto je: Prédho kratko trajanje zaStite kod ptica, za razliku zaktite
dobijene sa HVT vektorskim vakcinama (prirodne psencije, Zive duze). Uz to
maternalna antitela F.Pox virusa ometala su (iatericija) pdetak stvaranja imuniteta
kod pilica vakcinisanih u ranoj dobi. A to se deSavalo jatich prethodno vakcinisanih
ili zarazenih pox virusom.

Drugo pitanje koje je zabrinjavalo je bezbednosimpne (FP) vektorskih
vakcina ,jn ovd' primenjivanih. Ve&ina FP virus vektorskih vakcina su u dogremenu
zamenjene mnogo boljim HVT vektorskim vakcinamaog&hberger J.K. and S.C.
Rosenberger, 2006).

Neka pitanja i dileme, kao Sto su: aplikacija, pajamunskog odgovora, zastita
protiv Marekove bolesti (MD) kada je &eo ovim vakcinama, moraju se ozbiljno
razmatrati, posebno zato Sto su u terenskim uskwiaieni neki nedostaci. \éa
ovih problema moze da se lako sf@e otklone, da bi se izbegle sve vrste ovih grasak
(Hein et al., 2008).

VHVT vektorske vakcine kao i HVT vakcine se primgnj subkutano prvog
dana zivota ili jn-ovd* u inkubatoru. vHVT vektor (stino kao HVT vakcina) se ne Siri
ni kod jedne nevakcinisane jedinke, vakcinisanegssskom ili propustom i takve
jedinke née biti zaSttene protiv Marekove bolesti niti protiv IBD. Kod WA
vektorskih vakcina nema zivih virusa protiv IBD, raden je samo VP2 protein
(imunodominantni peptid) virusa kao antigen. Vises ne umnozava i ne izlje iz
vakcinisanih piléa u prvim danima nakon vakcinacije te nema horaoog Sirenja
(superinfekcije upotrebljenim virusom), kao Stefacaj kod zivih atenuiranih vakcina.
Neophodno je da svako pile dobije pojedmadozu vakcineCak i veoma mali broj
propusta i greSaka u vakcinaciji, u endemskim dinlsmoze imati negativan efekat i
odrazte se na efikasnost vakcinacije. (Hein et al., 2008jams et Hopkins, 2011).

Darteil et al. (1995%5u sproveli eksperimentalnu infekciju IBD virusoroste
vakcinacije pilta sa dve vrste rekombinantnibrecin herpes virusnih vakcina (eng.
Recombinant herpesvirus of turkey-vHVT). vHVT 001vHVT 002 i jednom
klasicnom HVT vakcinom, aplikovanom parenteralno. &ifiu vestaki inficirani 21.
dana posle vakcinacije okularno sa infektivnom doa8DV 52/70 sojem. Rezultati
eksperimentalne su pokazali da ekspresija VP2 ipata HVT rekombinanthom
virusu (VHVT 002) izaziva stvaranje anti VP2 nelid@ia antitela kod pilia, koja

pouzdano Stite sve vakcinisane ¢gliod uginda (100% zastita) i protiv ostenja BF.
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Dok je sa VHVT 001 rekombinantnom virusnom linijmakcine postignuta parcijalna
protiv IBDV.

Pored vesSigke infekcije protiv IBD, vrSili su veStku infekciju i protiv
Marekove bolesti (soj RB1B). Sedam dana nakon vakie, vesStéka infekcija sa
virulentnim sojem Marekove bolesti pokazala je skadstitni nivo vHVTOOL |
VHVTO002 koji je iznosio 6% i 10% redom nalenja. Dok su pilii vakcinisani
jednom dozom parenteralno aplikovane HVT imali ina84%. Taj rezultat pokazuje
da je zaStita sa oba rekombinantna virusa vrlo ggnamprotiv Marekove bolesitak i
ako je u tehnologiji izrade vektor vakcinedsea ne esencijalni gen HVT koji ne &i
na replikaciju vektora gelijama pil€ih fibroblasta. Takde je protiv IBDV postignuta
parcijalna zastita sa vHVT001

Pokazalo se da vektorska vHVT vakcina kao biotetgiolproizvod uspostavlja
nivo zastite protiv MDV a da moze biti ugrozenalucajevima infekcije virulentnim
sojevima Marekove bolesti roditeljskih jata i njiog izlaganja u ranom uzrastu.
Istovremena upotreba VHVT vektorske vakcine sa wakaim serotipom 1 MDv - CVI
988 (Rispens soj) ili serotipom 2 MDv — SB1 dajdaloi isti nivo zastite u podenju
sa parenteralnom aplikacijom klasih vakcina protiv Marekove bolesti HVT i CVI
988 ili HVT i SB1 (Hein, 2009; Hein, 2011).

Istovremena vakcinacija ili kombinovanje ra#ih HVT vektorskih vakcina
(VHVT/IBD; vHVT/ND; vVHVTI/ILT) stvori¢e odre@lene smetnje kojée se izrazavati
odlaganjem péetka stvaranja aktivnhog imunskog odgovora, jednekaahbinovanih,
VHVT vektorskih vakcina. Kombinacija vHVT vektorskakcine sa konvencionalnom
HVT vakcinom¢e imati ozbiljan negativni efekat i uticaj na eskast vHVT vakcine
(Slacum et al., 2009).

Kompletna zastita jata (> 90%), posle primene rdkoantnih vektor vakcina u
odnosu na sve izrazene antigene u VHVT13 vektociake ne postize pre tri detiri
nedelje starosti pite. UzevsSi u obzir prethodnéinjenicu i pored vée efikasnosti
novije generacije vektorskih vakcina, prema Le @GrofLe Gros, 2009), visok i
uniforman titar maternalnih antitela na IBDV pdi koji potiu od dobro vakcinisanih
roditelja, ¢e smanijiti rizik pojave bolesti do postizanja patpu zastite pitia
vakcinisanih sa vHVT/IBD vektorskim vakcinama.

Kada je ré o bezbednosti kor&nja, dobro je poznato da su vektorske
vakcine na bazi HVT vektora bezbedne i da veomhosktupaju u interakciju sa

maternalnim antitelima, te su bas zbog tih svogblona i izabrane da budu vektor za
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virus infektivne burzalne bolesti. (Darteil et al995; Pitcovski et al., 2003). Isti
autori su dokazali da aplikacija trostruke doze VHxkcine (rVP2 antigen) kod ptica
nije izazvala uginée, niti simptome neke bolesti i da nije ometaldesin antitela
nakon vakcinacije protiv atipme kuge Zivine ili infektivhog bronhitisa klg&sim
Zivim vakcinama u daljem toku odgoja.

Upotreba novih, rekombinantnih vektorskih vakcinahteva kompleksniji
pristup u tumeéenju rezultata visine titra antitela nakon primdblelSA testa. Za
mnoge konvencionalne Zive i inaktivisane vakcinegrate su ELISA smernice za
tumaenje rezultata, ndeitim za nove generacije rekombinantnih virusnih toek
vakcina, potrebna su nova praki uputstva za poniou interpretaciji rezultata
ELISA testova (Prandini et al., 2008, Bart van ldeen et al., 2013 Isti autori
navode rezultate titra antitela nakon primene ktasy ELISA testa i nakon primene
unapréenog, ELISA IBD plus testa i na osnovu tih rezatavode zakljgak da
klasicni IBD ELISA kompleti, koji su oblozeniitavim IBD antigenom, nisu u stanju
da u dovoljnoj meri detektuju visinu titra VP2 delka sintetisanih nakon vakcinacije
rekombinantnim vHVT vakcinama. Amino kiseline kga ukljutene za adaptaciju
IBD virusa, virulenciju icelijski tropizam, reverznom genetikom mapirane sUR2
hipervarijabilnoj regiji (ozn&noj i kao P region) (Boot et al., 2000; Brandtakt
2001; Letzel et al.,, 2007). S obzirom da se adgptacna kulturi tkiva moze
promeniti antigenost VP2 proteina, novi ELISA, PAaiPlus IBD Ab test je razvijen
tako Sto su ELISA plke oblozene prirodnim IBD virusnim antigenom poreklo
(preciséeni ekstrakt) iz inficirane BF (Le Gros et al., 2000vaj poboljSani test je
testom (Jackwood et al., 1999).

Kombinovana upotreba (kot&nje) oba ELISA testa omoéava
diferencijaciju izmédu piléa vakcinisanih rekombinantnim HVT+IBD vakcinama i
prirodno inficiranih pilea infektivnom burzalnom bolés ili vakcinisanih IBD zivim,
komercijalnim vakcinama.

Bublot et al (2007) potvduju mog¢nost nastanka ranijeg imunskog odgovora
koris¢enjem vektor vakcine protiv infektivne burzalne dxil, jer na aktivnost i
efikasnost ¢ureceg herpes virus@HVT) kao vektora nakon aplikacije vakcine, ne
utice prisustvo visokih nivoa maternalnih antitelas¢éezato rekombinantna vektorska
vakcina VHVT13 moze aplikovatiry ovd' 18. dana embrioniranja (Roh et al., 2016),

ili subkutano jednodnevnim piima, ¢cime se prevazilazi pitanje pravovremenosti
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vakcinacije kod zivih modifikovanih vakcina. Pridovezanosti ciklusaureteg
herpes virusa dgelijama domaina i n&in replikacije¢ureceg herpes virusa verovatno
doprinose sposobnosti ove vakcine da ,prelizimaternalna antitela.

Goutebroze et al., (2003) i Bublot et al., (2DQ@kaie navode da VP2
sintetisana antitela izazvana vektor vHVT13 vakgoinsu zasStitnasto je prethodno
opisano i potwteno eksperimentima sa vakcinisanim dniia na kojima su vrSene
vesStake infekcije.

Ogledi u Sloveniji sprovedeni na brojlerskim jagéinu visoko rizinim, za
infekciju IBD oblastima, koja su vakcinisana protiafektivne burzalne bolesti
intermedijalnim, intermedijalnim plus (p/o)uretim herpes virusom vHVT13 vektor
vakcinom (subkutano, jednodnevnim brojlerima), insal za cilj da ocene efikasnost
razlicitih komercijalnih vakcina koje su im dostupne. @eski rezultati su pokazali da
iako je potvdeno prisustvo sva tri vakcinalna soja virusa urim organima, nije bilo
zna&ajnog imunskog odgovora na vakcinaciju u jatima jlera vakcinisanih
inermedijalnim i intermedijalnim plus vakcinama.agajno povéanije titra specifinih
antitela koje je otkriveno samo kod jata brojleakesinisanih vektor vHVT13 vakcinom
pokazuje sposobnost vakcine da indukuje imunskiowdg kod Zivine sa visokim
nivoom maternalnih antitela (Zorman Rojs et al1P0

2.11 Imunski sistem pilta

lako su se ptice i sisari razdvaoijili jos pre vigk 200 miliona godina, oni dele
brojne imunoloSke karakteristike. Imunski sistemcatfunkcioniSe stino kao i
imunski sistem sisara, ali odiene razlike postoje u anatomskom smislu. Postoji
mnogo razlika u rasporedu i strukturi limtatog tkiva izméu sisara i ptica. Jedna od
glavnih razlika je nepostojanje limfniéwvorova, onakvih kakve séemo kod sisara
(Toivanen Auli et Toivanen P., 1987a,b). Ptice poge i Harderovu Zlezdu kao
posebno okulonazalno limfno tkivo. Najvaznija rkalizmetu limfaticnog tkiva ptica
| sisara je da ptice imaju spe¢ifi limfaticni organ, burzu Fabrici, gde se razvijaju i
diferentuju B- limfociti (Romanoff, 1960).

Kod pilica kao i kod svih ptica, postoje primarni i sekumidéimfoidni organi.
U primarne limfoidne organe ubrajaju se timus izauFabricii, a u sekundarne slezina,
kosna srz i nakupine limfoidnog tkiva po r&#lm organima: u okviru respiratornog
(eng. BALT- Bronchial associated limph tissue), ediivnog (eng. GALT-
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Gastrointenstinal associated limph tissue), limfadg tkiva pridruzenog konjuktivi
(eng CALT- conjuctival associated limph tissue)itgdnog sistema, koze, Harderova
Zlezda).

Uloga primarnih limfatinih organa je da uspostave imunsku zrelost orgamizm
a posle toga zapmje proces njihove involucije (Kaiser et Balic,120.

Timus je primarni limfoidni organ koji je kod pa smeSten u vratnom delu
izmedu treteg vratnog i prvog torakalnog prsljena. Sastopdealva niza sa po sedam
reznjeva. Svaki rezanj je obavijen vezivnotkivhoapg&ulom koja u vidu septi prodire
u parenhim reznjeva i deli ih na redajikoji se sastoje od srediSnjeg dela medule i
spoljasnjeg dela korteksa. Septe imaju bogalysku strukturu (fibroblasti, plazma
¢elije, limfociti) i putem njih arterije, vene, kdare i limfni sudovi ulaze u parenhim
(Davison et al., 2008). Osnovnu @uatimusnih reznfia ¢ine epitelne retikularnéelije
I limfociti razlicitog stepena zrelosti (Nagliet Hajsig, 1993). Prema meduli
preovilaiuju sve zreliji limfociti, od kojih mnogi imaju apbotske promene tako da
vecina timusnih limfocita, umire u samom timusu, aownali broj (2 do 5%) napusta
timus ( Ciriaco et al., 2003). U korteksu se nalato gusta subpopulacija T limfocita
(CD3, CD4, CD8). Timociti tokom svoje migracije &drteksa do medule sazrevaju,
zatim migriraju i putem krvi naseljavaju podj@ drugih, timus zavisnih organa
(Watanabe et al., 2005). U timusu se nalazi 5-B)%mfocita, zavisno od starosti
pili¢a. B limfociti se nalaze isklfiivo u meduli.

Burza Fabrici (Fabricijusova burza, bursa FabrBk) je najvazniji limfani
organ imunskog sistema ptica, neophodan za uspasi@v normalne imunske
reaktivnosti, zbog vazne uloge koju ima u proizodmtitela. Ima oblik Suplje
vrecice | smeStena je dorzalno od kloake sa kojom jeepana uskim kanakm.
Burza Fabrici je najrazvijenija kod @i u starosti odetiri do 12 nedelja. Nakon toga
pacinje da atrofira da bi sasvim atrofirala u dobaatja polne zrelosti (Ciriaco et al.,
2003).

Unutrasnjost BF se sastoji od longitudinalnih nabsiuznice (plicae) koji su
prekriveni pl@astim epitelom i kojih kod Zivine ima 16-18. Epiteléelije u vidu
izdanaka (sekundarni nabori) u nize smesStenoj lepnopriji u kojoj se nalaze limfne
¢elije, stvaraju folikule burze (lobulusi burze) (wina, 2002). Folikuli su ovalnog
oblika, obavijeni su fibrovaskularnom stromom i gstavljaju strukturnu i
funkcionalnu burzalnu jedinicu u kojoj se razlikdgarteks i medula. Svaki folikul ima

svoju nezavisnu prokrvljenost. Korteks folikula lole gusto zbijenim limfocitima,
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plazmacelijama i makrofagima, dok medula pretezno sadrafdblaste i limfocite
(Davison et al., 2008). U kori su gusto zbijeni floziti za koje se pretpostavlja da
podlezu procesu proliferacije, dok se u meduli maldimfociti u kasnijoj fazi
sazrevanja (Boyd et Ward, 1984). Veza burzalnilikditd (BL) sa epitelom nabora
omogiava prenosSenje antigena iz lumena burze prema meédhigen dospeo na
ovaj n&in do medule izaziva klonsku proliferaciju (Pinakad, 1985). To ukazuje da
burza moZze imati ulogu u imunskom odgovoru kao sd&uni limfattki organ.

U dorzalnom delu nabora sluznice smesStene surdifymovrsSine T limfocita,
koji ¢ine 5% limfocitne populacije u burzi (Khan et Hasbio, 1996).

Nalaz plazm&selija i T limfocita u BF pokazuje da ovaj organ imi&estruku
ulogu u imunskom sistemu i da nije samo mesto danja B limfocita (Nagh et
Hajsig, 1993).

Kod pilica kojima je hirurski uklonjena burza, nestaju plaztelije i naglo
slabi sposobnost stvaranja antitela, ali se zreatng smanjuje broj limfocita u
bakterijama. 1z ovog se moze zakiji da je BF vaZzna za sticanje humoralne
imunoreaktivnosti na antigene. U BF se razvijajlinBfociti koji naseljavaju periferni
limfati¢ni sistem i u njemu, u dodiru sa odgovaéaju antigenom, stvaraju antitela
(Glick etal., 1956).

Imunokompetentneelije koje nastaju u primarnim, sele se u sekunelarn
imunske organe (Toivanen Auli et Toivanen P., 1987a

Slezina ptica se nalazi na prelazu zlezdanog u¢miZeludac, okruglog do
jajolikog je oblika. Najvéi je limfaticni organ ukljgen u krvotok i najvé skup
limfnog tkiva u organizmu. Zbog obilja fagocitnikelija i brzog reagovanja na
prisustvo i pojavu antigena koji cirkuliSu u knalezina je izuzetno vazan organ
odbrane organizma. Vezivnotkivha kapsula koja ghawrgan, deli parenhim na
mnogobrojne trabekule. Tkivo slezine podeljenogecrvenu i belu pulpu (Rukavina,
2002). Krvotok slezine je prilagen njenoj funkciji, tzv. ,filtracije krvi“. Arteria
lienalis se grana narteriae trabecularesa od njih nastaju u beloj pul@irteriae
centraleskoje su okruzene pretezno T limfocitima, dok sdirBfociti nalaze u
limfati¢nim ¢vori¢ima na periferiji bele pulpe (Sharma, 1997). Crvpubpa se sastoji
od sinusoida ispunjenih krvlju i razasutih limfrihelimfnih ¢elija, dok se bela pulpa
sastoji od gusto zbijenih limfnih i nelimfnitelija. Makrofagi crvene pulpe su ztagni

I imaju vaznu ulogu u nespedifioj odbrani organizma (Gumati et al., 2003).
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Limfaticno tkivo pridruzeno digestivhom sistemu - GALT jeimkapsulirano i
smesteno u zidu digestivnog trakta. Jedan dedkieg koji je dobro organizovan su
npr. cekalne tonzile i Payerove &g a drugi deo su limfate celije difuzno
razmeStene u zidu u digestivnog trakta (Toivanah &t Toivanen P., 1987a).

Cekalne tonzile se nalaze na proksimalnim krajevoakuma (po jedna na
svakom cekumu). Pajerove p& se nalaze na zavrShom delu creva. Mekelov
divertikulum se nalazi na spoju duodenuma i jejuaurpredstavlja ostatak nekadasnje
veze zumancetne kesice i creva, koja po izlegaigliapi resorpciji Zumanceta biva
ispunjenjena T i B limfocitima.

Harderova Zlezda se sastoji pretezno od B limdgcit smeStena je u
medijalnom uglu ®ne Supljine. Za razliku od Harderove Zlezde u kapgma
specijalizovanog limfathog epitela, limfatino tkivo pridruzeno konjunktivi -CALT
je prekriven ploastim epitelom sa intraepitelnim leukocitima.cBma apsorpcija i
obrada antigena odvija se u CALT-u, Sto kasnijeodibvlo stvaranja plazméelija u
Harderovoj Zlezdi. Vakcinacijom na povrSini okaasty se zastitni imunski odgovor
(Rukavina, 2002).

Limfati¢cno tkivo povezano s bronhima -BALT, nalazi se nepdso ispod
epitela bronha. Sva limféna tkiva povezana s mukozom imaju id&mti gratu, a
struktura BALT-a takde zavisi od starosti pda i opteréenja antigenima.

Ptice poseduju imunoglobuline klasa IgM, IgA i Ig&tim Sto se kod ptica
klasa 1gG oznéava kao IgY zbog izvesnih razlika u odnosu na kdasu kod sisara,

ali su im funkcije identine.
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3. CILJ | ZADATAK ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je da se ispita stepen zaStiknebinantne vakcine vHVT013-
69 protiv Gamboro bolesti kod koka nosilja u odggtecenjem humoralnog i
celularnog imunskog odgovora i burza bodi indekska ise na osnovu tih rezultata
dode do odgovora da li je na podju gde je u velikom procentu na terenu prisutan
Ldivlji“ Gamboro virus mogude primeniti ovaj tip rekombinovane vakcine u cilju
imunoprofilakse.

Radi ostvarivanja zadatih ciljeva istrazivanja desfani su sled# zadaci:

1. Vadenje krvi jednodnevnim pitima radi utvdivanja maternalnog titra antitela
na IBD
2. Vakcinacija jednodnevnih pda koka nosilja rekombinantnom vektor vHVT13

vakcinom u inkubatorskoj stanici

3. Vakcinacija pilta klasénim, zivim vakcinama protiv infektivne burzalne
bolesti (intermedijalna i intremedijalna plus),p&tne kuge zivine i infektivhog
bronhitisa, na osnovu predenog programa vakcinacije tokom odgoja koka
nosilja

4. Merenije titra antitela ELISA testom (ProFLOK i PtdbK plus ) i Hi testom.
Vestaka infekcija piléa virusom infektivne burzalne bolesti vw sojem IBD
virusa — CH/99

6. Klini ¢cko praenje zdravstvenog stanja pdi nakon vesStke infekcije
Patoanatomsko ispititivanje

8. Odredivanje vrednosti odnosa ,masa burze/telesna maB&R) i indeksa
.masa burze/telesna masa“ (B/Bl indeks) nakon ¥dwa pilica, 7 dana
nakon vakcinacije, 11 dana nakon vegeainfekcije i 70. dana starosti d#.

9. Ispitivanje periferne krvi koka nosilja u odgoju markuliSuce IgY B i T
limfocite metodom prottne citometrije (Flow cytometry), Kkoriste
poliklonska Anti-Chicken IgY (FITC konjugat) i moklmnska CD4 i CD8'
(FITC konjugat, RPE konjugat).
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1  Materijal

4.1.1 Piliéi - eksperimentalne jedinke

Eksperiment je izveden na 400 jednodnevninépjlioba pola, lake linije,
Lohmann brown provenijence. SmeSteni su u odvojezelovane prostorije,
pripremljene za prijem jednodnevnih pdi Prostorije su grejane, ventilirane i
osvetljavane prema tetskim normativima za navedeni hibrid. Toko#itavog toka
eksperimenta, pii su pojeni i hranjeniad libitum Hranjeni su komercijalnim

smeSama za ishranu date kategorij&aili

4.1.2 Sojvirusa IBD-a za vestéku infekciju

Za vestéku infekciju je korig€en vrlo virulentan soj virusa infektivne burzalne
bolesti (vwIBDV) izolovan sa naSeg podja - CH/99 (izolat koji potie sa farme pidia
u Vojvodini, 1999. godine) (pristupni kod u bazinge KF439863; GenBank access
number: KF439863).

4.1.3 Vakcine

Protiv GB su kori&ene tri vakcine: komercijalna vektorska vakcina viH3,
proizvada¢, Merial, a Sanofi Company i dve klase Zive atenuirane vakcine,
intermedijalna Nobilis Gumboro ,D78" i intermedije@ plus, Nobilis Gumboro
.228E", obe proizvedene od strane MSD Animal HealtU ogledu je vrSena i
imunizacija pilta protiv drugih virusnih bolesti i za te vakcinacgu korigene sledée
vakcine: Cryomarex Rispens+HVT i Rispens CVI 98&iat vakcine protiv Marekove
bolesti (Merial, a Sanofi Company), Zive atenuiravekcine protiv Infektivhog
bronhitisa (IB) i New casle bolesti (ND): NobiliB IMa5+Clone30, Nobilis ND Clone
30 (MSD Animal Health) i IB Bioral H120 i Avinew (Bfial, SAD). Upotreba svih

vakcina je prema instrukcijama proidaga.

4.1.4 Dijagnosticki kit kompleti i obojena monoklonska i poliklonska antitela

Za detektovanje serumskih ELISA antitela na vinfektivnhe burzalne bolesti
(IBDV) upotrebljeni su komercijalni kitovi ,ProFLOK (klasican IBD test) i
,ProFLOK" plus (,unaprden, poboljSan* IBD plus test) proizéata ,Synbiotics
Corporation“, SAD. Oba kompleta su indirektni ELISA i prepoznavajuitah od
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oba soja IBDV, klaginog i varijantnog. Principi rada oba testa sunsliSpeciféna
IBDV antitela u serumu koji se testira formirajutigen antitelo kompleks sa IBD
antigenom vezanim za m@o. Antigen-antitelo kompleks se detektuje obeladeni
peroksidaza konjugatom (anti-pildgG (H+L) ). Razlika izméu ova dva testa je u
prirodi IBDV antigena oblozenog na phlma. ProFlok IBD test koristi antigen
izveden iz klasinog soja, gajen i oslabljen na kulturi tkiva. Pa&Plus IBD test
koristi prirodni (izvorni) burzalni antigen izvedleod klastnog soja. ProFlok Plus
IBDV test omogudava precizniju detekciju IBDV zastitnih VP2 anti#el Ovaj
(Le Gros, 2009). Prag pozitivnosti za kissi test je postavljen na jedinici titra od 554
a za unaprieni test 1002. Za detektovanje antitela na infektbronhitis virus (IBV)
kori¢en je IB Virus Antibody Test Kit (IDEXX Laboratose SAD).

Za detekciju CD3 T limfocita kori&ena su CDZ% monoklonska antitela
konjugovana sa fluorescein isothiocyanatom-FITCeffio Scientific, SAD, kat. br.
MA5-16468), a za detekciju CD&ori&%ena su monoklonka antitela konjugovana sa
RPE (crveni fiko eritrin; Thermo Scientific, SADYakade, kori¥ena su CD24
monoklonksa antitela obelezena sa RPE (Thermo ®Wamerkat. br. MA5-16469) i
anti-zeji IgY (H+L) (Thermo Scientific, SAD, kat. br. 318). obelezen sa FITC.
Rabbit (Isotype) anti-Chicken IgY(H+L) sekundardpaliklonska antitela obojena

fluorescein isothiocyanatom (FITC.)

4.1.5 Dizajn eksperimenta

Jednodnevni komercijalni pdii lake linije (Lohmann provenijence) su podeljeni
u pet grupa po 80 pdla i odgajani su do 70. dana starosti.

» Procedura izvadenja vakcinacije

U inkubatorskoj stanici, prvog dana zivota, odmmatkon izleganja svih 400
pilica je vakcinisano protiv infektivnog bronhitisa (BabH120) i atipéne kuge zivine
(Avinew), sprej metodom. Pd#i grupe G1 su vakcinisani protiv Gamboro bolesti,
subkutano, vektorskom, vHVT13 vakcinom, dok je grupG2 vakcinisana istom
vakcinom samo intramuskularno. Sve grupe sudakeakcinisane protiv Marekove
bolesti, intramuskularno. Grupe G1 i G2 su vakane Rispens CVI 988 Strain
vakcinom (Merial), a grupe G3, G4 i G5 Criomarespéins + HVT vakcinom (Merial).

U toku ogleda 14. dana uzrastagalkod svih grupa, ponovljena je imunizacija

protiv infektivhog bronhitisa i atiphe kuge zivine, dvovalentnom vakcinom, Nobilis
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IB Ma5+Clone 30, aerosolom. Imunizacija zivim ateamim vakcinama protiv
Gamboro bolesti grupa G3 i G4, izvrSena je u odtiora vremenu na osnovu visine
utvrdenog titra maternalnih antitela jednodnevnihégilida bi se izbegla interferenca sa
maternalnim antitelima. Grupa G3, je vakcinisana @ha peroralno, putem vode za
pice, intermedijarnom (im) Nobilis Gumboro ,D78“ vakom, a nakon 7 dana
revakcinisana istim sojem. Grupa G4 vakcinisari6jedana, intermedijarnom plus (im
plus) Nobilis Gumboro ,228E", peroralno, putem voda pte, a nakon 7 dana
obavljena je revakcinacija, intermedijarnom Nob@ismboro ,,D78" vakcinom. Grupa
G5 u toku ogleda nije vakcinisana samo protiv IBDyakcinacije protiv 1B, ND i
Marekove bolesti u toj grupi su tal@obavljene.

Imunizacija Zivim atenuiranim vakcinama protivekfivnog bronhitisa Nobilis
IB 4-91 i atipEne kuge Zivine Nobilis ND Clone 30 vakcinama, je@djena 42. dana
ogleda piléa. Obe vakcine su aplikovne aerosol metodom.

» Uzorkovanje krvi za odredivanje titra antitela

1.,14., 21., 28., 35., 48., 59 i 70. dana su uzimaaarci krvi (po 10 uzoraka) iz
svake eksperimentalne grupe, venepunkcijom venaehlalis i izdvajan je krvni
serum. Nakon izdvajanja krvnog seruma ispitivanprjsustvo i visina titra antitela na
Gamboro bolest, ELISA metodom primenom, dva konapletova, Synbiotics IBD i
IBD plus. Na kraju eksperimenta HI testom i ELISStom urden je titar speciénih
antitela na ND i IB iz istih uzoraka krvi pil, radi uporéenja serokonverzije na IB i
ND kod razlEito vakcinisanih grupa pita protiv infektivne burzalne bolesti.

» Uzorkovanje krvi za protoénu citometriju

Uzorci pune Krvi za protmu citometriju uzimani su iz krilne verjpunkcijom
v. Brachialis)pomaiu heparinske igle i Sprica obloZzenog sa EDTA amtikgdansom
(BD Vacutaine?, Plymouth, Velika Britanija, 102 1J litjum hepad). Uzorci su
cuvani i transportovani do laboratorije na ledeni@Ssaima horizontalno postavljeni u
frizider torbu i bili su stiroporom odvojeni od dktnog kontakta sa ledom. Transport
do laboratorije i analize su zafse u naredna 2 sata od uzimanja uzoraka.

Tokom eksperimenta uzorkovana je puna perifermgoltrca u tri navrata: 28.
dana ogleda (pre obavljene vakcinacije zivim atemiim vakcinama protiv IBD)., 48.
dana ogleda (20 dana nakon vakcinacije zivim atanum vakcinama protiv IBD) i
59. dana ogleda (11 dana nakon w#&ainfekcije) Uzorkovana je puna krv od Sest
jedinki iz svake grupe pia. Posle izdvajanja limfocita iz pune krvi limfo epr

reagensom (FicolL-Hypaque, Sigma-Aldrich,SAD) | dmgp sa obelezenim
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monoklonskim i poliklonskim antitelima izvrSeno lpeojanje i utvrdjen T limfocitni
odnos CDZ i CDS8 pozitivnih ¢elija krvi u sva tri termina uzorkovanja Krvi.
Procentualna zastupljenost imunoglobulina IgY kldgd B celije iz periferne krvi),
protainom citometrijom, ututivana je u dva termina 48.dana ogleda (20 danamako
vakcinacije zivim atenuiranim vakcinama) i 59. daggeda (11 dana nakon vedta
infekcije) mereno je u dva termina ogleda

Test vestéke infekcije je urden 48. dana, na po 10 jedinki iz svake grupe, s tim
Sto su iz grupe G5 (nije vakcinisana protiv GBYvigiene 20 jedinke, od kojih su
formirane dve podgrupe sa po 104aliG5/A i1 G5/B, gde je vestka infekcija urdena
na pilicima podgrupe G5/A. Svim pédima, izdvojenim iz svih eksperimentalnih grupa
(osim grupe G5/B nevakcinisani, neinficirani, izggrm na posebnoj lokaciji ), dato je
po 50 pl pripremljenog inokuluma intraokularno itramazalno (ukupno 100 ul
inokuluma).

Pili¢i iz podgrupe G5/A, 59. dana ogleda (11 dana nalestgke infekcije)
koris¢eni su za merenje mase burze i ddranje B/BR odnosa, uzorkovanje krvi za
pregled limfocita prottnom citometrijom i samo u tom terminu su sa oznakasnA.
Sva uzorkovanja i pregledi u ostalim terminima dglsu vrSeni na grupama pdikoje
su ozndene od G1 so G5.

Prilikom uzorkovanja krvi, 14., 21., 35., 59. (dana nakon vestke infekcije)

i 70. dana, Zrtvovano je po Sest ¢aliu cilju patomorfoloskog ispitivanja. Pre
Zzrtvovanja izvrseno je merenje telesne maségila nakon zrtvovanja, ekstrakcija i
merenje mase burze Fabrici, radi divanja vrednosti B/BR odnosa i B/BI indeksa
BF.

4.2 Metode

4.2.1 Imunoenzimska metoda — ELISA (Enzyme-linkedmmmunosorbent assay)
Za pra&enje visine titara antitela protiv IBD i IB u uzar@a krvnih seruma
pili¢ca, kori€ena je ELISA metoda. Priprema uzoraka i sama proeedvaienja testa
obavljeni su prema prilozenom uputstvu proidaia.
Ocitavanje opitkih gustina uzoraka izvrSenge citatcem ,Labsystems -
Multiskan, MCC/340%, uz pomo kompjuterskog programa ,MyLab v. 1.0"
Prevaienje dobijenihoptickin gustina u ELISA vrednosti antitela (ELISA tifre
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izvrSeno je prema uputstvu proidiata ELISA kita programom ,xChek” (ldexx
Laboratories, SAD).

3.2.2 Inhibicija hemaglutinacije — Hi test (Haemaagglutimtion inhibition test)
Serumi su ispitivani na prisustvo spemih antitela ND koji inhibiraju
hemaglutinaciju, HI testom, korigieND virusni antigen (Deventer, Holland). U prvi
niz ploce sipa se po 25ul PBS i ispitgjuserum. Zatim se pravi serija dvostrukih
razblazenja seuma i PBS-a i na kraju se dodajd 2Bysa, j&ine 4 hemaglutinacione
jedinice. Zatim sledi inkubiranje na sobnoj tempatia 45-60 minuta. U svim
bazericima se dodaje po 25 pl ispranih pite eritrocita. Hl titar se odrije kao
recipraina vrednost najvise razienog seruma koji vrSi inhibiciju hemaglutinacije.

Pozitivan i negativan antiserum taleoproizvodi Deventer, Holandija.

4.2.3 Identifikacija izolata virusa koji je koriS ¢en za vest#ku infekciju

Za vestaku infekciju je korigen vrlo virulentan soj virusa infektivne burzalne
bolesti (vwIBDV) izolovan sa naSeg podja - CH/99 (izolat koji potie sa farme pidia
u Vojvodini, 1999. godine) (pristupni kod u baznge KF439863; GenBank accession
number: KF439863). Identifikaciju i registracijuhanci gena, izolata virusa koji je
koris¢en za vesStku infekciju, izvrsili su Dobrosavljeviet al. (2014). Visoka genetska
I antigenska stinost izméu veiine evropskih, azijskih i aftkih vvIBDV sojeva
(Eterradossi et al.,1999; Kusk et al., 2005) ond¢dgye autorima da deo HVR VP2
gena izolata divljeg soja virusa, amplifikuju pramnma koje su Kusk et al. (2005)
upotrebili za amplifikaciju soja DKO1. Dobijeni pezwod RT-PCRa su sekvencionirali
I uporedili sa stinim genskim sekvencama u BLAST bazi (Basic Locabihent
Search Tool). Rezultati su pokazali da se dobijerideotidna sekvenca dela HVR VP2
gena naSeg izolata divljeg soja virusa u potpunpsklapa sa dva vrlo virulentna soja:
AL13 (pristupni kod u banci gena AY907001) i AL1friStupni kod u banci gena
AY907000). Poklapanje nukleotidne sekvence div§ef virusa CH/99 sa referentnim
evropskim vvIBDV sojem, UK661 (pristupni kod u bamgena AJ878898) iznosila je
99,07% (citat iz Dobrosavljeviet al., 2014).
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4.2.4 Merenje telesne mase
Telesna masa pih merena je na digitalnoj, tekkoj vagi tanosti 0,1g. 1z
svake grupe izdvojeno je po 6 jedinki za dilvanje telesne i mase Fabricijusovih

burzi.

4.2.5 Merenje mase Fabricijusove burze
Nakon merenja telesne mase, @ilsu Zrtvovani prema ranije pomenutoj
direktivi. lzdvajane su Fabricijusove burze i merema digitalnoj tehikoj vagi,

preciznosti 0,1g.

4.2.6 Odrdalivanje vrednosti odnosa ,masa burze / telesna masa(B/BR
vrednosti)

Masa BF

B/BR =
Telesna masa pileta

Izratunavanje B/BR vrednosti (tzv. relativni indeks ®)rzaieno je prema
Sharma et al. (1989). Posle¢uaanja individualnih B/BR odnosa f@i#i, za svaku
grupu u navedenim terminima odrean je proséni odnos mase BF/ Telesna masa
pileta (Mean Bursal body weight ratio, Sharma etl@889). Masa BF merena u
gramima (gm) / Telesna masa §ali(gm) x 1000.

Na osnovu vrednosti odnosa ,masa burze / telesasa’™(B/BR vrednosti)
odredivan je stepen ostenja Fabricijusove burze (BF) nakon vakcinacijergbenje

sa razltitim vakcinama i n&nima aplikacije) i veStke infekcije IBD virusom.

4.2.7 Odrdalivanje vrednosti indeksa ,masa burze / telesna ma%a(B/BI
vrednosti)

Na osnovu vrednosti indeksa ,masa burze / telesasam(B/BI vrednosti)
takaie je odrdivan stepen oSéenja Fabricijusove burze (BF) nakon vakcinacije
(poreienje sa raziitim vakcinama i n&nima aplikacije) i veStke infekcije 1BD
virusom, tj. stepen atrofije ovog organa. KéeSa je formula koju su dali Lucio et
Hitchner (1979):

Masa BF /etta masa pileta
B/BI =

Proséna masa BF grupe ,K.G5" / prase telesna masa grupe ,K.G5"

Smatra se da je atrofija nastupila kada je indewjinaa 0,7.
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4.2.8 Proto¢na citometrija
» lzolacije limfocita:

Postupak sa uzorcima: Uzorci pune nekoagulisanesknhomogenizovani i
pipetom je odliveno po 1ml u polistirenske epruvea@remine 5ml (12 x 75 mm, U
oblik dna, BD Science, Bedford, MA, SAD). Odliveggnduzorak krvi raziden je sa 1
ml PBS rastvora, kome je dodat 1% bovini serum raibu Ovako razréena krv je
zatim pazljivo pipetirana u polistirenske epruvesgremine 5ml u kome se nalazilo
1,5 ml limfo prep reagensa (FicolL-Hypaque) sa jmadnda se krv zadrZi na njegovoj
povrSini (u trenutku meSanja) usled manje spauifitezine.

Uzorci krvi su zatim centrifugirani (centrifuga Egapdorf 4564, Nemi#a; 800
g) tokom 30 minuta a zatim je sldglija iznad Fikolija koji zadrzava limfocite,
trombocite i krvnu plazmu i ostatke fikoli paquaZzfp@o odliven pipetom sa
nastavkom u polistirenske epruvete zapremine 5ml.

Zahv&eni supernatant je resuspendovan sa 4 ml PBSra eatitrifugiran na
800 g tokom 7 minuta radi uklanjanja trombocitesiatka Ficolli paqua. Sediment je
izuzet i ponovo resuspendovan sa 4 ml PBS i cegirdinje na 400g tokom 7 minuta.

PrcatiSéen supernatant je izdvojen u polistirenske epruzaefgemine 5ml (oko
1ml).

CD4" monoklonska antitela konjugovana sa FITC i RPEFet&na su sa 1 ml
PBS i u reakciji je kori&no 10 pl, dok je anti-Zg IgY nakon suspenzije sa 1 ml
PBS-a dodavan u keéini od 1 pl. (visoka koncentracija antitela i uputs
proizvaiata da se razredi 1:50-200; dok su CD4ADS8" antitela razréena 1:1,5).
Inkubacija uzorka sa antitelima u mraku vrSenaojomn 20 minuta nakodega je
izvrSeno ponovno centrifugiranje radi ispiranja kasfluorescentnog konjugata i
nevezanih antitela (400g tokom 7 minuta).

Sediment je prenet u 1,5 eppendorf epruvete | pesukvan sa 1 ml PBS uz

homogenizaciju na vorteksu.

» Proto¢na citometrija izvodenje i prikaz histograma
Celije su analizirane na utaju za proténu citometriju Guava Easy Cyte
(Guava Technologies, Hayward, California, SAD) &8 argonskim laserom. U

svim uzorcima je analizirano najmanje 10.@@8tica.
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1. Prikaz proténe citometrije nakon vakcinacije (28. dana ogleBayo merenje IgY,
primer iz grupe G1; a) negativna kontrola; b) giugaikasti dijagram; c) &tavanje
vrednosti; d) prerunavanje procentualne vrednosti-odnosa za IgY/CB4 f)

razdvojen histogram prema fluorescenciji; g) gruggeoeredni histogram.

() (b)
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2. Prikaz protone citometrije nakon vestie infekcije. Druga citometrija za merenje
IgY, primer iz grupe G4; a) grupni deasti dijagram; b) &tavanje vrednosti; c)

prera&unavanje procentualne vrednosti-odnosa za IgY/CD4.

(@)

10e«

ce (GRN-HLog)

2

10e!
Ll

10F1

(Dot plot, ta&kasti dijagram) Primer uzorka Krvi iz grupe
G4 posle vestee infekcije.

(b)

(©
IgY IgY/CD4
CD4 32.55

Zelena fluorescencija predstavlja detekciju IgYiBfocita, a crvena CD4T
limfocite periferne cirkulacije (za detekciju IgY &lija kori&ena Rabbit (Isotype)
anti-Chicken IgY(H+L) sekundardna poliklonska aglit obojena fluorescein
isothiocyanatom (FITC.) a za detekciju CD® limfocita, kori&ena su monoklonka

antitela konjugovana sa RPE, crveni fikoeritrin).
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3. Prikaz CDZ/CDS8’ T ¢elijski odnos. Prikaz prve pratpe citometrije (28. dana
uzrasta pika) pre vakcinacije atenuiranim zivim vakcinamavaPgrupa pika G1
(VHVT13). Kod svih grupa prve citometruje CI3@D8" ili Thelper/Supresor odnos
visok: a) dvobojni-grupni tkasti dijagram, b) &tavanje vrednosti, ¢) prefanavanje
procentualne vrednosti-odnosa za CID8" (do 100%), d i e) razdvojen histogram
prema fluorescenciji, f) dvobojni-grupni uporedistbgram.
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Zelena fluorescencija predstavlja detekciju CD4imfocita, a crvena CD8T
limfocite periferne cirkulacije (za detekciju CDAr limfocita kori&ena su CD%4
monoklonska antitela konjugovana sa fluoresceinotisacianatom-FITC, a za
detekciju CD8 T limfocita, kori&ena su monoklonka antitela konjugovana sa RPE,

crveni fikoeritrin).
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Dot-plot (dijagram sa tkama) i histogranmegativne kontrolena proténoj
citometriji: neobelezenéelija, bez dodatka antitela markiranih fluorescentbojama

(izostanak crvene i zelene fluorescencije) u dorigaram uglu.

Plot2: Not Gated Plots: Gated by: spz
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4.2.9 Statisttka analiza podataka

U statistékoj analizi dobijenih rezultata izvedenog ekspentaekao osnovne
statisttke metode kori&ni su deskriptivni statistki pokazatelji. Ovi pokazatelji su
nam omogtili opisivanje dobijenih eksperimentalnih rezultatajihovo tum&enje.
Od deskriptivnih statistkin pokazatelja koristili smo: meru centralne tecigl
standardnu devijaciju, standardnu greSku ariitketisredine, interval varijacije i

koeficijent varijacije. Dalja statistka analiza odvija se u zavisnosti da li su anaizir
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podaci normalno distribuirani ili ne. Testiranje narmalnost izvedeno je poo
Kolmogorov-Smirnov (Kolmogorov-Smirnov) testa. Wd&ju normalne distribucije
podataka za podenje signifikantnih razlika izn@ eksperimentalnih grupa Koristili
smo parametarsku analizu varijanse (One way asatfsvariances). U staju kada
distribucija podataka nije normalna upotreblavaea ng-parametarska Kruskal -
Vallisova analiza varijanse (Kruskal Wallis Analysif Variance on Ranks). U ghju
da postoje statistki signifikantne razlike izm&u grupa, parovi grupa ¢@ poreeni
izmedu sebe na osnovu parametarskog Tukievog testa,sndnpe-parametarskog
Dunn's Multiple Comparison testa. Signifikantnosizlika ustanovljavana je na
nivoima zngajnosti od 51 1 %. Svi dobijeni rezultati prikazan tabelarno i grajki.
Statisttka analiza izvedenog eksperimentadersa je u Statistical analysis of the
results was elaborated using software GrapfPadnPwersion 5.00 for Windows,
GrapfPad Software, San Diego, California USA, wwapdnpad.com MS Excel-u.
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5. REZULTATI

5.1 Vestatka infekcija, klini ¢ka slika i patomorfoloski nalaz

Parametri koji su prteni da bi se procenio efekat vakcinacije i vé&&a
infekcije su: Prisustvo Kligkin znakova IBD, stopa mortaliteta i pato-anatomski

nalaz.

Tabela 1. Kilini¢ki znaci IBD i stopa smrtnosti posle veStke infekcije pili¢a

nosilja

Grupa Vakcine protiv IBD Vestatka Klini ¢ki Stepen
infekcija znaci IBD mortaliteta

G.1 VHVT13 s/c. Da 0/10 0/10

G2 VHVT13 i/m. Da 0/10 0/10
G.3 ~Intermedijarna® Da 2/10 2/10
G.4 »Intermedijarna plus* Da 2/10 2/10
G5/A Nevakcinisana/ infic. Da 10/10 5/10
G5/B Nevakcinisana/ neinf. Ne 0/10 0/10

Prisustvo klinékih znakova i stopa mortaliteta posle veéke infekcije vv
sojem virusa IBD sumirani su u prethodnoj tabeli.

U grupi pilica nevakcinisanih pida, a vest&i inficiranih (G5/A), tesSke
klinicke znake IBD kao Sto su depresija, nakostreSerasf pvodenasti proliv, imale
su sve kokice a pet od deset su uginule. U obeegpifica vakcinisane Zivim
atenuiranim vakcinama, intermedijarnom i intermactipm plus vakcinom protiv IBD
(G3 i G4) po dve od deset kokica su pokazale #tmiznake bolesti i uginule. U
grupama pilkka koje su vakcinisane rekombinantnom vektorskoncivakn vHVT13
(G1i G2) i u kontrolnoj grupi (G5/B), koja nijelaivakcinisana i inficirana, nije bilo
klini¢kih znakova bolesti niti je zabeleZeno udiayilica.

Makroskopski nalaz (pato-anatomski nalaz) uginyihc¢a posle veStke
infekcije je u skladu sa promenama koje se navodieeraturi za IBD. Edem burze
Fabrici, povéani, bledi kao kuvani bubrezi, krvarenja na muskulagrudi i nogu
zabelezeni su samo kod uginulih ¢@iu grupama G3,G4 i G5/A (tabelal). Tokom
obdukcije krvarenja na Fabricijusovim burzama i slzokozi proventrikulusa
ustanovljena su samo kod dva od pet uginulih ¢giliu grupi G5/A

(nevakcinisanal/inficirana). Posle ve¥ta infekcije makroskopske promene nisu

49



Rezultati

zabelezene u grupama vakcinisanih sa vHVT13 (G2), Gu grupi pilta koji nisu
vakcinisani i inficirani (G5/B).

5.2 Vrednosti odnosa ,masa burze/telesna masa (B/BR)virednosti indeksa
.masa burze/telesna masa (B/BI)

Tabela 2. B/BR vrednosti 14. dana eksperimenta
Nacin vakcinacije

Grupa i vr_sta vak(_:ine Proséna masa Proséna B/BR
protiv infektivhe burze Fabricii (g) vrednost
burzalne bolesti

Gl vHVT13 s/c. 0,66 5,063
G2 VHVT13 i/m. 0,58 4,73

G3 Intermedijarna p/o 0,61 4,40
G4 Intermedijarna + p/o 0,57 4,43
G5* Nevakcinisana 0,53 4,32

*Kontrolni nevakcinisani i neinficirani pili drzani su zajedno do momenta kada je vrSenadijfeka
wIBDV virusom, kojom prilikom su pilii podeljeni u dve podgrupe: G5/A (inficirana) i &5/
(nevakcinisama i neinficirana)

Tabela 3 Deskriptivne statisticke B/BR vrednosti burzi 14. dana eksperimenta

N > SD Sy CV (%) | Xmax | X min
G1 6 5,06 0,51 0,2083 10,07 5,88 4,32
G2 6 4,73 1,04 0,4250 22,03 5,83 3,27
G3 6 4,40 0,88 0,3589 19,99 5,26 3,01
G4 6 4,43 0,83 0,3394 18,79 5,26 3,01
G5 6 4,32 0,75 0,3069 17,40 5,26 3,01

Analizirajuéi prose&ne B/BR vrednosti burzi Fabricii 14 dana eksperitaen
ustanovljeno je da je eksperimentalna grupa 1 (@iddla najvée vrednosti
(5,06£0,51), dok je najmanji indeks zabelezen kosl @upe (4,32+0,75). Nisu
ustanovljene signifikantne razlike izthe prosénih vrednosti eksperimentalnih grupa
(p>0,05). Najvée variranje, koje se nalazi u granicama homogestatistéke serije,

zabelezeno je kod G2 eksperimentalne grupe (22,03%)
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Velicina burze

G1 G2 G3 G4 G5

Grupe

Grafikon 1. Graficki prikaz proseénih B/BR vrednosti 14. dana eksperimenta

Tabela 4. B/BR vrednosti 21. dana eksperimenta

N&acin vakcinacije

i vrsta vakcine Proséna masa burze Proséna B/BR

protiv infektivhe Fabricii (g) vrednost
burzalne bolesti
G1 VHVT13 s/c. 0,78 4,003
G2 VHVT13 i/m. 1,1 5,36
G3 Intermedijarna p/o 0,89 4,70
G4 Intermedijarna + p/o 0,85 4,42
G5 Nevakcinisana 1,0 4,89

Tabela 5. Deskriptivne statisttke B/BR vrednosti burzi 21. dana eksperimenta

x SD Sy CV (%) | Xmax | Xmin
Gl 4,00 0,70 0,3516 17,56 4,90 3,243
G2 5,37 1,06 0,5289 19,72 6,31 4,03
G3 4,71 0,83 0,4169 17,71 5,70 3,78
G4 4,42 0,64 0,3183 14,42 5,11 3,81
G5 4,89 0,48 0,2409 9,85 5,43 4,26

Analizom proseénih B/BR vrednosti burzi Fabricii 21 dana nisu nstdjene

signifikantne razlike izm#u prosénih vrednosti eksperimentalnih grupa (p>0,05).

Najvete variranje, koje se nalazi u granicama homogensetitisttke serije,

zabelezeno je kod G2 eksperimentalne grupe (19,72%)
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Velicina burze
-

Gl G2 G3 G4 G5

Grupe

Grafikon 2. Graficki prikaz proseénih B/BR vrednosti 21. dana eksperimenta

Tabela 6. B/BR vrednosti 35. dana eksperimenta
N&acin vakcinacije
i vrsta vakcine Proséna masa burze Proséna B/BR

protiv infektivhe Fabricii (g) vrednost
burzalne bolesti
G1 vHVT13 s/c. 2,3 5,36
G2 VHVT13 i/m. 2,4 6,15
G3 Intermedijarna p/o 15 3,10
G4 Intermedijarna + p/o 0,6 1,618
G5 Nevakcinisana 1,7 5,215

Tabela 7. Deskriptivne statisttke B/BR vrednosti burzi 35. dana eksperimenta

N x SD Sy CV (%) | X max X min
G1 6 5,37°A 0,06 0,0303 1,13 5,42 5,31
G2 6 6,15"8 0,25 0,123 3,98 6,45 5,85
G3 6 3,16° 0,19 0,0935 6,03 3,30 2,85
G4 6 1,620 0,02 0,0104 1,28 1,64 1,60
G5 6 5,298 0,27 0,1358 521 5,47 4.84

Statistitka signifikantnost prikazana je istim slovima: achd, e, f, g, p<0,01; A, B, C, p<0,05

Analizom proseénih B/BR vrednosti burzi Fabricii 35. dana ekspexita
ustanovljeno je da je eksperimentalna grupa G4amajmanju vrednosti (1,62+0,02),
Sto je statistiki vrlo znatajno manje od progae vrednosti svih eksperimentalnih
grupa (p<0,01). Eksperimentalna grupa G3 sa prnase vredno&u indeksa burze od
3,10+0,19 statistki signifikantni je manja (p<0,01) od indeksa zapg G1,G2, iG5.

52



Rezultati

Nisu ustanovljene signifikantne razlike izéneprosé€nih vrednosti eksperimentalnih
grupa G1 i G5 (p>0,05). Kod svih eksperimentalnilipg ustanovljena su minimalna

variranja.

Velicina burze

Gl G2 G3 G4

Grupe

GS

Grafikon 3. Graficki prikaz prosénih B/BR vrednosti 35. dana eksperimenta

Tabela 8. B/BR vrednosti 59. dana eksperimenta (1Hana posle veSt&ke
infekcije)
N&acin vakcinacije
i vrsta vakcine Proséna masa Proséna B/BR
protiv infektivhe burze Fabricii (g) vrednost
burzalne bolesti
Gl VHVT13 s/c. 2,3 3,50
G2 VHVT13 i/m. 2,85 4,12
G3 Intermedijarna p/o 1,0 1,55
G4 Intermedijarna + p/o 0,75 1,22
G5/A Nevakcinisana/inficirana 0,45 0,69
G5/B Nevakcinisana/neinficirana 3,73 5,33

Tabela 9. Deskriptivne statisttke B/BR vrednosti

burzi 59. dana eksperimenta

N x SD Sy CV (%) | X max X min
G1 6 3,50" 0,20 0,0982 5,61 3,75 3,27
G2 6 4,12" 0,55 0,2714 13,17 4,59 3,65
G3 6 1,55°" 0,16 0,0780 10,05 1,75 1,37
G4 6 1,22" 0,09 0,0460 7,54 1,35 1,15
G5/A 6 0,669 0,30 0,1489| 43,12 1,04 0,35
G5/B 6 | 5,33 | 102 0,5094 19,11 6,74 4,36

Statisteka signifikantnost prikazana je istim slovima

achl, e, f, g, h, i, j, p<0,01; A, p<0,05
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Analizom prosénih vrednosti indeksa burzi Fabricii 59. dana ekspenta
ustanovljeno je da je eksperimentalna grupa G5/&amajvéu vrednost (5,33+1,02),
Sto je statistiki vrlo znaajno vee od proséne vrednosti svih eksperimentalnih grupa
(p<0,01) izuzev grupe G2 gde je ta razlikacapao vea (p<0,05). Eksperimentalna
grupa G2 sa progeom vredno&u indeksa burze od 4,12+0,55 statistisignifikantno
je veta (p<0,01) od indeksa za grupe G3, G4, i G5/A a ngtanovljena ziajnost
razlika sa grupom. G1 (p>0,05). EksperimentalngpgrGl sa prosaom vredno&u
indeksa burze od 3,50%0,20 statiktisignifikantno je véa (p<0,01) od indeksa za
grupe G3, G4, i G5/A. Nisu ustanovljene signifikatrazlike izméu proseénih
vrednosti eksperimentalnih grupa G3 i G4, G5/A, kdmmedu G4 i G5/A (p>0,05).

Kod svih eksperimentalnih grupa nisu ustanovljeeléka variranja podataka.

Velicina burze

=L

o =

G1 G2 G3 G4 GS/A GS5S/B

Grupe

Grafikon 4. Graficki prikaz proseénih B/BR vrednosti 59. dana eksperimenta

Tabela 10. B/BR vrednosti 70. dana eksperimenta

N&acin vakcinacije

i vrsta vakcine Proséna masa Pros¢na B/BR
protiv infektivhe burze Fabricii (g) vrednost
burzalne bolesti

G1 vHVT13 s/c. 4,46 4,65

G2 VHVT13 i/m. 1,75 2,002
G3 Intermedijarna p/o 1,96 2,14
G4 Intermedijarna + p/o 0,7 0,95
G5 Nevakcinisana 4,33 4,76

54



Rezultati

Tabela 11. Deskriptivne statisitke B/BR vrednosti burzi 70. dana eksperimenta

N x SD Sy CV (%) X max X min
G1 6 4,6%% 0,51 0,2077 10,94 5,27 3,87
G2 6 2,021 0,42 0,1699 20,61 2.40 1,64
G3 6 2,14 217 0,8865| 101,47 4,94 0,62
G4 6 0,98 0,28 0,1141 29,28 1,19 0,60
G5 6 4,76 0,35 0,1443 7,42 5,19 4,41

Statisti’ka signifikantnost prikazana je istim slovima: acl, e, f, p<0,01

Analizom proseénih vrednosti indeksa burzi Fabricii 70 dana ekispenta
ustanovljeno je da je eksperimentalna grupa G5amailveée vrednosti (4,76%0,35)
Sto je statistiki vrlo znatajno vee od proséne vrednosti eksperimentalnih grupa G2,
G3 i G4 (p<0,01). Eksperimentalna grupa G1 sa pgruse vredno&u indeksa burze
od 4,65+0,51 statistki signifikantno je véa (p<0,01) od indeksa za grupe G2, G3, i

G4. Izmelu ostalih eksperimentalnih grupa nisu ustanovljsmgmifikantne razlike

(p>0,05). Najvée variranje, koje izlazi izvan granica homogenagsdtisttke serije,

zabelezeno je kod G3 eksperimentalne grupe (101,47%

Velicina burze

G1

G2

€T

G3 G4

Grupe

G5

Grafikon 5. Graficki prikaz prosénih B/BR vrednosti 70. dana eksperimenta
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Tabela 12. Sumirane vrednosti odnosa ,masa burze telesna masa (B/BR) i
vrednosti indeksa ,masa burze / telesna masa“ (BIB

Vreme uzorkovanja BF, uzrast jgéi u danima
Grupa
14, 21. 35, 59. o | CUesEiE
vrednost
5.036* 4.003* 5.36* 3.50* 4 65*
G1 4.52*
1.16** 0.82** 1.03** 0.66** 0,98**
4.73* 5.36* 6.15* 4.12* 2,02*
G2 4.48*
1.09** 1.09** 1.18** 0.77** 0,42**
4.40* 4.70* 3.10* 1.55* 2,14*
G3 3,18*
1.02** 0.96** 0.59** 0.29** 0,45**
4.43* 4.42* 1.618* 1.22* 0,95*
G4 2,53*
1.02** 0.90** 0.31** 0.23** 0,20**
4.32* 4.89* 5.215* | 0.69* | 5.33* | 4.76*
G5 4 90*
0,13+

* B/BR -Vrednosti odnosa ,masa burze / telesnaahas
** B/BI - Vrednosti indeksa ,masa burze / telesnasa"
A _ challange test

B _ bez challange testa

Velicina Fabricijusovih burzi, progea masa burzi i vrednsti odnosa ,masa
burze/ telesna masa“ (B/BR) po oglednim grupamié&apane su u tabelama (tab.
2,4,6,8 i 10) za vreme uzorkovanja: 14.,21.,35.,d@ha posle vakcinacija zivim
atenuiranim vakcinama protiv IBD, za grupe G3 i (&5., (11 dana nakon ve&ka
infekcije pilica izdvojenih iz svih grupa) i 70. dana uzrastatajlna kraju ogleda.

U tabeli 12. prikazane su prése vrednosti odnosa ,masa burze/ telesna
masa“ (B/BR) i vrednost indeksa ,masa burze/ telesrasa“ (B/BlI) po grupama
pilica za sve termine merenja.

Utvrdene su zn&jne razlike izméu grupa 35. dana ogleda (7 dana nakon
vakcinacija atenuiranim Zivim vakcinama). Analizpnos&€nih B/BR vrednosti burzi
Fabricii ustanovljeno je da su grupe G3 i G4 {piiakcinisani zivim atenuiranim
vakcinama) imale zgajno manje vrednosti (p<0,01) od indeksa za grupgs@, i
G5. Nisu ustanovljene razlike izdweprosénih vrednosti grupa G1 i G5 (p>0,05).

Posle vesStigke infekcije (59. dana ogleda) uflena je statistki znaajna
razlika u grupama. Pro&ge vrednosti B/BR i B/BI grupe pia G1 i G2 (VHVT13)
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zna&ajno su vée od vrednosti grupa G3,G4 i G5/A. #Maim grupe pilta G1 i G2
(VHVT13) i G5/B (nevakcinisana neinficirana) se &gao razlikuju. Vrednosti B/BR
i B/Bl za G5/B grupu pilta su vée od dobijenih vrednosti u grupama G1 i G2.
Rezultati merenja indeksa burze i tezZine teléaptiokazuju da su péliu grupama G1
i G2 (vakcinisane vHVT13) bili osetljivi na vesgta infekciju iako daleko manje nego
druge grupe pitia (G3 i G4) vakcinisane Zivim atenuiranim vakcimangrupe G5/A
(nevakcinisana inficirana). Osetljivost grupa saWH3 vakcinacijom, nakon
vesStake infekcije je na granici atrofije i histoloSkibija burzi (0,66 i 0,77). Smatra
se da je atrofija nastupila kada je (B/Bl manjidd Lucio and Hitchner, 1979).
Nakon vest&ke infekcije masa burzi i vrednosti B/BI drantath se smanjuju u
grupi nevakcinisanih a inficiranih pit (G5/A) i u grupama pite vakcinisanih Zivim
atenuiranim vakcinama (G3 i G4), kod kojih je dodlm pojave atrofije burzi 0,29;
0,23; 0,13 za G3, G4 i G5/A respektivno.
Na kraju eksperimenta najbolje vrednosti B/BR sudene u kontrolnoj grupi
G5 (4,76%0,35) i u grupi G1 (4,65+0,51). Grupe G2,354 su sa zri@ajno manjim
pros&nim B/BR vrednostima. Na osnovu dobijenih vred@&®R i B/BI u ogledu,
subkutano aplikovana vHVT13 vakcina na ¢ihia nosiljama pokazala je da ne

izaziva imunosupresiju i omogava najbolji stepen zastite.

11 DANA-NAKONVE-STAGKEINEEKCIJE

Slika 1. Izgled BF i slezine nakon ve&ta Slika 2. Izgled BF i slezine nakon vegt®
infekcije po eksperimentalnim grupama infekcije po eksperimntalnim grupama
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Slika 3. lzgled BF i slezine nakon vesgie Slika 4.Izgled BF i slezine n kraju ogleda po
infekcije po eksperimentalnim grupama eksperimentalnim grupama

5.3 ELISA titrovi specifi énih antitela protiv IBDV-a, ,klasi &an“ i
~unapredeni* ELISA test

Tabela 13. Visina titra antitela na IBDV (klas£an ELISA IBD test)

Visina titra antitela u zavisnosti od vremena upwdnja Krvi

Grupa
1. 14. 21. 28. 35. 48. 59. 70.
G1 9477 1475 825 498 254 1082 3247 2524
G2 9477 1113 659 430 275 1062 3513 2061

G3 9477 1570 843 317 1160 4968 8312 5515
G4 9477 1570 843 317 2352 6038 7087 6517
G5 9477 1570 675 419 219 170 8828 117

Tabela 14. Visina titra antitela na IBDV (unapraieni ELISA IBD plus test)

Visina titra antitela u zavisnosti od vremena upwdnja krvi

Grupa
1. 14. 21. 28. 35. 48. 70.
G1 11763 10488 6831 6001 8154 11447 11283
G2 11763 9273 5097 6647 8204 11009 10970
G3 11763 9328 4551 2644 4951 6931 7931
G4 11763 9328 4551 3247 5525 7850 8853
G5 11763 9328 3956 2453 1976 1083 263

* Napomena 59. dana ogleda nijedaa pregled krvi IBD plus testom iz razloga
carinske indolencije i nemog@uosti brze nabavke dijagnostikuma.
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Klasi éan IBD test (Proflock IBD Ab)

10000
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—e—VHVT13 s.c. (G1)
8000 —8—VHVT13im (G2)

—aA— intermed. (G3)

7000 —e— intermed. plus (G4)

6000 kontrola (G5)

5000
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1000

Grafikon 6. Graficki prikaz proséne visine titra antitela protiv IBDV-a u krvnim
serumima pilia, po grupama u svim terminima uzorkovanjilasi¢an

ELISA IBD test.

Unapre deni IBD plus test (Proflock IBD plus Ab)

14000
12000
10000
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<
)
d 6000
4000 —e— VHVT13s.c. (G1)
—8— VHVT13 im. (G2)
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2000 —o— intermed. plus (G4)
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0
1d 14.d 21d 28.d 35d 48.d 70d
dani

Grafikon 7. Graficki prikaz proséne visine titra antitela protiv IBDV-a u krvnim senima
pilica po grupama u svim terminima uzorkovarjmapredeni ELISA IBD
plus test.
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Pili¢i grupe G1 i G2 vakcinisani vektorskom vHVT13 vaik@m imali su niske
titre specifénih antitela, kori€enjem klasinog ELISA IBD testa (Grafikon 6.) i
visoke, vise od 5000 jedinice titra, kd@@hjem unaprdenog ELISA IBD plus testa
posle 3 do 4 nedelje starosti (Grafikon 7.). Nasupome pilti vakcinisani zZivim
atenuiranim vakcinama protiv IBD-a imali su visdkee antitela merene sa oba testa
posle 5,6 nedelja starosti (Tabela 13 i 14, grafiBo 7). Pilti vesta&ki inficirani iz
svih grupa imali su zrajno poveéanije titra antitela mereno klgesim IBD testom, ali
i nakon infekcije najnizi titrovi antitela su uugrama G1 i G2 sa vHVT13 vakcinom
(Tabela 13,graf. 8).

Grupe G1 i G2 ( vHVT13 vakcina) od 14. dana ogladale su signifikantno
viSi titar antitela (p<0,01), od grupe G3 i G4 inmovane atenuiranim Zivim

vakcinama protiv IBD-a (grafikon 7.).

Klasi €an IBD test (Proflock IBD Ab), veSta ¢ka infekcija
48.dan ogleda

10000
9000 3
—e— VvHVT13 s.c.(G1)
8000 —=— VHVT13 i.m.(G2) A

\ —a— intermed. (G3) /
7000 \ —e— intermed. plus (G4) / )
6000 kontrola (G5)
5000 \ //
4000
3000 \\ / / /)

2000 \\ // /
1000 \\:\\ /—

O,

ELISA titar

1d 14.d 21.d 28.d 35.d 48.d 59.d
dani

Grafikon 8. Graficki prikaz serokonverzije po grupama nakon izvriee&ake infekcije
48. dana ogleda. klagin ELISA IBD test

Brza serokonverzija utiena je 11 dana nakon vedta infekcije. Klastnim
ELISA IBD testom, najviSi porast praSeog titra antitela 8828 izmeren je kod ¢l
izdvojenih iz grupe G5/A (nevakcinisani, vadtainficirani, zatim slede iz grupe G3,
sa proseénim titrom 8312 (intermedijarna vakcina), pa zagmpa G4, prosai titar
7087 i najmanji porast titra u grupama G1 i G2 (VH\3) 3247, 3513 respektivho
(Tabela 13, grafikon 8).
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Tabela 15. Deskriptivne statisitke vrednosti titra specificnin antitela na 1BD,
ELISA IBD plus testom.

N x SD Sy Cv X X min
(%) max
G1 60 | 9033,58°° | 2494.22| 322,002% 27,61 | 3272| 14107
G2 60 | 8533,2%" | 2395,71| 309,2853 28,08 | 3356| 1270(
G3 60 | 5988,08°9| 2414,42| 311,6998 40,32 | 1103| 10017
G4 60 | 653458 2456,45| 317,13| 37,59 1861 10430
G5 60 31769 | 3065,12| 395,7051 96,50 | 0,00| 10017

Statisti’ka signifikantnost prikazana je istim slovima: AQp05; a, p<0,01

Tabela 15 kroz sumarne vrednosti titrova antitelavim terminima merenja
prikazuje bolju imunogenost vHVT13 vakcine.

Analizirajuéi prose&ne vrednosti titra antitela na IBD unageaim ELISA testom
ustanovljeno je da je eksperimentalna grupa je@) (mala najvéu vrednost titra
(9033,55+2494,22), ova vrednost je signifikantnoc¢aveod vrednosti titra
eksperimentalnih grupa G3, G4 i G5 (p<0,01). Ngtanovljena signifikantna razlika
izmedu grupe G1 i grupe G2 (8533,23+2395,71).Tdekdod eksperimentalne grupe
G2 je ustanovljen signifikantno &etitar (p<0,01) u odnosu na G3, G4 i G5. Izine
eksperimentalnih grupa G3 (5988,05+2414,42) i BB655+2456,45) ustanovljena
je zn&ajna statistika razlika u visini titra (p<0,05). Naj¢e variranje, koje se ne
nalazi u granicama homogenosti statlsi serije, zabelezeno je kod G5

eksperimentalne grupe (96,50%).

10000+

80004

60004

40004

Titar antitela

20004

G1 G2 G3 G4 GS

Grupe

Grafikon 9. Grafi¢cki prikaz prosénih ELISA titrova (svi termini uzorkovanja)
unapreéenim IBD plus testom
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5.4  Prikaz serokonverzije na osnovu titra antitelgprotiv atipi ¢éne kuge Zivine
(ND) HI testom i infektivhog bronhitisa (IB) ELISA testom

Tabela 16. Rezultati HI testa na ND kod pilia nosilja 70. dana ogleda

G1 G2 G3 G4 G5
1:32 (2)-2x | 1:32 (2)-3x 1:32 (2)-1x 1:32 (2)-1x
1:64 (2)-3x | 1:64 (9)- 4x | 1:64 (9)- 5x 1:64 (2)- 4x 1:64 (2)- 5x

1: 128 (2)-3x | 1: 128 (9)-3x | 1:128 (3)-3x | 1:128 (9)-3x | 1:128 (9)-2x

1:256 (2)- 2x 1.:256 (9)-2x | 1.:256 (3)-2x | 1.:256 (3)-2x
X =115.2 X=736 X=121.6 X =118,4 X =112
Log 4,75 Log4,30 Log4,80 Log4,78 Log 4,72

Nije zabelezena statigki znatajna razlika u rezultatima Hi titra izahe grupa
(p>0,05). U okviru svih eksperimentalnih grupa Zabeno je visoko variranje Hi titra
antitela na ND, Sto se objaSnjava imunizacijom jigkvo atenuiranim zivim
vakcinama protiv atigne kuge zivine do kraja ogleda.

Tabela 17. Deskriptivne statisttke vrednosti Hi testa 70. dana ogleda

N x SD Sy CV (%) | Xmax | Xmin
Gl 10 115,20 82,90 26,21 71,96 256, 32,00
G2 10 73,60 40,05 12,67 54,42 128,0 32,00
G3 10 121,60 76,62 24,23 63,01 256, 64,00
G4 10 118,40 79,89 25,26 67,48 256, 32,00
G5 10 112,00 81,58 25,80 72,84 256, 32,90

Analizirajuéi prose&ne vrednosti 70 dana eksperimenta ustanovljenajgd
eksperimentalna grupa G3 imala najviSu vrednosttitra (121,60£76,62), dok je
najniza vrednost zabelezena kod G2 grupe (73,60540,Nisu ustanovljene
signifikantne razlike izm#u prosénih vrednosti eksperimentalnih grupa (p>0,05).
Unutar svih eksperimentalnih grupa zabelezeno goka variranje, koje je bilo
najvee kod 5 eksperimentalne grupe (72,84%) a najmaopk X grupe 54,42%.
Ovako visoko variranje Hi titara i relativno malakina statistikih serija su doprinele

ne postojanju signifikantnih razlika izkhe ostalih grupa.
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Grafikon 10. Graficki prikaz visine prosgnih vrednosti Hi titra antitela na ND 70. dana
ogleda

Tabela 18 Rezultati pregleda krvi pili¢a na 1B ELISA testom 70. dana ogleda

G1 G2 G3 G4 G5

Vhvtl3 s/c VHVT13i/m  Intermedijalni Intermedijalni Kontrola
sojvakcine  plussoj IBD  bez vakcine

IBD IBD
4191 4664 3719 3839 5706
4464 4111 2947 3947 5948
4840 4179 4850 3659 5116
6092 2870 4452 3008 4077
4776 6084 3564 2748 5840
5192 3901 4189 4255 4479
2280 4400 2703 3486 4137
4625 2612 4876 4321 3623
5709 4834 4770 4268 3977
3268 4956 4717 2942 5759

X =4543,7 X =4261,1 X =4078,7 X =3647,3 X = 4866,2
Ln 8,42 Ln 8,36 Ln 8,31 Ln 8,20 Ln 8,49

63



Rezultati

Tabela 19. Deskriptivne statisitke vrednosti ELISA testa na IB, 70. dana ogleda

N x SD Sy CV (%) | Xmax | X min
Gl 10 4544 1116,00 352,9 24,54 6092 2280
G2 10 4261 1007,00  318,5 23,64 6084 2612
G3 10 4079 805,20 254.6 19,74 4876 27083
G4 10 3647 584,60 184,9 19,03 4321 2748
G5 10 4866 902,10 285,3 18,54 5948 3623

Statisttka signifikantnost prikazana je istim slovima: AQp05

Analizirajuéi pros€&ne vrednosti visine titra antitela na IB (ELISA t)eg0.

dana ogleda ustanovljeno je da je eksperimentaim@agG5 imala naj\é@ vrednosti
(4866+902,10), dok je najmanja vrednost zabelezemhgrupe G4 (3647+584,60).

Samo izmédu ove dve grupe ustanovljene su signifikantne kaz(p<0,05). 1zméu

ostalih grupa nisu ustanovljene signifikantne k&zljp>0,05). Najvée variranje, koje

se nalazi u granicama homogenosti st&ksti serije, zabelezeno je kod G1

eksperimentalne grupe (24,56%).

Grafikon 11.
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Graficki prikaz prosénih vrednosti IB ELISA testa 70. dana ogleda

Znxajna razlikau visini titara specitinih antitela na IB utvena je izméu

grupe G4 i G5. Grupa pila, G4 imunizovana atenuiranom zivom vakcinom

(intermedijarni plus soj) protiv IBD zivine ima z¥gno nizi titar antitela na IBV

(p<0,05) u odnosu na kontrolnu G5 grupu. |Zmeostalih grupa nema z¥ane

razlike.
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Rezultati humoralnog imunskog odgovora koji su mergd. dana ogleda,
analizirani su po grupama, radi updeaja serokonverzije na IB i ND kod razlo
vakcinisanih grupa pita protiv infektivne burzalne bolesti. Na osnovuulegta visine
HI titra i visine ELISA titra antitela, rekombinard vHVT13 vektor vakcina ne
interferira sa drugim klasnim zivim vakcinama na ND i 1B, mereno 70. danaasia
pili¢a u naSem ogledu (Tabela 16,17,18 i 19: Grafikon110.

5.5 Rezultati pregleda limfocita iz periferne cirkulacije pili¢a dobijeni
primenom protoéne citometrije

5.5.1 Protoéna citometrija imunoglobulina IgY (H+L) u perifernoj cirkulaciji

pili ¢éa

Merenje imunoglobulina IgY (H+L) ili IgY B limfocnih ¢elija, i procentualni
odnos zastupljenosti IgY i CDZ ¢elija u perifernoj cirkulaciji pika vrdeno je u dva
termina.

Prvo brojanje IgY izvrSeno je 48. dana ogleda ¢&Mha nakon vakcinacije
grupa pilta G3 i G4 zivim atenuiranim vakcinama protiv IBDtugo brojanje IgY

izvrSeno je 59. dana ogleda (11 dana nakon sleStafekcije).

Tabela 20. Deskriptivne statisticke vrednosti procentualne zastupljenosti IgY
(H+L) 48. dana ogleda

N x SD Sy CV (%) | Xmax | X min
Gl 6 91,84 1,70 0,6943 1,85 94,52 89,93
G2 6 91,65 2,73 1,1130 2,97 94,52 87,76
G3 6 91,40 3,24 1,3230 3,54 95,14 85,71
G4 6 90,57 4,19 1,7090 4,62 94,67 83,78
G5 6 91,96 2,64 1,0770 2,87 96,4% 89,1p

Analizirajuéi prose&ne vrednosti procentualne zastupljenosti imunodlobu
IgY 48. dana ogleda ustanovljeno je da su ekspeat@hege grupe imale veoma
ujedn&ene vrednosti. Nisu ustanovljene signifikantne ikazlizmeiu prosénih
vrednosti procenata IgY B pozitivnikkelija izmeiu grupa (p>0,05). Koeficijent

varijacije za ovaj parametar je bio izuzetno nizalkretao se od 1,85% kod
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eksperimentalne grupe G1 do 4,62% kod grupe G5ukézuje da su vrednosti u
ispitivanim eksperimentalnim grupama bile ujetkree bez velikog variranja.

100

Procenat IgY B Celija

Gl G2 G3 G4 G5

Grupe

Grafikon 12. Graficki prikaz prosénih vrednosti procentualne zastupljenosti IgY 48al
ogleda

Tabela 21. Deskriptivne statisticke vrednosti procentualne zastupljenosti IgY
(H+L) 59. dana ogleda

N x SD Sy CV (%) | Xmax | X min
G1 6 92,97 2,33 0,9513 2,51 95,39 88,93
G2 6 92,56 3,11 1,2710 3,36 96,13 87,26
G3 6 93,13 2,20 0,8997 2,37 95,43 90,14
G4 6 94,36 1,58 0,6467 1,68 96,86 92,72
G5/A 6 94,59 1,41 0,5752 1,49 95,8% 92,60

Analizirajuéi prose&ne vrednosti procentualne zastupljenosti imunodlnbu
IgY 59.dana ogleda ustanovljeno je da su ekspetaien grupe imale veoma
ujedn&ene vrednosti, a najmanja prosa vrednost zabelezena je u G2 grupi
(92,56£3,11), dok je naj¢a zabelezena u G5/A grupi (94,59+1,41). Nisu ustiere
signifikantne razlike izmdu prosénih vrednosti procenata IgY B pozitivnitelija
izmedu grupa (p>0,05). Koeficijent varijacije za ovay@aetar je bio izuzetno nizak i
kretao se od 1,49% kod eksperimentalne grupe G25,86% kod grupe G2, Sto
ukazuje da su vrednosti u ispitivanim eksperimemtalgrupama bile ujeddane bez

velikog variranja.
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Grafikon 13. Gratiki prikaz prosénih vrednosti procentualne zastupljenosti IgY 58nal

ogleda

5.5.2 Rezultati procentualne zastupljenosti i odnosa CD4i CD8" T limfocita u
perifernoj cirkulaciji pili éa metodom protaéne citometrije

Tabela 22. Srednje vrednosti procenta (%) pozitivih CD4 i CDS8 ¢elija +
standardn devijacija) i CD4"/CD8" T ¢éelijski odnos
PovrSinski molekuli CDy4 CDg CD4/CDg
G.1. 72,50 * 2,40 27,50 * 2,40 2,63
| Proto&na G.2. 75,83 + 6,15 24,17 £ 6,15 3,13
Citometrija G.3. 72,59 + 3,44 27,41 + 3,44 2,65
28. dan G.4. 72,59 + 3,44 72,59 + 3,44 2,65
ogleda G.5. 72,59 + 3,44 27,41 + 3,44 2,65
G.1. 73,26 + 3,44 26,74 + 3,44 2,74
Il Proto &na G.2. 72,34 +1,86 27,66 + 1,86 2,62
Citometrija G.3. 66,06 + 1,56 33,94 + 1,56 1,95
48.dan G.4. 63,74 + 1,94 36,26 + 1,94 1,76
ogleda G.5. 74,72 +2,80 25,28 + 2,80 2,96
G.1. 51,717 + 7,27 48,282 + 7,27 1,071
Il Proto &nal G.2. 52,353 +12,78| 47,646 +12,78 1,098
citometrija G.3. 51,53 + 12,73 48,635+ 12,73 1,063
59.dan G.4. 52,14 + 10,12 47,86 +10,12 1,089
ogleda G.5/A. 49,918 +10,31| 50,082+10,31| 0,997

| Citometrija (p>0,05); Il citometrija (p<0,05);lItitometrija (p>0,05)
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Tabela 23. Procentualna zastupljenost i odnos CDUEDS® T limfocita periferne
krvi pili éa 48. dana ogleda (nakon vakcinacija zivim vakcinamprotiv
IBD)
G.1. G.2. G.3. G.4. G.5
Uzorci krvi % Indeks % indeks % indeks % Indeks % Indeks
1 CDh4 || 71,71 253 70,29 2137 67,80 2105 65,10 1.86 71,71 253
: CD8 || 28,29 ’ 29,71 ' 32,20 ’ 34,90 ’ 28,29 ’
2 CD4 || 78,00 3.54 71,26 248 66,10 1.95 66,44 1.98 76,36 3.23
" | cD8 | 22,00 ' 28,74 ' 33,90 ' 33,56 ' 23,64 '
3 CD4 || 67,94 211 72,29 261 64,79 1.837 62,19 1.645 76,70 3.29
" | CD8| 32,06 ' 27,71 3527 3781 23,30 '
4 CD4 || 72,89 268 75,47 3.076 65,32 1.88 61,33 1.586 77,67 3.48
| cDp8| 27,11 2453 ' 3468 38,67 22,33 '
5. | CD4| 7333 575 7136 949 6804 513 628 1gg 7500 3
: CD8 || 26,67 ’ 28,64 ' 31,96 ’ 37,14 ’ 25,00
6 CD4 || 75,69 311 73,38 276 64,31 1.80 64,52 1.82 70,88 243
: CD8 || 24,31 ' 26,62 ' 35,69 ’ 35,48 ’ 29,12 !
Srednja | 73,26 2,74 72,34 262 66,06 195 63,74 1,76 74,722 96
vrednost 26,74 26,74 33,94 36,26 25,28

Tabela 24. Deskriptivne statisti¢cke vrednosti prose&nih odnosa CD4 / CD8" T
limfocita 48. dana ogleda

N x SD Sy CV (%) X max X min
G1 6 2.79¢ 0,49 0,2007 17,64 3,54 2,11
G2 6 2,632 0,26 0,1042 9,70 3,08 2,37
&35 6 1,9%¢eA 0,14 0,0567 7,13 2,13 1,80
G4 6 1,78 0,15 0,0606 8,42 1,98 1,59
G5 6 2,96° 0,43 0,1744 14,28 3,48 2,43

Statisttka signifikantnost prikazana je istim slovima: acld, e, p<0,01; A, p<0,05

Analizom prosenih vrednosti odnosa CD4 CD8' T limfocita ustanovljeno je

da je eksperimentalna grupa G4 imala najnizu vrstir{@,76+0,15), Sto je statigki

vrlo zna&ajno manje (p<0,01) od prase vrednosti

grupa G1, G2, i

G5.

Eksperimentalna grupa G3 sa prosam vredno&u citometrije od 1,95%0,14 statisii

signifikantno je manja (p<0,01) od vrednosti zapgr&1 i G5. Pros®a vrednost grupe
G2 (2,63+0,26) zn@mjno (p<0,05) je v od proséne vrednosti grupe G3. zidhe
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ostalih grupa nisu ustanovljene signifikantne kazl{p>0,05). Najvée variranje, koje
se nalazi u granicama homogenosti sta&ksti serije, zabeleZzeno je kod G1

eksperimentalne grupe (17,64%).

Prosec¢ne vrednosti odnosa
CD4+/CD8+ T Celija

Gl G2 G3 G4 G5
Grupe

Grafikon 14. Graficki prikaz proseénih vrednosti odnosa CD4 CD8' T limfocita 48.
dana ogleda
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6. DISKUSIJA

Infektivna burzalna bolest je veoma zarazna botektdih pilica, posebno
izmedu 3. i 6. nedelje starosti, kada se razvija aksitmilrom koji se kliniki karakterisSe
depresijom, nakostreSerdoS perja i visokim stepenom ugiéar Zbog velikih
ekonomskih gubitaka, koji se izrazavaju u direktmimdirektnim Stetama, koje nastaju
usled pojave GB, a talle i zbog imunosupresivnog efekta bolesti, istrazgui u
praksi se primenjuju tehnoloski nove vakcine proBD. Tokom proSle decenije,
razlicite rekombinantne virusne vektor vakcine za zivimedene su u upotrebu u
mnogim zemljama. Aktuelna epizootioloska situaGj@ u nasoj zemlji nije povoljna i
name&e potrebu za primenom ovih vakcina. Neophodno je ba se veStkom
infekcijom proveri da li vHVT13 vakcina u naSim agima pruza dobru zastitu od
autohtonih vvIBD sojeva virusa, tim pre Sto u Srbgma iskustva u primeni geng
modifikovanih vakcina. Kakva je bezbedost i efikesnvHVT13 vakcina, posto je
poznato da je odnos bezbednosti i efikasnosti kaith ¥akcina u obrnutoj korelaciji.
Vrsili smo takale poreienje efekata primene vHVTL13 vakcina i Zivih ateanih
vakcina protiv IBD na humoralni i celularni imunsidgovor i na postojanje imunskog
jaza. Ove teme su bile predmet istrazivanja mnagtbra:

Vestaku infekciju pilica, wvvIBDV nakon obavljenih vakcinacija
rekombinanthom vektor vakcinom (vHVT), Zivim ateramim vakcinama i imuno-
kompleks vakcinom, sprovodili su brojni autori (rizal et al., 1995; Tsukamoto et al.,
2002; Rautenschlein et Haase, 2005; Bublot eR807; Massi et al., 2008; Le Gros et
al., 2009; Rania et al., 2012; Hesham Sultan.gR@l2; Lemiere et al., 2013).

Darteil et al. (1995ku vestaku infekciju IBD virusom sproveli sa dve vrste
rekombinantnihéuretih herpes virusnih vakcina (eng. Recombinant hetipes of
turkey- vHVT). vHVT 001 i vHVT 002 i HVT parenterad. Pilici su vestaki inficirani
21. dana posle vakcinacije okularno sa infektivndiozom IBDV 52/70 sojem.
Rezultati eksperimentalne infekcije posle vakcijagiokazuju da ekspresija VP2
proteina u HVT rekombinantnom virusu (vHVT 002) zeea stvaranje anti VP2
neutraliSiih antitela kod pilta, koja pouzdano Stite sve vakcinisane¢pilod uginda
(100% zastita) i protiv ostenja BF. Dok je sa VHVT 001 rekombinantnom vakcinom
postignuta parcijalna zastita protiv IBDV.

Massi et al. (2008) su tae sproveli vestku infekciju protiv IBD kod piléa
nosilja 42. dana uzrasta Sto se unekoliko razlikege nasSih eksperimenata gde je
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veSta&ka infekcija urdena 48. dana i na osnovu naavanja optimalnog vremena za
vakcinaciju Massi et al. (2008) su vesta infekciju izveli 42. dana ogleda na grupama
od po 15 piléa, dok smo mi veStau infekciju sproveli nesto kasnije 48. dana uaast
pilica na grupama od po 10 jedinki. Smatrali smo dailge ieophodno da pde bar
dvadesetak dana od prve vakcinacije i dve nedetfledmuge vakcinacije zivim
atenuiranim vakcinama kod grupa ¢di G3 i G4, radi uspostavljanja aktivnog
imunskog odgovora.

Prisustvo klintkih znakova i stopa mortaliteta posle vek&infekcije vv sojem
IBDV sumirani su u tabeli 1. U grupi pik nevakcinisanih a vesta inficiranih
(G5/A), teske klintke znake IBD kao Sto su depresija, nakostreSerevg pvodenasti
proliv, imale su sve kokice a pet od deset su Ugjrma razliku od eksperimenata Massi
et al. (2008) gde su od svih 15 obolelih, dve kekiginule. U obe grupe pi&k
vakcinisane zivim atenuiranim vakcinama, intermedipm i intermedijarnom plus
vakcinom protiv IBD ( G3, G4) po dve od deset kaksu pokazale klitke znake
bolesti i uginule. U eksperimentima Massi et al0D0@) posle vakcinacije sa Zivim
atenuiranim vakcinama po 2 kokice od 15 su obolelaginule a u grupi sa
intermedijarnom plus vakcinom dve su obolele a gdminula. U grupi pifia
vakcinisanih rekombinantnom vektorskom vakcinom VHS (G1,G2) u nasSim
eksperimentima kao i kontrolnoj grupi (G5/B), kajge bila vakcinisana i inficirana,
nije bilo klini¢kih znakova bolesti niti je zabelezeno udiayilica.

Na osnovu klinikih znakova i mortaliteta posle vesita infekcije sa vv IBDV,
potpuna zastita je utdena kod grupa G1 i G2, koje su bile vakcinisangheT13, a
delimicna zaStita je postignuta kod pdi u grupama G3 i G4 vakcinisanih
intermedijarnom ili intermedijarnom plus vakcinoMoZe se ré da se naSi rezultati
potpuno poklapaju sa istrazivanjima (Darteil ef 48095; Massi et.al, 2008) kada je u
pitanju zaStita od vestke infekcije u grupama vakcinisanih sa vHVT vakaonsa
Manje razlike postoje kod grupa sa zivim atenummamakcinama i kod nevakcinisanih
a inficiranih grupa, za Sta smatramo da su razlggina virusa, vreme i &N
sprovedene vestke infekcije. U naSem ogledu suspenzija virusazzadenje vestéke
infekcije pripremljena je na da opisan u Manual of Diagnostic Tests and Vaccfoes
Terrestrial Animals (2008). Fabricijusove burzeasepttno homogenizovane u avanu
pomeSane sa istom k&lhom fosfatnog pufera (PBS) i nerademog metilen hlorida.
Smesa je homogenizovana u tkivnom blenderu i dagtvana na 2000xg, 30 minuta.

Nakon centrifugovanja, supernatant je dekantovamamrznut na -40°C do dalje
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upotrebe. Dobijeni supernatant je bez rdenga upotrebljen za infekciju pih. Za
razliku od Massi et al. (2008) koji su virus zateeku infekciju od 5,2 logy EIDsg
razredili u 0,5 ml destilovane vode po piletu iikpVali oralno. Mi smo aplikovanje
virusa izvrsili okulonazalno po 50 pl nerateeog virusa. Iz navedenog se moze
zakljwiti da je infektivna doza koju smo mi upotrebiliézeod one koju su Kkoristili
Massi et al. (2008). Kotao kontrola infekcije gde je ugina 50% (G5/A) govori 0
tome da je inokulum dobro napravljen.

Nakon vesStéke infekcije vvIBDV, makroskopske lezije su aame kod svih
pili¢a nevakcinisane, a inficirane grupe (G5/A) i kodkali&ko ptica u grupama (G3 |
G4) vakcinisanih atenuiranim zivim vakcinama protifektivne burzalne bolesti.

Makroskopski nalaz (pato-anatomski nalaz) uginydifica nakon veStke
infekcije je tiptan nalaz za ugirda pilica od IBD (edem burze Fabrici, pa@aai, bledi
kao kuvani bubrezi, krvarenja u migna) koji je zabelezen samo kod uginulih ¢aliu
grupama G3,G4 i G5/A (tabelal). Jedino su u gruplAE(nevakcinisana/inficirana)
obdukcijom utvdena krvarenja na Fabricijusovim burzama i na sloZzok
proventrikulusa na par uginulih gé.

Rezultati dobijeni u naSem radu pokazuju, da vekéicina vHVT13 indukuje
100% zastitu vakcinisanih pik nakon vesStke infekcije sprovedene 48. dana uzrasta
pilica sa naSim autohtonim vvIBDV (tabela 1). Navedeezultati se slazu sa
istrazivanjima brojnih autora koji su koristili vHV vektor vakcinu 1.dana kod
brojlerskih pil¢a. Rania et al. (2012) navode da se upotrebom vMaKCina postize
zastitni efekat kada se vrSi vedta infekcija vwIBDV (Challenge virus obezien by
Dr Helal (CLEVB). Odltan nivo zastite (90-100%) je zabeleZzen posle vkéta
infekcije sa razliitim sojevima vvIBD posle s/c ili inqvd* vakcinacije (Rania et al.,
2012; Tsukamoto et al., 2002). Puna zastita pnestake infekcije obavljene iznae
3. i 6. nedelje postize se, uprkos prisustvu visékacentracije MDA u vreme
vakcinacije piléa (Bublot et al.,2007; Le Gros et al.,2009; Gellale016). Takde
Hesham Sultan et al. (2012) navode u svojoj studi@i se postize 100% zaStita
vakcinisanih brojlera sa VHVT vakcinom, kada jeta&i&a infekcija sprovedena 28 ili
35 dana uzrasta pilk sa egipatskim (Egypt/09 izolat) vvIBD.

NasSi eksperimenti i eksperimenti autora sa kojinmao svrsili poreenje,
pokazuju da vektor vakcina VHVT13 omdgwa odlénu zastitu vakcinisanih pia
protiv veStagke infekcije. U eksperimentima Lemiere et al. (208iBkazano je da su

nevakcinisani brojlerski piti zaSteeni od vwIBDV ako su njihovi roditelji vakcinisani
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barem jednom vHVT vakcinom, posle ve$ta infekcije sa 0,1ml virusa vvIBD (sQj
89163/7.3 ANSES, Ploufragan, France) u uzrastudodaba.

<=

Jedan od parametara koji precizno pokazujec¢esie BF, njenu hipertrofiju,
odnosno atrofiju je B/BR odnos (Eng. bursa body htegtio, b/bw ratio, Sharma et
al.,1989) i/ili B/BI indeks (Eng. bursa body wegmdex, b/bw index, Lucio et
Hitchner,1979). Radi ocene efekata primene vHVIT4i®ih atenuiranih vakcina protiv
IBDV na burzu Fabrici (BF) i radi procene zastitekan vestéke infekcije, u naSem
ogledu pratili smo odnos, masa BF/ telesna magea tpilica (B/BR odnos) i indeks BF
(B/BI).

U uzrastu od 14 dana, pre primene zivih atenthramikcina a posle primene
VHVT13 vakcine, nisu ustanovljene signifikantnelikeez izmeaiu proseénih vrednosti
ekspermentalnih grupa (p>0,05, tabela 2 i 3 , koafil). Drugo préenje vrSeno je 21.
dana uzrasta pda, kada takée nisu ustanovljene signifikantne razlike iziue
pros€nih vrednosti eksperimentalnih grupa (p>0,05, tabkli 5, grafikon 2). Nasi
rezultati za prva dva termina merenja B/BR su adklsa rezultatima Rautenschlein et
al. (2011), premda su oni updieali efekte humoralnog éelijskog imuniteta, nakon
in,ovo“ primene VvHVT i imuno-kompleks vakcine na brojleira pilicima.
Zelatinizaciju BF su detektovali kod 6-30% pdi vakcinisanih sa imuno-kompleks
vakcinom izmédu 15. i 28. dana uzrasta pai. Kako isttu autori vakcinacija grupe
pilica sa VHVT vakcinom ne @& na B/BR odnos dok su ptice vakcinisane imuno-
kompleks vakcinom pokazale z@no smanjenje tezine burze sac@iom od 21.
dana uzrasta.

Sedam dana nakon prve vakcinacije (35. dana ogleda)ypama G3 i G4, koje
su vakcinisane atenuiranim zivim vakcinama, intefijaenom i intermedijarnom plus
protiv IBDV (redom navdenja), analizom progaih vrednosti B/BR odnosa
ustanovljeno je da je eksperimentalna G4 imala aajmvrednost B/BR (1,62+0,02),
Sto je statistiki znatajno manje od progae vrednosti svih eksperimentalnih grupa
(p<0,01). Grupa G3, sa prags@m vredno&u B/BR odnosa od 3,10+0,19, je statikii
signifikantno manja (p<0,01) od B/BR odnosa za gr@il,G2 i G5 (Tabela 6 i 7,
grafikon 3).

Nas nalaz zrijno nizih prosénih vrednosti B/BR i B/BI (Tabela 12) pik

nakon vakcinacije Zivim atenuiranim vakcinama, kawera nepotpune zastite i

73



Diskusija

oStetenja BF u korelaciji je sa stavovima Block et(2D07) i Bublot et al. (2007) koji
navode da se pojave lezija na burzama javljaju epasifekcije klastnim i
intermedijernim sojevima virusa za razliku o vektah vHVT, koje ne izazivaju lezije
na burzama. Tridesetpetog dana naSeg ogleda BéBhwesti za grupu G3 su 0,59 a za
grupu G4 su 0,31 Sto predstavlja atrofiju burzeri€allkkoju uvek prate i histoloSke
promene (Lucio et Hitchner, 1979). Rezultati kdji iu prilog naSim nalazima a to je da
nema smanjenja B/BR odnosa nakon vakcinacije gpilpa sa vHVT13 vakcinom, a
da je utvdeno smanjenje odnosa B/BR i B/BI indeksa nakon ivaagja atenuiranim
Zivim vakcinama, su izneli Hesham Sultan et @12, uporedivSi B/BR odnose po 10
pilica poreklom sa farme gde su @ilvakcinisani sa vHVT vakcinom i farme gde su
pili¢i vakcnisani sa Zivim atenuiranim vakcinama prdBD ( 1.dana im. 14.dana im
plus vakcinom). U cetvrtoj (dve nedelje posle vakcinacije atenuiraniivim
vakcinama) i Sestoj nedelji uzrasta brojlerskihi¢pilutvrdili su zn&ajno nizi odnos
B/BR (p<0.001) na farmi gde su upotrebljene zivenatrane vakcine.

Jedanaest dana posle vekgainfekcije (59. dana ogleda), analizom prose
vrednosti B/BR odnosa, ustanovljeno je da je grup&/B (nevakcinisana,
neinficirana) imala najuwa vrednost (5,33+1,02), Sto je statiktivrlo znaajno veta
od proséne vrednosti svih grupa (p<0,01). Grupe G1 i G2\(VH3 vakcinacija) sa
pros&nim vrednostima B/BR odnosa (4,12+0,55 i 3,50%£0,2@dom navdenja,
statistEki signifikantno su vée (p<0,01) od vrednosti B/BR odnosa za grupe G3i,G4
G5/A (nevakcinisana, inficirana) a iznosile su 1,3522 i 0,69 redom nadenja
(Tabela 819, grafikon 4).

Velicina BF i odnos masa burze/telesna masagilBursa/body weight ratio
B/BR) su zn#&ajno smanjene samo u grupama vakcinisanih sa sbaimi Zivim
vakcinama (G3 i G4) nakon vakcinacije protiv IBCkad istih grupa (G3 i G4) i
nevakcinisane kontrole (G5/A) posle veé&m infekcije, dok to smanjenje nije
registrovano kod grupa sa vHVT13, mereno 14, 21i 38.dana ogleda. Iste grupe G1
I G2 vakcinisane vHVT13 vakcinom, posle veége infekcije imale su zrajno
smanjenje B/BR odnosa u pdemnju sa grupom G5/B (nevakcinisana, neinficiranh)
ne u meri koliko grupe vakcinisane atenuiranim raiwakcinama (G3 i G4). | posle
vesStake infekcije vvIBDV svih grupa, statiski je zn&ajno vei pros€an B/BR
odnos (p<0,01) grupa G1 i G2 (VHVT13) u pterju sa grupama G3 i G4 (Zive
atenuirane vakcine) i grupom G5/A (nevakcinisaniafigirana). Na ovaj nén B/BR i

B/Bl vrednosti ukazuju na oStenje BF, izazvano vakcinacijama i ve$tam
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infekcijom kod grupa G3 i G4 sa zivim modifikovanimakcinama protiv IBD i na
postojanje manjih burzalnih ogenja kod grupa G1 i G2 sa vHVT13 vakcinom nakon
vesSta@ke infekcije u nasem ogledu.

Nasi rezultati se delimino slazu sa ogledom Massi et al. (2008) koji suadak
da Sest dana posle druge vakcinacije zivim atemuiravakcinama (intermedijarne
jacine) a 14 dana nakon vakcinacije intermedijarnons plakcinom u uzrastu pik od
31. dana, nema ztanih razlike B/BR odnosa izrda grupa (4,06-5,32). NasSi nalazi
stanja burzi nakon vakcinacija Zivim atenuiraninkaiaama su suprotni ovim (Tabela
6 1 7, grafikon 3). Smatramo da je interferencigkeinalnog virusa zivih vakcina sa
visokim MDA u njihovom ogledu oslabila uticaj i umla delovanje vakcinalnog
virusa, te nisu ustanovili ztajne razlike B/BR vrednosti nakon vakcinacija Zivim
atenuiranim vakcinama. Tae kada je r&o grupi pilica koji su vakcinisani sa IM plus
vakcinom, merenje burzi posle vakcinacije u njihmvogledu usledilo je 14 dana a kod
nas svega 8 dana nakon vakcinacija zivim atenurasikcinama protiv IBD.

Njihovi rezultati pokazuju da se tezina burzi i BRBodnos dramatho
smanjuju u nevakcinisanoj grupi @i koja je naknadno inficrana i u svim grupama
vakcinisanim sa atenuiranim Zzivim vakcinama (1,000}, nakon Sto su sprovel
vesta&ku infekciju. Velkina burzi i B/BR odnos nisu se negativno odrazilgmupi
nevakcinisana/neinficirana (5,26) dok je manji riegw uticaj utviden u grupi piléa
vakcinisanih vHVT13 (3,71). NaSi rezultati B/BR pos/eStéke infekcije su stoga
veoma skini sa rezultatima Massi et al. (2008).

Potpunu zastitu (100% zaStite) od ¢8tga BF, posle vestke infekcije pilca
vakcinisanih rekombinantnom vakcinom (vHVT002) ahiji su Darteil et al. (1995).
Medutim pili¢i su u njihovom ogledu vestia inficirani 21. dana posle vakcinacije, a
infekcija je izvrSena u oko, klasiim sojem IBDV virusa oznake 52/70.

Procenu zastite, merenjem B/BR odnosa nakon &leStenfekcije brojlerskih
pilica, poreklom od razlito vakcinisanih roditelja vrsSili su Lemiere et gR013).
Njihovo istrazivanje pokazuje prednost vakcinacitelja vHVT vakcinom za
njihove potomke. Nepotpunu zaStitu od vekéa infekcije vvIBD merenu B/BR
odnosom utvrdili su od 7. dana posle véisgainfekcije izméu grupa inficiranih i ne
inficiranih potomaka poreklom od roditelja vakcemsh samo inaktivisanom IBD
vakcinom. Te razlike nema kod vedtainficiranih i neinficiranih pilca, poreklom od

roditelja koji su vakcinisani vHVT vakcinom u tokwlgoja.
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Analizom prosénih vrednosti B/BR odnosa 70. dana, na kraju eksmarta
ustanovljeno je da je eksperimentalna grupa G5tf&bra) imala najvée vrednosti
(4,76+0,35) Sto je statiski znaajno visa vrednost od prasee vrednosti
eksperimentalnih grupa G2,G3, i G4 (p<0.0l1). Ekspemtalna grupa G1 sa
pros€&€nom vredno& B/BR odnosa 4,65+0,51 statidti je takaie signifikantno véa
(p<0.01) od B/BR odnosa za grupe G2,G3, i G4. im&1 (vHVT13, s/c) i G5
(kontrolne) gotovo da nema razlike (Tabela 10 i gdafikon 5, slika 6). Na kraju
ogleda prema proceni na osnovu B/BR vrednosti tjgjbezultate daje subkutana
primena vHVT13 vakcine kod péa nosilja, u porgenju sa zivim atenuiranim
vakcinama i i/m aplikovanoj vHVT13 vakcini. Nasilaai se slazu sa rezultatima
Prandini (2012), Rautenschlein et. al. (2013), Biraret. al. (2016), koji su takie vrsli
poreienje efekata vakcinacija vektorskom vHVT13 i Zivimtenuiranim IBD
vakcinama. Post mortalnim pregledom zrtvovanin¢gilna kraju ogleda ustanovili su
signifikantno véi B/BR odnos u grupi pitia koja je vakcinisana vektor vakcinom u
odnosu na grupe vakcinisane zivim vakcinama.

Takaie smo raunali i indeks burze (B/BI) radi patenja, jer su neki autori
oSteéenja burze izrazavali burzalnim indeksom B/Bl (Ramt al., 2012), a i radi
utvrdivanja kada je nastupila burzalna atrofija. Na dgldRania et al. (2012) posle
vesStake infekcije pilca vwIBDV, vakcinisanih vHVT vakcinama, B/BI (indeksirze)
se kretao od 0,9 do 1,3 Sto je dobro jer sve vrsiiinreko 0,7 pokazuju da na burzama
nisu nastale histoloSke promene nakon wkstainfekcije. U naSem ogledu posle
vakcinacija u grupama vakcinisanih sa vHVT 13 va&on B/BI indeks se kretao od
0,82 do 1,18 dok je kod grupa sa atenuiranim Ziékcinama ustanovljena atrofija BF
(0,591 0,31), nakon vestke infekcije grupe G1 i G2 su imale B/BI oko granatrofije
0,66 i 0,77 dok su grupe @& sa zivim atenuiarnim vakcinama G3 i G4 i G5/A (ne
vakcinisana, veStai inficirana) imale B/BI indekse 0,29. 0,23, i 8,5to predstavlja
totalnu atrofiju BF (Tabela 12). <>>

Rezultati ELISA testiranja na IBD, krvnih serumaidga prikazani su u
tabelama 13 i 14. Istovremeno su kéeisa dva ELISA kita za detekciju IBDV antitela.
ProFlok IBD Ab test kit (,klasian“ IBD test) i ProFlok Plus IBD Ab test kit
(,unapreieni® IBD plus test ). Prag pozitivnosti za kié&n test je postavljen na jedinici
titra od 554 a za unagteni test 1002 jedinice titra.
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Utvdili smo smanjenje (prirodna eliminacija) mai@inih antitela od p&etnog
nivoa 9477 (MDA meren kla&nim IBD testom) kod svih grupa u nasem ogledu do
cetvrte nedelje uzrasta [@iéi. Posle upotrebe atenuiranih Zivih vakcina u gngp&3 i
G4, pete nedelje pa na dalje belezimo stvaranjgradg imunskog odgovora od 1160
do 5515 za grupu G3 (im. vakcina) a za grupu G4 films vakcina) od 2352 do 6517
jedinice titra (Tabela 13, grafikon 6). U isto vrenutvrdili smo da je seroloski odgovor
antitela meren kla&nim IBD ELISA testom bio nizak kod grupe G1 i grug
vakcinisane vVHVT13 vakcinom, naiito od 21. do 48.dana (Tabela 13, grafikon 6) a
relativno visok u grupama G3 i G4 (nato posle 5.nedelje ogleda) koje su
vakcinisane zivim atenuiranim vakcinama. Kada sipgrpilca G1 i G2 imale najnize
prose&ne titrove antitela na IBD 825, 498 i 254 jedinitea za G1, 21.,28. i 35. dana
ogleda redom nav@nja a grupa G2 659, 430 i 275 redom wavga, istovremenim
testiranjem krvnih seruma pi, unapréenim ELISA IBD Plus testom, 21., 28. i 35.
dana ogleda prog&an titar za grupu G1 je iznosio 6831, 6001 i 81&gpektivho a za
grupu G2, 5097, 6647 i 8204 (Tabela 14, grafikonNgSe paralelno merenje nivoa
antitela sa oba kit kompleta pokazuje da kKiasiELISA IBD test nije u mogdimosti da
u dovoljnoj meri utvrdi prisustvo antitela sinteiish nakon vakcinacije pda sa
rekombinanthom vHVT13 vakcinom. Isti rezultat netetidovanja anti VP2 antitela
nakon vakcinacije pidia nosilja vHVT13 vakcinom, merenih klasim ELISA testom
objavili su Prandini et al. (2008) i Massi et &008). Razlika u nivoima se objaSnjava
prirodom antigena koji se koristi za detekciju eatéi. Klaséan IBD ELISA test koristi
antigen klaginog porekla odgajen i oslabljen na kulturi tkivdB® Plus ELISA test
koristi izvorni burzalni virus, umnozen i @igcen iz inficirane BF (Le Gros, 2009). S
obzirom da se adaptacijom na kulturi tkiva mozZenpeniti antigenost VP2 proteina,
novi ELISA, ProFlok Plus IBD Ab test je razvijerktasSto su ELISA plée obloZzene
od klasénog testa i u visokoj korelaciji sa VN testom (Vakh et al., 2000).

Dobra serokonverzija antitela na IBD koju smo uitvikbd grupa pilta (G3 i
G4) vakcinisanih zivim atenuiranim vakcinama pddedana ogleda klasiim ELISA
testom (Tabela 13), nije utiena (nedostatak imunskog odgovora do 42. danajkada
vrSena ves. infekcija) na &him ogledima Prandini et al. (2008); Massi et 2008) iz
razloga Sto su oni zivim atenuiranim vakcinama ggliovakcinaciju 17. i 25. dana
ogleda kada je joS uvek titar maternalnih antitala vrlo visok (17.dana je iznosio

1300, klasinim testom), Sto je mnogo viSe od 500 koji modifitna vakcina moze da
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probije (break through titar). Tako visok nivo &mlih, kada su sproveli vakcinaciju,
ometao je stvaranje imunskog odgovora épilivakcinisanih zivim atenuiranim
vakcinama. Zbog navedenih smetnji mi smo u ogleédawrane Zive vakcine koristili u
optimalnom vremenu vakcinacije, kada je maternadar dovoljno opao i samim tim
nije ometao stvaranje imunskog odgovora, a tol 28. dana za grupu G3 a 26. dana
za grupu G4. Vakcinacija u optimalno vreme je hi@ophodna radi objektivhog
porelenja efekata primene vHVT13 i Zivih atenuiranih ciak, kao Sto su
Rautenschlein et. al. (2013), updirali efekte VHVT13 vakcina sa efektima Zivih
vakcinana na imunski odgovor, tale izbegavajéi njihovu interferencu sa MDA.

Prisustvo maternalnih antitela (MDA) IBDV kod mladpilica predstavlja veliki
problem zbog interferencije sa kl&sim atenuiranim IBD vakcinama, odnosno dolazi
do ometanja njihovog dejstva. Zbog toga u prisusWiDA odredivanje vremena
aktivne imunizacije sa klasiim vakcinama ostaje komplikovano. S obzirom na
varijabilnost pojedinénih titrova, ¢ak i procena optimalnog vremena vakcinacije po
Deventer formuli definitivno ne reSava ovaj problelth ogledu Massi et al. (2008)
kada se pilii prerano vakciniSu sa Zivim atenuiranim vakcinarBalSA rezultati
pokazivali su nedostataak odgovora antitela odnasedovoljan imunski odgovor
posmatran od 31. dana do sprovedene tiestafekcije 42.dana.

Studije koje su sproveli Block et al.(2007) na ndmbrojlerskih jata koja su
imala maternalna antitela, pokazale su da sui piikcinisani intermedijarnim sojem
vakcine protiv IBD, viSe od jednog dana pre &naate optimalne vakcinacije, stvarali
humoralni imunski odgovor kasnije ili se imunskigogtor nije detektovao do klanja
pili¢a.

Pregled krvnih seruma pik grupa G3 i G4 vakcinisanih zZivim atenuiranim
vakcinama pokazuje pad titra antitela ispod zasgitnivoa ucetvrtoj nedelji ogleda.
Nakon pada titra maternalnih antitela, @ikoji nisu reagovali na vakcinaciju postaju
osetljivi na IBDV infekciju. | pored vakcinacije alljene u optimalnom vremenu nasi
rezultati ilustruju viSe ili manje imunski jaz poatran u grupama vakcinisanih sa Zivim
atenuiranim vakcinama krajem ¢eei tokomcetvrte nedelje meren klasim ELISA
testom, kada je nivo antitela opao ispod 843 sve3dp jedinice titra (Tabela 13,
grafikon 6). | pored dobrog tajminga vakcinacijeidi atenuiranim vakcinama imunski
jaz u naSem ogledu postoji 4. nedelje, a tamojgdas tajming deSava se i od 3. do 5
nedelje. Prandini et al. (2008) i Massi et al.(2008) su stiteda je kod njih jaz

pacinjao od druge nedelje, ¥§@mapomenuto zbog prevremene vakcinacije.
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Za utvidivanje nivoa antitela protiv IBD nakon vakcinacijiekombinantnom
vektor vHVT13 vakcinom u grupama G1 i G2 neophopannaprdeni ELISA IBD
plus test. Takde IBD plus test detektuje antitela sintetisana impacijom pilica Zzivim
atenuiranim vakcinama (G3 i G4) i antitela izazvarfakcijom divljim IBD virusom.
Zastita od infekcije vvIBD virusom je postavljena titar antitela oko 3000 jedinica
(Le Gros et al., 2009). IBD Plus testom 28 danagagjleda u grupama vakcinisanim
Zivim atenuiranim vakcinama, registrovan je ,kwin“ ELISA titar antitela. Za grupu
G3 proseéan titar antitela je iznosio 2644 (nizi nego Stepijepordeno) a za grupu G4
3247 (malo visi nego Sto je prepoemo). Kao Sto je pokazao i klaan IBD test u
istom terminu sa titrovima nizim od zastitnih zage G3 i G4 (titar antitela 317).

Nasuprot utuwtenom postojanju imunskog jaza nakon primene Zivih
modifikovanih vakcina protiv IBD, koristeé poboljSan IBD Plus ELISA test, aktivan i
jaki anti VP2 imunski odgovor kod grupa pdi G1 i G2 sa vHVT13 vakcinom, je
utvrden od trée nedelje ogleda, i iznosio je 6831 i 5097 jedirtiza, redom navidenja
(tabela 14, grafikon 7). Visok nivo humoralnog irskag odgovora grupa G1 i G2,
pokazao je da je bio u korelaciji sa zasStitom odtae infekcije. Rezultati naSeg
ispitivanja koji se odnose na nivoe antitela nagomene vektorske vHVT13 vakcine
kod pilica, se slazu sa istrazivanjima Massi et al. (20@8) kavode da su nakon
primene vVHVT utvrdili viSe titrove od 6000 jedinicauvek viSe od 4000 jedinice titra
od 21 do 56 dana a kasnije tokom njihovog ogled&e (Prandini, 2008t.e Gros,
2009). Nije se stvorila praznina u zastiti pra8D grupa G1 i G2 u nasem ogledu
(imunskog jaza nema u grupama vakcinisanih vHVTakcinom). Stoga vakcinacijom
pilica vVHVT vakcinom protiv IBD, izbegavamo imunski jd@ji je nage&e izmeiu
trece i pete nedelje uzrasta pdi a to je i najkritiniji period za infekciju divljim IBD
virusom jer je to vreme najintenzivnijeg razvoja Biada se bolest n@&e klinicki
manifestuje (Resanayi2015). Ovaj raniji imunski odgovor moze da seigofer na
efikasnost VHVT vakcina ne dg& prisustvo visokih nivoa MDA (Le Gros et al., 2009
Zorman Rojs et al., 2011), i njihova upotreba mbiebilo in ,ovo“ ili 1. dana u
inkubatoru. Primenom rekombinantnih vakcina uklamgapitanje optimalnog vremena
vakcinacije sa atenuiranim zivim vakcinama (Buleibal., 2007).

Nakon vestéke infekcije, klasinim ELISA IBD testom utvrdili smo brzu
serokonverziju antitela na IBD kod svih grupa gaili izuzev grupa vakcinisanih
VHVT13 vakcinom sa utdenim sporijim porastom antitela. Jedanaest danamak

veStake infekcije (Tabela 13, grafikon 8) detektovalma najviSi porast progaog
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titra antitela, upotrebom klasiog ELISA testa, od 8828 u grupi pai izdvojenih iz
grupe G5 (nevakcinisana, vedtainficirana), zatim sledi grupa G3 (im vakcinaga
prose&nim titrom 8312 pa zatim grupa G4 (im plus), pkwseitar 7087 i najmanji
porast titra u grupama G1 i G2 (vHVT13) 3247, 35Eglom navdenja. Brzu
serokonverziju posle vestee infekcije, sa oba ELISA testa u svim grupamacajl
osim grupe pikka vakcinisane vHVT13 koja je bila samo malo ¢amea, takde su
objavili Prandini et al. (2008). Vrlo velika &host naSih rezultata je sa nalazima
serokonverzije posle vegtee infekcije pilca koju su Massi et al. (2008) sproveli nesto
ranije nego mi, 42. dana ogleda, merena d¢akbl dana nakon infekcije. Kl&aim
ELISA testom prvo se registruje porast nevakciresannficirane grupe pida na oko
7600, zatim dve grupe pik sa razliitim intermedijarnim vakcinama na oko 7100,
potom intermedijarna plus grupa oko 6100 i grupgaivakcinisana VHVT vakcinom
oko 2100 jedinice titra. Sa IBD plus testom 5Xalajihovog ogleda nivo spedifiih
antitela grupa pifia sa vVHVT vakcinom relativho miruje sa blagim peargem na oko
7000, ostale od 1800 do 2500 imaju porast na olx® 7€dinice titra a nevakcinisana
inficirana grupa prelazi nivo 7000 jedinice tittdakon vesté&ke infekcije mi smo u
ogledu detektovali brzu serokonverziju ktasm IBD testom, a o0 rapidnoj
serokonverziji koju su detektovali sa oba ELISAtde&lasénim i unapréenim testom
izvestili su Massi et al. (2008). Nagli porast aitantitela nakon veStie infekcije
nevakcinisane grupe jeéekivan zbog njihove potpune osetljivosti na inf@kcNesto
viSi nivo serokonverzije (nakon ve&ka infekcije) pilca vakcinisanih intermedijarnom
u odnosu na pite vakcinisane intermedijarnom plus vakcinom gov@m o Vvéoj
imunogenosti i sposobnosti im plus vakcina u zagtdativ IBD. Serokonverzija nakon
infekcije se razvija i kod VHVT vakcinisanih @i#i iako klastan IBD test pre veStiae
infekcije nije u dovoljnoj meri detektovao anti VRghtitela. Nakon infekcije titar
antitela je iznosio oko 3000 jedinice, kao odgowaraktivost vv IBD virusa ali i dalje
je to veoma niza vrednost serokonverzije nego ksidlih grupa. Méutim odlicna
serokonverzija VHVT grupe, postignuta je 48. oglgut@ vestéke infekcije) od 11447
jedinice titra, utufena merenjem unaptenim ELISA testom. Prema Prandini et al.
(2008) i Massi et al. (2008) grupa pdisa VHVT vakcinom relativho miruje sa blagim
poveanjem titra nakon infekcije ukoliko se koristi IBplus test, tako da odha
serokonverzija nakon vakcinacije VvHVT13 vakcinamagesiSe njihovu bolju

imunogenost, odnosno anti VP2 antitela izazvana W8/ vakcinom su zastitna i
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protiv vv IBD virusa i spréavaju pojavu klintkih simptoma bolesti, a samim tim i
reakcija antitela u vidu serokonverzije je manjd k&1VT vakcinisanih grupa pia.
Koristeti rezultate nalaza titra specifih antitela protiv IBDV-a, dobijenih
ELISA IBD plus testom, vrSili smo paienja o uspesSnosti vakcinacije i visini
serokonverzije po grupama g vakcinisanih razitim vrstama vakcine. Za
statisttku obradu uzeti su rezultati svih termina uzorkgaarosim prvog dana.
Analiziraju¢i pros€&ne vrednosti ustanovili smo da je grupa G1 imajaeda prosenu
vrednost titra antitela (9033£2494), a ova vrednedignifikantno véa od vrednosti
titra grupa G3,G4 i G5 (p<0.01). Ztmna razlika izméu grupe G1 i grupe G2
(8353+2395) nje ustanovljena. Samim tim je kod gr@® ustanovljen signifikantno
vedi titar (p<0.01) u odnosu na G3,G4 i G5. Iztuegrupa G3 (5988+2414) i G4
(6534+2456) ustanovljena je Ztagna razlika (p<0.05). U naSem eksperimentu,
merenjem IBD Plus testom vrlo ztagne razlike u visini titrova antitela su zabelezen
svim intervalima ogleda (14.,21.,28.,35.,48 i 7@)dameiu grupa piléa vakcinisanih
VHVT13 vakcinom (G1 i G2) i grupa vakcinisanih Ziviatenuiranim vakcinama (G3 i
G4). Poredé dve Zive atenuirane vakcine protiv IBD (G3 i G&phaajno visi nivo
titra antitela je utéen u grupi G4 (im plus vakcina) (Tabela 14 i 15fdgon 7 i 9).
Razlike u visini prosénih titrova antitela nakon pojave aktivnog imunskaggovora
kod grupa sa zZivim modifikovanim vakcinama (od 8ana ogleda ) kée se od 2000
do 3000 jedinice titra, pa i viSe, za koliko sutuasi u naSem ogledu rekombinantne
vektor vHVT13 vakcine pokazale & imunogenost u odnosu na zive atenuirane
vakcine protiv IBD (Tabela 14, grafikon 7). 8le rezultate kada je ¢eo boljoj
imunogenosti VHVT u odnosu na atenuirane Zive vekciiznose (Prandini et al.,
2008; Massi et al.,2008; Lemiere et al., 2013). iszenet al. (2013) vrSili su seroloski
monitoring pilca od roditelja razdito vakcinisanih protiv IBD. Prvu grupu pi su
vakcinisali vektorskom vHVT, drugu vektor vHVT iaktivisanom i tréu grupu samo
inaktivisanom vakcinom protiv IBD. Tokom tova géi IBD plus testom pratili su
kinetiku smanjenja antitela. Zéana razlika srednjih vrednosti titara je zabelezen
izmedu prve i trée i druge i trée grupe u svim intervalima merenja. Nemacafae
razlike izmeu prve i druge grupe, odnosno izinepilica poreklom od roditelja koji su
najmanje jednom primili vHVT vakcinu protiv IBD ppg dana odgoja. Kod ptha
poreklom od roditelja vakcinisanih vektor vHVT13kesom utviden je visi titar

antitela na IBD sa sporijom kinetikom smanjenjatata.
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Moze se ré da se naSe patenje o uspesnosti raiiih IBD vakcina mereno
kroz dostignuti nivo antitela, poklapa sa istranjyaa koja ukazuju da su vHVT vektor
vakcine imunogenije od atenuiranih Zivih vakcinailflbt et al., 2007; Le Gros et al.,
2009).

Seroloski monitoring jata IBD plus ELISA testom ari&¢enje novih smernica
za tumaenje rezultata je vrlo koristan za procenu efikasineakcinacije kao i duzine
perzistencije antitela, posle vakcinacije vVHVT vialaena. Nasi rezultati pokazuju da su
proseni titrovi antitela bili uvek visi od 5000 jedinic&ajnizi u tré&oj nedelji 5097 u
grupi G2 i ucetvrtoj nedelji 6001 jedinice titra u grupi G1. Mg pros€an nivo titra
antitela utvden je krajem sedme nedelje ogleda i iznosio je T1A44sok nivo titra
antitela odrzao se do 10. nedelje i kraja eksperiajékada je iznosio 11283 u grupi G1
i 10970 jedinice titra u grupi G2 (tabela 14, grafi 7). Koeficijenti varijacije grupa
vakcinisanih vHVT 13 vakcinom su bili almio ispod 30% ( od 4 do 34%), Sto ukazuje
na homogen i uniforman imunski odgovor. Testirangim seruma pidia vakcinisanih
VHVT13 vakcinom nismo registrovali jedinke koje umiseagovale na vakcinaciju a
stopu registrovanih jedinki (na 1100 ptica) koje sz odgovora na vakcinaciju od
0,4% ptica utvrdili su Prandini et al. (2008).

Visina titra antitela od 11447 u 7 nedelji naSededg, Sto je 4,05 log.10 je
identiéan rezultatu Tsukamoto et al. (2002) i Rania ef24112) koji su izneli da je kod
SPF pilta vHVT vakcina izazvala visok titar 4 10g.10, saydtrajnim platoom oko 6.
nedelje uzrasta pda. Pomenuto je da je kod nas najvisi titar antitgatignut u 7
nedelji 11447 jedinice a da je u vrhu ostao do d@efje ogleda. Rania et al. (2012) su
izvestili da zbogéelijske prirode vektor vakcine (HVT virus je vezaa ¢eliju), ona
omogu«ava dugotrajnu zastitu, duze od 9 meseci premaovyim eksperimentu.
Tsukamoto et al. (2002) dalje izveStavaju da imumglgovor na VP2-IBD antigen
raste za 16 nedelja kod p#i posle vakcinacije sa vHVTKao razlog navode
akumuliranje VP2 antigena u citoplazmi iz koje \ksintinuirani podrazaj imunskog
sistema pika. Na$ ogled je trajao ki u okviru tog perioda postignut je visok
zastitni titar antitela koji je trajao tokom celogleda Sto se slaze sa rezultatom Rania
et al. (2012) koji su najvisi ELISA titar utvrdii nedelje posle vakcinacije, a posle se
titar postepeno smanjivao do kraja eksperimentajnaitar zastitnog nivoa. Najvisi SN
titar je dobijen u tréoj nedelji posle vakcinacije i ostao je u vrhu don@delje posle
vakcinacije i onda je titar postepeno opadao. Msgeréi da se naSi rezultati

serokonverzije podudaraju sa istrazivanjima kojazuku da je dobra vakcinacija sa
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VHVT vektor vakcinom uvek ptegna odliinom serokonverzijom (Bublot et al., 2007) i
da se serokonverzija moze registrovati 6 nedelgepeakcinacije kod brojlera (Ismail
and Saif, 1991; Bublot et al., 2007; Le Gros gt2009).

Sa kombinovanom upotrebom oba IBD ELISA testa bs§evrsi monitoring i
razlikovanje izméu vHVT izazvanih antitela (anti VP2 koja se samoe#&eiju IBD
Plus testom) i IBDV infekcijom indukovanim antitela (ukljwujuéi i anti VP3 koja se
detektuju klaginim IBD testom). Visoki titrovi antitela su detekemi kod IBDV
zarazenih pitia ili pilica koji su vakcinisani Zivim atenuiranim vakcinankayisteti
oba testa. Nasuprot gilivakcinisani vHVT vakcinama su imali visoke titewantitela
sa IBD Plus ELISA testom i niske titre sa ktasm IBD testom (Prandini et al., 2008;
Massi et al.,2008). NaS ogled i ogledi drugih amtgasno su pokazali da se
kombinovanom upotrebom oba IBD ELISA testa jednostapravi razlika izméu
pilica vakcinisanih vektorskom vHVT13 i zivim atenuinanivakcinama. Méutim
kada je u pitanju razlikovanje titra antitela odidga vakcinisanih zivim atenuiranim
vakcinama i pika posle prirodne ili vestke infekcije sa vvIBD virusom razlika u
serokonverziji se utduje tako Sto se posmatra porast titra antitelaiddas 1BD
testom (nas ogled), koji bi kod vektorskinh vVHVT1® Imizak, a posle infekcije u toj
grupi on raste ali svakako mnogo manje nego kadapitakcinisanih zivim vakcinama
koji su nakon toga inficirani ili kod inficiranihilpca.

Uporednom analizom sa unageaim IBD plus testom nivo spedifiih antitela
pilica sa vVHVT13 vakcinom (koji je ¢evrlo visok), nakon infekcije relativno miruje sa
blagim povéanjem. Piléi vakcinisani zivim vakcinama pre infekcije, imagnaajno
nizi titar od vHVT vakcinisanih IBD plus testom micce nakon infekcije gotovo doéti
njihov nivo, dok¢e nevakcinisani a inficirani sa serokonverzijombai@ti nivo VHVT
vakcinisanih piléa (Massi et al., 2008).

Medutim ima i misljenja da to nije potpuno precizndavoljno i da sadasnji
IBD testovi ne dozvoljavaju diferencijaciju izdwe zarazenih pifa i pilica
vakcinisanih sa atenuiranim zivim vakcinama. To peblem, posebno kada se
posmatraju lezije na burzi. Za razliku od vektonskHVT, klastne atenuirane vakcine
cak i intermedijarni sojevi, taki® mogu izazvati burzalne lezije, i jedinichada se
napravi razlika vakcinisanih od zarazenih gailje da se amplifikuju i sekvenciraju
delovi RNA soja virusa IBD odgovornog za @d&rja BF (Block et al., 2007; Bublot et
al., 2007).
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Rezultati mnogih studija ukazuju na sposobnost vHX¥8kcina da izazovu
imunski odgovor pilkia sa visokim nivoima MDA (Le Gros et al., 2009; @@n Rojs et
al., 2011). Mdutim pili¢i vakcinisani atenuiranim zivim vakcinama i odgo\anttitela
u tom uzrastu, pokazuju da intermedijarne vakciamaju sposobnost da pre\@agi
MDA. S druge strane, IBD atenuirane vakcine mogu (idéerferiraju sa ostalim
vakcinacijamaometaju druge vakcine (Mazariegos et al.,1999).

Radi ispitivanja uticaja vHVT vakcina protiv IBD rs&rokonverziju i uspesnost
drugih atenuiranih vakcina koje se koriste zaizasid zn&ajnih bolesti, 70. dana na
kraju eksperimenta izvrSili smo kontrolu imunskaggovora na ND i IB zivine kod
svih grupa (Tabele 16,17,18,19; Grafikoni 10 i Hrpséne vrednosti za HI test grupa
G1,G2,G3,G4 i G5 su recipgnoe vrednosti 115,2; 73,6; 121,6; 118,4 i 112 redom
navaienja ili 4,75; 4,30; 4,80; 4,78 i 4,72 log 2, redoavalenja. Nisu ustanovljene
zn&ajne razlike izméu proseénih vrednosti Hl titra antitela na ND%p,05). Kod svih
grupa zabelezeno je visoko variranje u HI titringekje nastalo verovatno zbog toga
Sto su do kraja naSeg ogleda bile sprovedene kcivacije atenuiranim Zivim
vakcinama protiv ND, bez buster uljne inaktivisavekcine koja bi stabilizovala
imunski odgovor i prikazala ga sa manjim varijatig@a ldenttan rezultat naSem,
prezentuju Hesham Sultan et al. (20Xk®)j takode razmatraju uticaj IBDV vakcina na
seroloSki odgovor protiv drugih bolesti, prikaztijuezultate na ND i Al. Nisu
ustanovili zn&ajne razlike u Hl titrovima antitela za Al i ND kaadli¢a u dve raztiito
vakcinisane farme 35. dana starosti¢ailiHI titrovi antitela na ND iznosili su 4,6 log2
i 4,3 log2 za pilte na farmama A i B, redom nalenja, farma A sa rHVT, a farma B
sa intermedijarnom i intermedijarnom plus vakcin@gledpokazuje da rHVT vektor
vakcina ne interferira sa Zivim vakcinama protiv NDAI, Sto su takde ranije
ustanovili Bublot et al. (2007).

Proséni titrovi antitela na IB utueni ELISA testom kod pitia koji su
prethodno vakcinisani Masachussets sojem i vanjantIB virusima, utvdeni na kraju
ogleda iznosili su za grupe G1,G2,G3,G4 i G5: 4B43261,1; 4078,7; 3647,3 i
4866,2 , redom nadenja. Samo je izndel grupa G5 (kontrolna grupa) i G4 (im plus)
ustanovljena zr@jna razlika prosaih titrova na IB (p0,05), u korist kontrolne grupe
pilica (Tabela 18 i 19, grafikon 11). Mogije da je intermedijarna plus Nobilis 228E
vakcina protiv IBD kojom su vakcinisani iiiiz grupe G4 proizvela kratku i prolaznu
imunosupresiju koja se reflektovala na titar atditea IBV ili ELISA metod kojim su

utvrdivana anttiela na IBV nije dao najpreciznije poaatkaktuelnoj zastiti protiv IBV.
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MiSljenje temeljimo na saznanjima RautenschleinHstase (2005), da je
oporavak ost&ene BF sporiji zbog eg priliva (nakupljanja) aktiviranih €elija koje
imaju negativan uticaj na oporavak burzalnih folikul da destrukcija Fabricijusove
burze (Sto se drastio desilo u grupi G4) moZe nepovoljno uticati nauttat
vakcinacije protiv infektivnog bronhitisa (Sundiekal., 1973).

Da imunosupresivni efekat intermedijarnih plus ciak moze da ute na
zastitu Zivim vakcinama protiv drugih bolesti utdrdu Rautenschlein et al. (2011)
posle primene VHVT i imuno-kompleks vakcine (kogd&i intermedijarni plus soj
IBD) in ovovakcinacijom piléa. Pilii iz grupe koja je vakcinisana sa imuno-kompleks
vakcinom, a koji su vakcinisani protiv ND 15. dgyasle izvdenja, u vreme kada IBD
vakcinalni virus izaziva lezije na BF (jasno obj@#o histoloSkim ispitivanjima od 12.
dana a B/BR odnosom od 21.dana), imali su nizi éitditela na ND u odnosu na grupu
pili¢a vakcinisanu vHVT vakcinom.

Ova studija pokazuje da imuno-kompleks vakcines Mosfagu imunosupresiju
odgovora antitela nakon ND vakcinacije, a da vH\&@kaina ne stvara vidljive efekte
(nisu utvdeni efekti) na imunski odgovor protiv ND Sto je it®no i u naSem ogledu.

U naSim istrazivanjima je pokazano da vHVT13 vakanisu imunosupresivne,
a na osnovu imunskog odgovora na ND i IB, premdsmaoi ustanovili ni bolju
serokonverziju vVHVT13 vakcinisanih grupa pdi protiv drugih bolesti. Rezultati
imunskog odgovora na ND i IB nakon primene vHVTHkeine u naSem ogledu, slazu
se sa ispitivanjima Bublot et al. (2007) i Raniaakt(2012),¢ija su eksperimentalna
ispitivanja pokazala da vHVT vakcina nije ometataunski odgovor posle vakcinacije
klasicnim ND ili IB vakcinama. Takée, Darteil et al. (1995) i Pitcovski et al. (20@8)
dokazali dacak i aplikacija trostruke doze vakcine vVHVT (rVPitigen) kod ptica ne
ometa sintezu antitela nakon vakcinacije protipiatie kuge Zzivine ili infektivhog
bronhitisa klaginim zivim vakcinama u daljem toku odgoja.

Drug&ije rezultate od naSih, odnosno bolju serokonvernig druge klagne
vakcine protiv zn&jnih bolesti piléa vakcinisanih vHVT13 vakcinom, prikazuju
Prandini (2012) i Rautenschlein et al. (2013). Wi&ir antitela su utvrdili protiv ND, 1B
i EDS u grupi pilea vakcinisanin vHVT vakcinom u patenju sa grupama
vakcinisanim im i im plus IBD vakcinom, ukazdgjuna oStéenja Bc¢elija kod pilica
vakcinisanih sa zivim atenuiranima vakcinama. Treba da su nasSi vakcinalni
programi bili dosta raaliti. Pre svega autori su 42. dana ogleda koristikter uljnu

inaktivisanu polivalentnu vakcinu. A tafte zastita protiv IB varijantnim sojem je bila
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znatno ranije obavljena nego kod nas. Mi smo zagtiigim atenuiranim vakcinama u
vreme ogleda uradili u skladu sa nasom terenskoakspm gde se tako rano ne
praktikuje primena inaktivisane vakcine. U dngremenu takde primenjujemo raniju
zastitu varijantnim IB vakcinama kod [gii.

Potpuno drugdje Ashash et al. (2013), prezentuju da su¢piakcinisani sa
klasicnim zivim vakcinama stekli raniju i bolju zastiturgbv vvIBD nego pilti
vakcinisani sa VHVT i imuno-kompleks vakcinama. Qrakljwuju da zaStita sa
klasicnim zivim atenuiranim IBD vakcinama obezoge da nema negativnog efekta na
imunski odgovor nakon vakcinacije ND vakcinama, forezultat i naSeg ogleda.
Autori postavljaju pitanje da li uopste neka valkcimbog diversifikacije virulencije
IBDV moze da zastiti protiv vwIBD, IBDV i varijanth sojeva.

<)>

Protaina citometrija (eng. flow cytometry) manje se pnmuge kod zivine nego
kod ljudi, i viSe se fokusira na karakterizacelija u BF, timusu i slezini kod péa,
premda ima nekoliko studija sa imunofenotipizacijpemiferne krvi kod pika (Czekaj
et al., 2005; Bohls et al., 2006; Fair et al., 2008

O efektima vakcina protiv IBD na cirkulida B i T c¢elijske populacije,
citometrijskim analizama perifernih krvnih leukaxitizveStavali su Corley and
Giambrone (2002) i Rautenschlein et al. (2011).t&achlein et al. (2011) su posle in
ovo primene VHVT i imuno-kompleks vakcine, utvrdili dgauno-kompleks indukuje
zna&ajnu redukciju broja cirkuligih B ¢elija od 21. dana posle iz&#enja. Imuno-
kompleks vakcine podaju humoralni imunski sistem, smanjéjucirkuliSuce i
intraburzalne Bcelije (Bu-1 pozitivne Bcelije). | pored toga Sto se vHVT vakcina
detektuje ne samo u slezini¢veu BF (PCR) ona ne stvara vidljive (ne detektayan
efekte na T ili Bcelijske populacije limfocita.

Prandini (2012), Rautenschlein et al. (2013) in@nai et al. (2016) su dokazali
da zive modifikovane vakcine smanjuju broj cirkudith B limfocita (brojanje vrSeno
42. dana starosti p#a) u pordenju sa rekombinantnom vektor vHVT13 vakcinom.
Dve nedelje posle vakcinacije grupe ali modifikovanim Zzivim IBD vakcinama
(intermedijarna i intermedijarna plus), analiza tpéaom citometrijom pokazala je
zna&ajno smanjenje procenta cirkul&l B ¢elija u poréienju sa grupom pita koja je
vakcinisana vektor vHVT13 vakcinom i kontrolnom goun.

Do sada su radi detekcije B cirkulé limfocita uglavnom kori&na obojena

IgM™i Bu-1b obeleZzena monoklonska antitela (mAb) zar§iogke receptore (markere)
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IgM B limfocita, iz ¢ijih plazma celija nastaju imunoglobulini M klase (IgM).
Imunoglobulini M klase su primarna, kratkotrajnantitela koje produkuju Eelije i
koja se stvaraju kao odgovor na¢ptku ekspozicije antigena. Mi smo ispitivali nivoe
imunoglobulina Y (H+L) (IgY), 48. dana ogleda, 28n& nakon primene Zivih vakcina
(tabela 20, grafikon 12) i 59. dana ogleda, 11 daakon veSt&ke infekcije (tabela 21,
grafikon 13). IgY su najbrojniji kod ptica, nalage u krvi i Zzumancetu i po funkciji i
strukturi su najstiniji imunoglobulinima G (IgG) i imunoglobulinima EIQE) kod
sisara. Koristili smo Rabbit (Isotype) anti-Chickigry (H+L) sekundardna poliklonska
antitela obojena fluorescein isothiocyanatom (FITQ)rikazano kao zelena
fluorescencija na dijagramima i histogramima (Pzikh a,b,c,d,e,f,g, tkasti plot,
histogram i Prikaz 2. a,b i ¢). u odeljku metode.

Cetrdesetosmog dana ogleda nije déwra statistika razlika (p>0,05) u nivoima
IgY B ¢elija izmeiu grupa vakcinisanih vektor vakcinama (G1 i G2)grvakcinisanih
zivim atenuiranim vakcinama (G3 i G4) i kontrolneuge (G5). Prosme vrednosti
procenata IgY B pozitivniRcelija u ispitivanim eksperimentalnim grupama bile s
ujedna&ene bez velikog variranja i kretale se od 90,5PH®6 % IgY. Pedesetdevetog
(59.) dana ogleda talle nije utvidena statistka razlika (p>0,05) u nivoima IgY B
¢elija izmeiu grupa vakcinisanih vektor vakcinama (G1 i G2ypgr vakcinisanih zivim
atenuiranim vakcinama (G3 i G4) i kontrolne gru@@®). Proséne vrednosti procenata
IgY B pozitivnih ¢elija u ispitivanim eksperimentalnim grupama bilewgedng&ene bez
velikog variranja i kretale se od 92,56 do 94,96¢%. Visok procenat imunoglobulina
Y klase pokazuje da su to najbrojnija antitela w kili ¢a, da nastaju kasnije za razliku
od imunoglobulina M koji predstavljaju primarna iagien i brze nestaju iz cirkulacije i
da sekundarna poliklonska anti gée IgY antitela koja su koé&na za analizu
obezbduju vetu osetljivost za vezivanjem imunoglobulina IgY odinparnih
monoklonskih antitela.

Za razliku od ututenih smanjenja nivoa IgM B cirkuligih celija nakon
primene Zivih atenuiranih vakcina protiv IBDV (Pdami et al., 2016)i zn&ajne
redukcije broja cirkuliséih B ¢elija izazvane imuno-kompleks vakcinom u odnosu na
vektor vakcine i kontrolnu grupu (Corley and Giaor, 2002;Rautenschlein et al.,
2011), nema smanjenja nivoa IgY nakon vakcinadtjanakon vestake infekcije. 59.
dana naSeg ogleda (11 dana nakon vkétanfekcije) rezultati prottne citometrije

takale pokazuju da nema statisiih razlika izmeu grupa, u nivoima IgY klase
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(Tabela 20 i 21). Procenat IgY pozitivnéelija je oko 80% a u odnosu na CDdd
92,56 do 94,59 %.

Moze se ré da se naSi rezultati poklapaju sa istrazivanjiiai et al. (1981) i
Petkov et al. (2009) koji navode da pored registnmg pada broja (dve subpopulacije)
IgM B ¢elija u BF nakon vestae infekcije, i obe grupe IgG i IgM Belija u slezini,
posle vesStke infekcije, nisu udli pad IgGcelija u perifernoj cirkulaciji.

Isti autori navode da i pored smanjenja populdgigglija u burzi Fabrici posle
izlaganja piléa virusom IBD, ne dolazi do smanjenja nivoa ukupsgrumskih
imunoglobulina (IgA,IgY i IgM), niti da IBD virus tice na IgY i IgA B¢éelije u slezini
pilica. S tim Sto su merenje nivoa imunoglobulina Ig¥IlVELISA testom.

Humoralna imunodepresija i imunosupresija od IBDWoge biti povezana sa
lizom antitela proizvedenim od IgM B limfocita) jeoje utvidena i nastaje zbog
deplecije pre svega IgM B limfocitniéelija u BF (Rodenberg et al., 1994; Kim et al.,
2000; Petkov et al., 2009) i smanjenja primarnilitala produkovanih od IgM B
limfocita u perifernoj cirkulaciji (Da Silva Martset al.,1992; Prandini et al.,2016) i ne
odnosi se na serumske imunoglobuline Y klase (Hitail.,1981; Petkov et al., 2009).
Na nivoe procentualne zastupljenost IgY u perifeaidkulaciji 48. dana ogleda nisu
imale uticaj razliite vakcine korigene protiv IBD. Zive atenuirane vakcine nisu utcal
na smanjenje IgY Belija u perifernoj cirkulaciji kao Sto je utdeno za IgM Bcelije.
Takaie na nivo procentualne zastupljenost IgY u perdgnirkulaciji 59. dana ogleda
nije imala uticaj veStka infekcija vvIBD virusom kao Sto je utdeno za IgM Béelije
u perifernoj cirkulaciji piléa.

Cinjenica da nismo utvrdili smanjenje imunoglobulig u cirkulaciji nakon
vesStake infekcije (tabela 20,21) je u skladu sa miSgemjResanovi(2015) da virus
GB dovodi do citolittke infekcije IgM pozitivnih B limfocita te je samprimarni
odgovor antitela (IgM) osten dok je sekundarnicavan (IgY). Smatra se da
destrukcija Ig produkujih B ¢elija predstavlja verovatno glavni mehanizam ndstan
imunosupresije humoralnog imunskog odgovora.

Limfocitni ¢elijski povrSinski molekuli se rutinski detektuja anti-leukocitnim
monoklonskim antitelima (mADb). Koriste razlicite kombinacije monoklonskih
antitela, mogte je profilisati i izvrSiti imunofenotipizaciju rézitih leukocitnih
subpopulacija.

Pileca (Gallus gallus domesticus) populacija T limfoititdelija moze da se

podeli, u podskupove na osnovu ekspresije (izrazgjaovih proteina na povrsini
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¢elija, kao Sto su klasteri diferencijacije (CD-d¢krs of differentiation, ¢elijski
povrSinski markeri, antigeni na povrSini celija, proteinski receptori na povrsini,
biliezi itd). Najzastupljeniji i najvise iziavani CD molekuli su CD4i CD8', koji su
markeri za dva razlita subtipa T limfocita. Mnoge virusne infekcijedukuju jake
odgovore T¢elija (Doherty and Christensen, 2000). Nekolikotargirusa kao Sto je i
HIV kod ljudi, dovodi do unidtavanja CD4 éelija. Odnos CD4/ CDS§" cirkuliduih
limfocita je vaZzan za dijagnozu nekih virusnih Istidod ljudi (Altfeld and Rosenberg,
2000), vazan je i za razumevanje bolesti kogindnjaka. Smatra se da suc@élije
takaie kritican aspekt za istrazivanje imunskog sistema i kadap{Sitati and
Diamond, 2006).

Imuna kompetencija domima mozZe da se proceni na osnovu nekoliko
parametara, ukljtujuci i odredivanje cirkuliSi¢ih populacija T limfocita (Dietert et al.,
1994). Smatra se da su populacije limfocita perdekrvi pilica odreéiene genetskom
kontrolom (Ewald et al., 1996; Zekarias et al., 200Postoji nekoliko studija koje su
ocenile populacije limfocita u kontekstu pojedirbolesti. Koltina i proporcija T
¢elijskih populacija iz periferne krvi ima uticaj maunokompetenciju i odgovorne su
za osetljivost ili rezistenciju na bolesti (Wilsehal., 1992; Yun et al., 2000).

U radu smo u tri vremenska termina ogleda analizodnos T helper i T
citotoksiénih limfocita iz periferne cirkulacije pita prot@nom citometrijom. Za
analizu su korig&na CD4 monoklonska antitela obelezena FITC konjugatonDBT
monoklonska antitela obelezena phycoerythrin (RR&)jugatom. Upordivali smo
CD4'/CDS8' T ¢elijski odnos kao meru imunokompetencije (Char ¢t1890). Proséne
vrednosti procenata pozitivnin CD4 CD8" ¢éelija i pros¢an odnos CD4i CD8" T
¢elija 28. dana ogleda (pre primene atenuiranirhanakcina protiv IBD) je iznosio od
2,63 do 3,13 kod svih grupa (Tabela 22). Nisu déme znaajne razlike prosmih
odnosa CDZCDS8’ po grupama (p>0,05). Rezultati présén odnosa CD4CDS8" pre
primene zivih atenuiranih vakcina protiv IBD, u attl su sa rezultatima Bridle et al.
(2006) koji su imunofenotipizacijom limfocitnih spbpulacija u perifernoj krvi Zivine
ustanovili da je odnos CDACDS’ T limfocita laboratorijski uzgajanih péa bio od
2,93 do 3,25 i slazu se sa rezultatima Fair ef28I08) koji su imunofenotipizacijom
populacije limfocita iz periferne krvi pda odgajanih u sistemu slobodnog gajenja
(eng. free-range), ustanovili da su CD#onoklonska antitela reagovala sa 4-31%
limfoidnih ¢elija krvi a CD8 od 1-10% limfoidnih¢elija krvi, $to zn&i da su CDAT
celije zastupljene gotovo tri puta viSe u periferdgji zivine. Razléiti procenti
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populacija limfocita u odnosu na vrednosti koje smiodobili u istrazivanju mogu da
se objasne time Sto su Fair et al. (2008) istovrenpatili broj T ¢elija u odnosu na
ukupne limfoidnecelije, dok se nas rezultat odnosi samo nauwsebni odnos CDA4i
CD8" T ¢elija. Naime Fair et al. (2008) su koristili slédeanti-piléa antitela, u
kombnaciji, za proténu citometriju: CD3, CD4’, CD8" i CD45 koja su eksprimirana
na svim hematopoetskitelijama i koja pokazuju ukupne limfoidigelije krvi.

Proseéne vrednosti procenata pozitivnih CDACDS8’ ¢elija i pros¢an odnos
CD4" i CD8' T ¢elija 48. dana ogleda (20 dana nakon prve priméseuaanih zivih
vakcina protiv IBDV i 14 dana nakon druge primeséhi vakcina), pokazuje vrlo
zna&ajnu razliku (p<0,01) po grupama pdi vakcinisanih raztitim vakcinama protiv
infektivne burzalne bolesti. Grupe G1 i G2 (vHVT&kcina protiv IBD) i kontrolna
grupa G5 su imale prosan odnos CDZ4CDS8" T ¢elija: 2,74; 2,62; 2,96 redom
navaienja i izmeéu njih nema zn&jnih razlika (Tabela 23,24, grafikon 14). Proge
odnos CDZ/CDS8" T ¢elija u grupi G3 (intermedijarna vakcina protiv IBDgrupi G4
(intermedijarna plus vakcina) opada na 1,95 i Ir@@om navdenja (tabela 25,26,
grafikon 14). Grupa G3 sa prés®m vrednodu odnosa CD4CDS8" T éelija od 1,95
statisteki signifikantno je manja (p<0,01) od vrednosti gaipe G1 i G5 i zn&jno
manja (p<0,05) od grupe G2. Grupa G4 imala je agaproséan odnos CD4i CD8' T
¢elija od 1,76, Sto je statigki signifikantno manje (p<0,01) od prase vrednosti
grupa G1 i G2 (vHVT13) i G5 (kontrola). Stati#ta analiza pokazuje da upotreba
rekombinantne vHVT13 vakcine za zastitu od IBD sawne utie na smanjenje odnosa
CD4'/CDS8" T ¢elija u perifernoj cirkulaciji pika. Upotreba Zivih atenuiranih vakcina
protiv IBD uti¢e i zn&ajno smanjuje odnos CDIEDS" T ¢elija u perifernoj cirkulaciji
pili¢a.

NaSi rezultati se slazu sa zapazanjima Bridle .€2806) koji ukazuju na to da
genetska selekcija, intenzivna imunizacija i driadgtori zivotne sredine uklgeni kod
komercijalno gajene zivine imaju ztgan modulatorni efekat na T limfocite, duéi
na CD4/CD8" odnos kao meru imunokompetencije. Taj odnos kothekaijalno
uzgajanih piléa, intenzivno vakcinisanih i starijih je manji idée se od 1,3 do 1,9 a
kod nas je iznosio za grupu G3 (1,95) a za grupy1x4). NeSto manje proporcije su
zabelezene u studiji Fair et al.( 2008) a zavisilenajverovatnije od starosti zivine u
ogledu. I drugi autori su utsiivali limfocite iz cirkulacije kod mladih nosiljaalgodinu
dana starosti. Nivo cirkuli$ih T ¢elija pilica opada sa star@s (Cheng et al., 2001;

Berndt et al., 2006), a rezultati suc¢sli sa rezultatima prethodnih autora. Intenzivna
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imunizacija protiv zajeddkih zivinskih patogena (u naSem &ju imunizacija zivim
atenuiranim vakcinama protiv IBD) & na proporciju i odnos cirkuliin T celija.
Posle intenzivnih imunizacija belezi se péamje procenta COST citotokstnih éelija
krvi a samim tim je smanjen odnos T limfocita (CE2DS8"). U grupama G1 i G2 gde
je primenjena rekombinantna vektorska vakcina (VA®)Tnije zabelezen smanjeni
odnos CD#/ CD8' T cirkulidwih limfocita.

Pedesetdevetog dana ogleda (11 dana nakonckeStafekcije vviBDV),
pros&éan odnos CDZ4CD8" T ¢elija je kod svih eksperimentalnih grupa snizen i
iznosio je 1,071; 1,098; 1,063; 1,089; 0,997, réxtham od grupe G1 do grupe G5,
indikuju¢i smanjenje imunokompetencije (Tabela 22). Nisudgme zn&ajne razlike
prose&nih odnosa CD4CDS8" T ¢elija izmetu grupa (p>0,05). Za razliku od dobijenih
prose&nih vrednosti odnosa CDMEDS' T éelija krvi posle vakcinacija, gde se beleZi
bolji odnos kod grupa pda vakcinisanih vHVT13 vakcinom, nakon ve$ta infekcije
odnos CDZ/CDS8’ T ¢elija je identkan i smanjen kod svih grupa p#i, nezavisno od
vrste vakcine i nédna vakcinacije protiv IBD. Nakon ves$te infekcije pilca vv IBD
virusom i kod grupa pitia G1 i G2 sa vHVT13 vakcinom utieno je smanjenje
odnosa CDZCDS8" T ¢elija krvi. Smanjenje odnosa CDEDS’ T ¢elija krvi nakon
vesSta&ke infekcije je u skladu sa promenama odnosa itzdl ¢elija nakon infekcije
IBD virusom koje su utvrdili Kim et al., (2000). bjihovim eksperimentima prvih 7
dana nakon infekcije broj CD4 CD8' T ¢elija je podjednak nema razlike u broju kod
T ¢elija. Nakon 7 dana infekcije i kasnije oko 2. nggleelativan broj burzalnih CD4
T ¢elija opada na 10% od ukupnih burzaldédija a nasuprot tome raste broj CDB
(T citotoksini limfocit) éelija iznad 20%. Razlika je u véini odnosa CDACDS8' koji
je kod burzalnih T¢elija pre infekcije oko 1, a kod cirkuligiln T ¢elija pre infekcije
dosta viSi i iznosi od 2 do 3. Posle infekcija IBiPusom nema smanjenja ukupnih T
¢elija u BF i krvi, naprotiv njihov broj se uvava ali dolazi do promene odnosa
CD4'/CD8" (Helper/Suppressor (H/S) ratid smanjivanja regulatornin CDAT
limfocita i poveanja efektorskitCD8" citotoksinih T limfocita.

Bez obzira Sto je nakon infekcija IBD virusom utena humoralna
imunodepresija i pad broja B limfocita a nijecana celularna imunodepresijaipad T
¢elija krvi i burze (naprotiv dolazi do po¢@nja njihovog ukupnog broja) (Rodenberg
et al.,1994), nakon infekcije dolazi do promene astaplijenosti T limfocita

(imunomodulatorne prirode) koje @i na imunokompetenciju doriiaa.
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7. ZAKLJU CAK

Na osnovu dobijenih rezultata i podataka iz literat moze se zakiti sledete:

1. Na osnovu préenja klinickin znakova i mortaliteta pida nakon veStke
infekcije vwIBDV, potpuna zastita je postignuta kgaipa G1 i G2 koje su vakcinisane
rekombinantnom vHVT13 vakcinom protiv infektivne rbalne bolesti, a delirina,
kod pilica u G3 i G4 grupi vakcinisanih intermedijarnom iitermedijarnom plus

vakcinom protiv infektivne burzalne bolesti.

2. Nakon vesStéke infekcije nisu utene patoanatomske promene u grupaméapili
vakcinisanih rekombinantnom vHVT13 vakcinom (G12)Gdok su u grupama G3 1 G4
vakcinisanih Zivim atenuiranim vakcinamaceae patoantomske promene dig za

infektivnu burzalnu bolest samo kod uginulih jedink

3. Vrednosti indeksa ,masa burze/telesna masa-BBR | BBeksa“, nakon
vakcinacije, nakon vestke infekcije i na kraju eksperimenta kod G3 i Gdpg pilca
vakcinisanih zivim atenuiranim vakcinama protiveakfivne burzalne bolesti su bile
statisteki znatajno nize u odnosu na kontrolnu grupu i u odnosgnmipe pilta G1 |
G2 vakcinisanih rekombinantnom vHVT13 vakcinomg &kazuje na to da je nakon
vesStake infekcije stepen ostenja i atrofije burze Fabricii znatno manje izraem
grupa pilta imunizovanih rekombinantnom vHVT13 vakcinom, @di i dalje postoji

delimi¢na atrofija.

4. Odreiivanjem titra antitela na virus infektivne burzalmelesti i njihovih
pros&nih vrednosti u svim terminima uzorkovanja krvirativanih IBD plus ELISA
testom (,unapréena ELISA"), utvdeno je da su G1 i G2 grupe pdi vakcinisnih
rekombinantnom vHVT13 vakcinom imale Ziago vee vrednosti (p<0.01) u odnosu
na vrednosti titra antitela G3 i G4 grupe dali vakcinisnaih Zivim atenuiranim
vakcinama protiv infektivne burzalne bolesti, Ste {lokaz bolje imunogenosti

rekombinantne vHVT13 vakcine.

5. U cetvrtoj nedelji starosti u@va se pad titra antitela protiv infektivnhe burzaln
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bolesti odrdivanih klasénim i ,unapreienim“ IBD plus ELISA testom, kod pda
vakcinisanih zivim atenuiranim vakcinama protiv IBR0o nije ustanovljeno kod pik
vakcinisanih rekombinantnom vHVT13 vakcinom, Steedstavlja dokaz uspesSnog
prevazilazenja opadanja spediih antitela nakon imunizacije rekombinantnom
VHVT13 vakcinom.

6. Rekombinantna vHVT13 vakcina protiv IBD nije supmiata imunski odgovor
nakon imunizacije pifia protiv atiptne kuge Ziivine i infektivnog bronhiitsger nije
ustanovljena zr@ajna razlika prosmih vrednosti titra antitela na atfipiu kugu zivine
(p>0,05), dok je na infektivni bronhitis ustanovljer@etajna razlika samo iznde G4 |

G5 grupe na kraju ogleda (p<0,05).

7. Odretivanjem koncentracije imunoglobulina klase Y (Igiije bilo statisttki
zn&ajnih razlika izméu grupa ni nakon vakcinacije protiv IBD, niti nakeeStgke

infekcije.

8. Odrativanjem prosénih vrednosti pozitivnin CD4i CD8" limfocita i njihovog
medusobnog odnosa nakon vakcinacije protiv IBD ust§ene je da su te vrednosti
statistEki znatajno nize kod grupa pda imunizovanih atenuiranim Zivim vakcinama, u
odnosu na vrednosti kod grupa i imunizovanih, rekombinantnom, vHVT13
vakcinom i kod nevakcinisane grupe ¢dlj na osnoviega se moze zakljii da je
dosSlo do delimine supresije celularnog imunskog odgovora nakonninagije
rekombinanthnom vHVT13 vakcinom, ali u manjem stepen odnosu na supresiju

izrazenu kod pitia imunizovanih zivim atenuiranim vakcinama.

9. Nakon vestéke infekcije vvIBD virusom prog@an odnos CD%4/ CD8 T
limfocita u perifernoj krvi piléa je kod svih grupa statigki znatajno snizen, bez
zna&ajnih razlika izmdu grupa, indikujdi smanjenje imunokompetencije bez obzira na

n&tin vakcinacije protiv IBD.
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Usjasa o ayTopcTay

MotnucaHu-a __ Miroljub D. Dagi¢

6poj ynuca

U3jaBrbyjem
fa je noktopcka AncepTalumja nos Hacnoeom

Imunski odgovor koka nosilja u odgoju nakon primene rekombinantne vektorske i
zivih modifikovanih vakcina protiv infektivne burzalne bolesti

® Pes3ynTaT ConcTeeHor VCTpaxuneavkor pazga,

¢ AanpearoxeHa AucepTauuja y LenuHn Hu Y Aenosnma Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujare 6uno koje Aunnome npeMa cTyaujckum nporpamuma Apyrnx
BUCOKOLLIKONCKWX yCTaHoBa,

® Aacy pesyntaTti KOPEKTHO HaBegeHu 1

° Aa Hucam Kplino/na ayTopcka npaga v KOPUCTHO MHTENeKTYyanHy CBojuHy Apyrix
nua.
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Mpwunor 2.

UsjaBa o ucrosetHocTH WraMnawe u eNeKTPOHCKe
Bep3uje AoKTopcKor paaa

Wve u npesnme ayTopa Miroljub D. Dagié

Bpoj ynuca

Cryanjcku nporpam

Hacnos paga Imunski odgovor koka nosilja u odgoju nakon primene
rekombinantne vektorske i Zivih modifikovanih vakcina protiv infektivne burzalne
bolesti

MeHTop Prof. dr Radmila Resanovi¢
MoTnucann Miroljub Dagié

U3jaBibyjem Aa je wramnaHa Bepaunja Mor AOKTOPCKOr paja WUCTOBETHa €MEeKTPOHCKO]
BEpP3Mju kojy cam npepao/na  3a objaBrbMBare Ha noptany [dururtanHor
penosutopujyma YHueepaurera y Beorpagy.

HosBorbasam aa ce objase mMoju MYHY noAauu sesaHu 3a gobujarbe akagemckor 3Batba
AOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy uMe 1 NpesuMe, roauHa 1 Mecro pohetsa n fatym onbpare
paga.

OBn nuuHn nopaum Mory ce ofjaBuT Ha MpexHUM CTpaHulama Aaurutanqe
BubnnoTeke, y enekTpoHckom karanory uy nyGnukauvjama YHusepsauterta y Beorpagy.

MNoTnuc pokropanna
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MNpwvnor 3.

M3jaBsa o Kopuwheny

OsnaLwhyjem yHI/IBep(iVITETCKy GnbnuoTeky ,CBeTosap Mapkosuh* Aa y Ourutanum
penosutopujym YHusepsutera y Beorpagy yHece MOjy [JOKTOpCKY AncepTaumjy nop,
HacrnoBom:

Imunski odgovor koka nosilja u odgoju nakon primene rekombinantne vektorske i
zivih modifikovanih vakcina protiv infektivne burzalne bolesti

Koja je moje ayTopcko gerno.

Lvncepraunjy ca ceum fpunosuma npenao/na cam y €IIEKTPOHCKOM hopmaTy norogHom
3a TpajHo apxuBupatse.

Mojy mokTopcky AucepTauujy noxpatsery y Qurutanum penosuTopujym Yrusepsurera y

Beorpapy mory aa kopucre cau koju nowTyjy oapenbe cagpxare Yy opabpaHom Tuny
nuueHue Kpeatusre sajeHnye (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyumo/na.

1. AyTopcTBo
o] y
@yTopCTBo - HeKomepLmjanHo
3. AyTopcTBo — HeKomepLjanHo — Ges npepage
4. AytopcTso — HeKoMepLjanHo — fenuTu nog netym ycnosuma
5. AyTopcteo — Bes npepaae
6. AyTopcTeo — fgenuty noj uctum ycnosuma

(Monumo pa 3a0KpyxuTe camo jegHy ogf wwect noHyheHnx nuueHum, kpatak onuc
NUeHLwr faT je Ha noneRnHu nncra).

MoTrnnc AOKTOpaHaa

Y Beorpagy, 20.03.2018.

J
M
///w JMLKZ:%



1. AyTopcTso - [losBorbasate YMHOXaBarbe, AUCTPUBYLIM]Y 1 jaBHO caoniuTaBatbe Aena,
W Npepade, ako ce HaBede WMe ayTopa Ha HaunH oApefeH of cTpaHe ayTopa wnm
Aasaolja nuueHUe, Yak u y koMepuujanHe cepxe. Oso je HajcnobofHuja of cBux
nnLeHuw.

2. AyTtopcTBo — HekomepLmjanHo. [Jo3BorbasaTe YMHOX@aBak-e, AUCTPUBYLMY 1 jaBHO
caonwrasai-e Aena, 1 npepafe, ako ce Haseae MMe aytopa Ha HauuH ofpeheH og
CTpaHe ayTopa wnu gasaola nuueHue. Oea fmUeHLa He AosBorbasa komepuujanHy
ynotpeby agena.

3. AyTopcTBo - HekomepuMjanHo — Ges npepage. Hossorbasare YMHOXaBake,
ANCTpuByumnjy 1 jaBHO caonwTaBate Aena, 6es3 npomeHa, npeobnuKoBak-a nnm
ynotpebe fena y ceom geny, ako ce HaBe/le uMe ayTopa Ha HaunH oapefeH of cTpare
ayTopa unu pasaoua nuueHue. OBa NuueHua He A03BOrbaBsa komepLujarity yrotpeby
Aena. Y ofHocy Ha cBe ocTane TIMLieHLie, 0BOM NMLEHLIOM ce orpaHuyaBa Hajsehun o6um
npasa kopuiwhewa gerna.

4. AyTopcTteo - HeKoMepuujanHo — AenuTW nog neTum ycnosuma. [lossorbasate
yMHOXaBatbe, AUCTPUGYLIMjy 1 jaBHO caonwTaBate Aena, n npepage, ako ce Hasege
“Me ayTopa Ha HauMH ofpefleH of cTpaHe ayTopa unn faBaola NUUEHLE M ako ce
npepaga aucTpubynpa nos UCTOM WAM  CrvuHOM muueHuom. OBa nuueHua He
Ao3Borbasa KomepLmjanty yrotpeby fena u npepaga.

5. AyTtopctBo — Ges npepage. [lossosbaBate yMHOXaBakbe, ANCTPUBYLM)Y 1 jaBHO
caoniwTasar-e fera, 6e3 npoMeHa, NpeoGRUKoBaHa UMM ynotpebe pena y ceom geny,
aKo ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuH onpefeH o cTpaHe ayTopa wnm LaBaoLa
nnuerue. Osa nuueHLUa J03B0MbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

6. AytopctBo - penuTtu no4  uctim  ycnosuma. [JosBorbaeaTe YMHOXaBaHe,
aneTpubyunjy v jaBHo caonwTaparse AeIa, 1 npepage, ako ce Hasene vMe ayTopa Ha
HauMH oapefeH oa cTpaHe ayTopa unu AaBaola nuueHle n ako ce npepaga
anctpubympa noA WCTOM WAW  cRMuHOM TvueHuom. OBa nuueHua [03Borbasa
komepLvjanHy ynoTtpeGy pena u npepaga. CnnyHa je COPTBEPCKUM NULIEHLaMa,
OAHOCHO NULieHLiamMa oTBOpeHor Koaa.



