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PRIMENA MOLEKULARNIH METODA U DIJAGNOSTICI BOLESTI KVRGAVE
KOZE GOVEDA NA TERITORIJI REPUBLIKE SRBIJE I NJIHOV ZNACAJ U
PROCENI EPIZOOTIOOLOSKE SITUACIJE

SAZETAK

Bolest kvrgave koze (BKK) ili nodularni dermatitis (engl. Lumpy skin disease - LSD) je
ekonomski vazna virusna bolest goveda koja je juna meseca 2016. godine prvi put registrovana
na teritoriji R. Srbije. Cilj ove doktorske disertacije bila je izolacija i identifikacija virusa BKK,
sekvenciranje dela genoma izolovanog i identifikovanih virusa BKK i molekularno
epizootioloska analiza dobijenih podataka, kao i priprema i validacija novih protokola za
izvodenje real-time PCR metode za dokazivanje terenskog i vakcinalnog soja virusa i definisanje
najspecifi¢nijeg i1 najosetljivijeg protokola za dijagnostiku BKK. U okviru doktorske disertacije
uradena je epizootioloska analiza epizootije BKK na epizootioloSkom podru¢ju Veterinarskog
specijalistiCkog instituta Nis.

Uzorci za ispitivanje (krv, bioptati koZe i nosni brisevi) sakupljeni su od 148 goveda tokom
epizootije BKK na epizootioloSkom podruc¢ju VSI Nis. Ukupno je ispitano je 167 uzoraka od 82
zivotinje sa klinickim simptomima i 66 uzoraka krvi od 66 goveda bez klinickih simptoma koji
su uzorkovani pre vakcinacije, kao i 40 uzoraka poreklom od 20 goveda kod kojih su se klinicki
simptomi pojavili nakon vakcinacije.

Iz uzorka bioptata koze goveda sa ispoljenim klini¢kim simptomima uradena je izolacija virusa
bolesti kvrgave koze. Izolovani virus (Pcinj 1) je identifikovan primenom klasi¢nih virusoloskih
(VNT) i molekularnih metoda (real-time PCR). Sekvenciranje delova genoma virusa BKK i to
cetiri gena: RPO30, GPCR, EEV 1 P32 uradeno je iz izolovanog virusa i Sest uzoraka bioptata
koze (pozitivnih real-time PCR) metodom po Sanger-u. Filogenetska analiza na osnovu
dobijenih sekvenci RPO30, GPCR, EEV i P32 gena pokazala je potpunu podudarnost u
redosledu nukleotida izolovanog i Sest identifikovanih virusa BKK, kao i potpunu podudarnost
sa analognim sekvencama soja Serbia/Bujanovac/2016. Utvrdeno je da oba soja virusa izolovana
na podrucju R. Srbije (Serbia/Bujanovac/2016 i Pcinj 1), kao i virusi detektovani u bioptatima
koze pripadaju podgrupi terenskih sojeva virusa BKK. Analizom filogenetskog stabla
formiranog na osnovu poredenja celog genoma soja Serbia/Bujanovac/2016 sa celim genomima
19 CaPV koji se nalaze u banci gena (GenBank) utvrdeno je da se soj Serbia/Bujanovac/2016
nalazi u podgrupi sa terenskim sojevima virusa BKK, pri ¢emu je najveca podudarnost u
redosledu nukleotida utvrdena sa sojevima izolovanim u Grckoj, Izraelu, Ruskoj Federaciji i
JuZznoj Africi.

Dizajniranje sekvenci prajmera i probe za novi real-time PCR protokol za detekciju terenskog
soja virusa (Terenski Ni§) zasnovano je na razlikama u redosledu nukleotida na LSD008 genu
izmedu terenskih 1 vakcinalnih sojeva, dok je dizajniranje sekvenci prajmera i probe za novi real-
time PCR protokol za detekciju vakcinalnog soja virusa (Vakcinalni Ni§) zasnovano na
razlikama u redosledu nukleotida na genu LSD146 terenskog i vakcinalnog soja virusa BKK.
Ispitivanjem analiticke specifi¢nosti utvrdeno je da se protokolom Terenski Ni§ pored virusa
BKK detektuju i virusi boginja i ovaca, ali se jasno diferenciraju terenski i vakcinalni soj virusa
BKK. Real-time PCR protokol Vakcinalni Ni§ je specifiCan samo za vakcinalne (Neethling)
sojeve virusa BKK. Ispitivanjem analitickih 1 dijagnostickih performansi potvrdeno je da real-
time PCR protokoli Terenski Ni§ 1 Vakcinalni Ni§ poseduju zadovoljavajuée performanse i mogu
se koristiti u dijagnostici BKK.

Ispitivanje prisustva genoma virusa BKK iz uzoraka izvrSeno je primenom Sest protokola za
izvodenje real-time PCR metode (Bowden i sar., 2008, KV-2, Terenski Ni§, KV-vac, Vakcinalni
NiS 1 komercijalnim real-time PCR) i protokolom za izvodenje nested PCR metode (Menasherow
i sar., 2014). Utvrdeno je da je specifi¢nost protokola Terenski Ni§ u odnosu na real-time PCR



protokol prema Bowden i sar. (2008) 100%, a osetljivost 99,28%, dok je specificnost protokola
Terenski Ni$ u odnosu na alternativni real-time PCR protokol KV-2 88,75%, a osetljivost 100%.
Utvrdena Kappa saglasnost protokola Bowden i sar. (2008) i KV-2 (k=0,850), Bowden i sar.
(2008) 1 Terenski Nis (k=0,919) i1 protokola KV-2 i Terenski Ni§ (k=0,930) pokazala je idealnu
usaglasenost ova tri protokola, kao i idealnu usaglasenost navedenih protokola sa komercijalnim
real-time PCR testom (k=1). Utvrdena Kappa saglasnost rezultata dobijenih primenom protokola
za izvodenje nested PCR za terenski soj virusa (Menasherow i sar., 2014) sa real-time PCR
protokolom Bowden i sar. (2008) (k=0,467), kao i protokola KV-2 i Terenski Ni§ u odnosu na
Menasherow i sar. (2014) (k=0,584; k=0,527) pokazali su da izmedu real-time i nested PCR
protokola postoji prilicna podudarnost.

Utvrdena je idealna saglasnost (k=1) tri real-time PCR protokola za detekciju vakcinalnog soja
virusa (KV-vac, Vakcinalni Ni$ i komercijalnog real-time PCR testa). Idealna usaglaSenost sva
tri protokola za izvodenje real-time PCR metode utvrdena je i u odnosu na protokol za nested
PCR (Menasherow i sar., 2014) (k=1).

Tokom epizootije BKK u R. Srbiji je registrovano 225 zarista, od toga na ispitivanom podrucju
189, odnosno 84% od ukupnog broja zariSta. Najveci broj zarista bio je registrovan u P¢injskom
okrugu (169; 75,1% svih zarista u Srbiji), a zatim u Pirotskom (11; 4,9%), Jablani¢kom (7;
3,1%) i u Toplickom okrugu (2; 0,9%). Zarista su registrovana na podru¢jima sa nadmorskom
visinom od 260 do 1495 m, pri ¢emu je prosecna nadmorska visina iznosila 992 m. Mapiranjem
zariSta i analizom prostorne i1 vremenske distribucije utvrdena je prose¢na udaljenost najblizih
zariSta od 4,32 km, a prosecno vreme pojave novih zariSta bilo je 9 dana. Prosec¢na stopa
morbiditeta na nivou stada iznosila je 13,6%, mortaliteta 0,4% 1 letaliteta 3,25%. Najveci
morbiditet utvrden je u kategoriji mle¢nih krava (94,55%), a najveci broj obolelih Zivotinja bio je
stariji od 5 godina (57,3%).

Kod 20 goveda kod kojih su se klini¢ki simptomi ispoljili posle vakcinacije utvrdeno je prisustvo
terenskog 1ili istovremeno prisustvo terenskog i vakcinalnog soja virusa $to ukazuje da su
zivotinje vakcinisane u inkubaciji i da su klinicki simptomi kod vakcinisanih goveda posledica
infekcije i ne predstavljaju postvakcinalne komplikacije.

Kljuéne re¢i: bolest kvrgave koze, goveda, real-time PCR, nested PCR, izolacija virusa,
sekvenciranje, epizootiologija, postvakcinalne komplikacije
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UZa naucna oblast: Epizootiologija, zarazne bolesti Zivotinja i bolesti pcela i sviloprelja
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THE APPLICATION OF MOLECULAR DIAGNOSTIC METHODS IN THE
DIAGNOSIS OF LUMPY SKIN DISEASE IN THE TERRITORY OF THE REPUBLIC
OF SERBIA AND THEIR SIGNIFICANCE FOR THE ASSESSMENT OF
EPIZOOTIOLOGICAL SITUATION

SUMMARY

Lumpy skin disease (LSD) is an economically important bovine viral disease that was first
registered in the territory of the Republic of Serbia in June 2016. The aim of this doctoral
dissertation was the isolation and identification of LSD virus, sequencing part of the genome of
the isolated and identified LSD virus and molecular epizootiological analysis of the obtained
data, as well as preparation and validation of new protocols for real-time PCR method to detect
field and vaccine strain and define the most specific and sensitive protocol. An epizootiological
analysis of the LSD epizootic that occurred in the epizootiological area controlled by the
Veterinary Specialized Institute Nis in 2016, was also conducted within this doctoral
dissertation.

Samples for testing (blood, skin biopsies and nasal swabs from LSD suspected or susceptible
cattle) were collected from 148 animals during the LSD epizootic in the epizootiological area of
VSI Nis. A total of 167 samples from 82 animals with clinical symptoms and 66 blood samples
from 66 animals without clinical symptoms that were sampled before vaccination, as well as 40
samples from 20 animals in which clinical symptoms appeared after vaccination, were examined.

Isolation of the Lumpy Skin Disease Virus was performed from a bovine skin biopsies that
originated from animals with clinical symptoms. The isolated virus (Pcinj 1) was identified using
classical virological (VNT) and molecular diagnostic methods (real-time PCR). Sequencing of
parts of the LSDV genome, namely four genes: RPO30, GPCR, EEV and P32, was performed
from the isolated virus and six skin biopsy samples (positive real-time PCR) by the Sanger
method. Phylogenetic analysis based on the obtained sequences of RPO30, GPCR, EEV and P32
genes showed complete match in the sequence of nucleotides from isolated and six identified
LSD viruses, as well as with analogous sequences of the Serbia/Bujanovac/2016 LSDV strain. It
was determined that both strains of viruses isolated in the Republic of Serbia
(Serbia/Bujanovac/2016 and Pcinj 1), as well as viruses detected in skin biopsies belong to the
subgroup of field strains of LSDV. Analysis of the phylogenetic tree formed on the basis of
comparison of the whole genome of the strain Serbia/Bujanovac/2016 with the whole genomes
of 19 CaPV located in the gene bank (GenBank) showed that the Serbia/Bujanovac/2016 strain is
in a subgroup along with field strains of LSDV and has the highest nucleotide sequence match
with LSDV strains isolated in Greece, Israel, the Russian Federation and South Africa.

The design of primer and probe sequences for the new real-time PCR protocol for field virus
strain detection (Terenski Ni§) was based on differences in the nucleotide sequence of the
LSDO008 gene between field and vaccine strains, while the design of primer and probe sequences
for the new vaccine strain detection protocol (Vakcinalni Nis) was based on differences in the
sequence of nucleotides on the LSD146 gene from both field and vaccine LSDV strains. By
examining the analytical specificity, it was determined that the Terenski Ni§ protocol detects
Goatpox and Sheeppox viruses in addition to the LSDV, but clearly differentiates the field and
vaccine strain of the LSDV. Real-time PCR protocol Vakcinalni Nis is specific only for vaccine
(Neethling) strains of LSDV. Analytical and diagnostic performance testing confirmed that the
real-time PCR protocols Terenski Ni§ and Vakcinalni Nis have satisfactory performance and can
be used in the diagnosis of LSD.

Examination for the presence of LSDV genomes from the samples was performed using six
different real-time PCR protocols (Bowden et al.,, 2008, KV-2, Terenski Ni§, KV-vac,
Vakcinalni Ni§ and commercial real-time PCR) as well as one nested PCR protocol



(Menasherow et al., 2014). It was found that the specificity of the Terenski Ni§ protocol in
relation to the real-time PCR protocol according to Bowden et al. (2008) is 100%, and sensitivity
99.28%, while the specificity of the Terenski Ni§ protocol in relation to the alternative real-time
PCR protocol KV-2 is 88.75%, and the sensitivity is 100%. Established Kappa agreement
protocol Bowden et al. (2008) and KV-2 (k = 0.850), Bowden et al. (2008) and Terenski Nis (k =
0.919) and protocols KV-2 and Terenski Ni$ (k = 0.930) showed ideal agreement of these three
protocols, as well as ideal agreement of these protocols with commercial real-time PCR test (k =
1). Kappa found the agreement of the results obtained using the protocol for performing nested
PCR for field virus strain (Menasherow et al., 2014) with the real-time protocol of Bowden et al.
(2008) (k = 0.467), as well as the KV-2 protocol and Terenski Ni§ in relation to Menasherow et
al. (2014) (k = 0.584; k = 0.527), showing that there is considerable agreement between real-time
and nested PCR.

The ideal agreement (k = 1) of the three real-time PCR protocols for the detection of the vaccine
strain of the virus (KV-vac, Vakcinalni Nis and the commercial real-time PCR test) was
determined. The ideal compliance of all three protocols for performing the real-time PCR
method was also determined in relation to the nested PCR protocol (Menasherow et al., 2014) (k
= 1). During the epizootic of LSD in the Republic of Serbia in 2016, 225 outbreaks were
registered in total, out of which 189 (84%) were located in the studied area. The largest number
of outbreaks was registered in P¢inja District (75.1% of all outbreaks in Serbia), followed by
Pirot (4.9%), Jablanica (3.1%) and Toplica District (0.9%). Outbreaks were registered in
different altitudes, ranging from 260 to 1495 meters above the sea level. The analysis of spatial
and temporal distribution determined the average distance of the nearest outbreak locations of
4.32 km, and the average time of appearance of new outbreaks was 9 days. The average
morbidity rate at the herd level was 13.6%, mortality 0.4% and lethality 3.25%. The highest
morbidity was found in the category of dairy cows (94.55%), and the largest number of infected
animals was older than 5 years (57.3%).

In 20 cattle in which LSD clinical symptoms manifested after vaccination, the presence of field
or simultaneous presence of field and vaccine LSDV strains were determined, which indicates
that the animals probably had been vaccinated during incubation period and that clinical
symptoms are due to infection and do not represent post-vaccination complications.

Key words: lumpy skin disease, cattle, real-time PCR, nested PCR, virus isolation, sequencing,
epizootiology, post-vaccination complications

Science area: Veterinary Medicine
Field area: Epizootiology, infectious diseases of animals and diseases of bees and silkworms

UDK: 616.9 : 577.2 : 636.2



Sadrzaj

IR U LY LSOO 1
2. PREGLED LITERATURE ..ottt ettt sttt sttt sttt st e se bt e bt tete et e s e be st et e reebe e etesbe s ere et 3
2.1 ISTORIJAT IZUCAVANJA BOLESTI KVRGAVE KOZE GOVEDA .....ccccocovvviieierieeereieierseessissssssssnnon: 3
2.2 ETIOLOGIJA ...ttt b bbb bbb bbbt bkt e bt b e e bbbt et n e bt be s 3
2.2.1  MorfoloSke KarakteriStIKE VITUSA ......vieiueeiiuieiieeiiiiesieesieesreesiveessseessaeesssesstaeessseessseesssesssaeessseessseessnenss 3
2.2.2  GENOM VIFUSE BIKK ...ttt sttt bbbt s et et et sbesbesneeneenes 4
2.2.3  RepliKacCija VIrUSA BIKK .......c.coiiiiiiieiiiieie sttt sttt et e st b et sbe st sneeneenes 4
2.3 GEOGRAFSKA RASIRENOST BOLESTI KVRGAVE KOZE ........oooiiviiiinnieieiesissesseeseaseasssesenns 5
2.3.1  Geografska rasirenost bolesti Kvrgave KOZe U SVETU........cccoviiiiiiiiiiici s 5
2.3.2  Bolest kvrgave koze u Evropi i zemljama u OKIUZEN U .......cccvviviiiiiieiieieeesee e 5
2.3.3  Pojava BKK U REPUBIICT STDIJI ...veiviiuiiiiiieie et s 6
2.4  EPIZOOTIOLOSKE KARAKTERISTIKE BOLESTI KVRGAVE KOZE .....ovvvevriieieeeieieriieersessiseinens 6
2.5 PRENOSENIE VIRUSA .....ciiiiiietitiieseetesieses st es et es ettt se st sse st sse st asse s sassss s assssssassssssasenns 7
2.6 KLINICKA SLIKA BKK ....civiiiiiieeiiiesetisiesesieseesesieseesestesses st st es s st ssesssssssesssssssssssassssssassssssassssssasenss 9
2.7 IMUNSKI ODGOWVOR ..ottt ettt sttt e et sb e sbesbeaseeseeneesbesaesbeabeeseeseentestestesteaneanens 10
2.8 PATOMORFOLOSKI NALAZ ....iiuuiiuiirieueesnesssessesssssesssssssssssssesssssss st st ssssssssssssssssssssssssssasssaness 10
2.9 DIJAGNOSTIKA BKK ..ottt ettt a a1t sa et st saete st e e ebe st e saate st e e ebesaessebesbesaetesbeseetesreseenesees 11
2.9.1  Laboratorijska dijagnostika BKK ... 11
2911 1zolacija virusa na Kulturi Cel1Ja........ccuerviriiiiiiiiiciee e s 11
2.9.1.2 Molekularne metode za dokazivanje genoma virusa BKK..........c.ccccoiviivieii i 12
2.9.1.3 Sekvenciranje genoma Virusa BKK .........c.coiiiiiiioiiciiece et 14
29.14 Seroloska dijagnostika BKK ..........ccoiiiiiiiiiiiiii e 15

2.10 MERE KONTROLE | ERADIKACIIE BOLESTI ...ccviuiiieiiieiieisie ettt st seene e 15
B I R 1ot [ - Yo | - OSSR P R UROPOUPRPUUPPRPRON 16
2.10.2  PostvakcinalNg KOMPIIKACITE .......uviveierieiie ettt sttt srenre e eneas 16

3. CILJEVIT ZADACI ISTRAZIVANIA .....coiuiieieeeeeeeeee e eee ettt ses s s, 18
4. MATERIJAL FIMETODE ... .ot iiiitie ettt sttt sttt sttt sttt st bbbt e b e st e besbe e e ne st s ene et 19
4.1 1ZOLACIJA VIRUSA BOLESTI KVRGAVE KOZE .......coccoiiieieieesierissesesssesesesesiesssesassssesaeses s, 19
411 UZOICE Z8 HZOIACKTU. ...ttt bbbt bbb bbbt ee e 19
4.1.2  Materijal za izolaciju virusa i izvodenje testa virus NeUtraliZacije ........ccvevereereereereeiesie e e s 19
4.1.3  Priprema uzoraka za iZOIaCijU VIFUSA..........coererriiiresieiesieseseseeseense e see e sre e stessaesaesseeeseeseessessennes 19
4.1.4  1zolacija i identifiKACIJA VIFUSA ......eivvieeeierieriesie e sttt e e st resnaena e e e seeseesneaneens 19
4141 I Lo T IR T T S 20
4.1.42 Virus neutralizaCioni tESt (WINT) ...euiciee et 20

4.2 SEKVENCIRANJE DELOVA GENOMA VIRUSA BKK | IZRADA FILOGENETSKOG STABLA...... 21
4.2.1  Sekvenciranje delova genoma Virusa BKK ... s 21
4.2.2  lzrada filogenetskog StabIa. ..o s 22
4.3 ISPITIVANJE PRISUSTVA GENOMA VIRUSA BKK MOLEKULARNIM METODAMA..........cccoco.... 23
4.3.1  UZOICE Z8 ISPITIVANJE ...ttt b e et b e ettt ettt st r et ne e bt ne e 23
4.3.2  Materijal za dokazivanje genoma Virusa BKK ...........ccciiiiiiineiienesee e 23
4.3.3  Priprema uzoraka za ekstrakCiju DNK ..o 24
4331 EKStraKCija DINK .......oiiiiie ettt be et e e ne e e e e e reaneereeneens 24

4.3.4  Molekularne metode u detekCiji Virusa BKK ........ccoviieiiiiiiiiiniecieesses s 25
4341 Protokol Bowden i sar. (2008) i KV =2.......coiiiiiieiiiiie e e 25
4.3.4.2 Nested PCR (RFLP PCR) - Menasherow i sar. (2014) .......coooeeiiiineniiesieeee e 27

4343 Komercijalni real-time PCR TESE........cci ittt e 29



43.44 e (01 (0] (o] I LY - (o3RRI 29
4.4 PRIPREMA 1 VALIDACIJA PROTOKOLA ZA IZVODBENJE METODE REAL-TIME PCR ZA

DETEKCIJU TERENSKOG | VAKCINALNOG SOJA VIRUSA BKK .....ccoiiiiiiieiinese e 30
4.4.1  Protokol za detekciju terenskih sojeva virusa BKK ............ccccooviiiiiiieiineie s 30
4.4.2  Protokol za detekciju vakcinalnih sojeva virusa BKK ...........cccooviiiiiiiieie e 31
443 Ispitivanje analitiCkih i dijagnosti¢kih karakteristika real-time PCR protokola Terenski Ni§ i
VAKCINAINT NI ...ttt ettt sttt bt a b e b e eb e e b e e bt e st e e h e e e bt e eh e e eb e e mb e e abeebbeeb e e nbeesbeenbeennennnas 32

4431 ISPItiVaN]e efIKASNOST ..o 32
4432 Ispitivanje analitiCke OSEtLJIVOSTE ....c.viviriiiiiiieiiic et 32
4433 Ispitivanje analitiCke SPECIfICNOStE .. .c..eviiiiiiiiiieie s 33
4434 Odredivanje graniéne vrednosti (Cut-0FF)........ccooiiiiiiiiiiiii e 33
4.4.35 Ispitivanje unakrsne reaktiVOS .........cccviviieierieie et re s 33
4.4.3.6 ISPitivanje PONOVIJIVOST ......ccviieieiic et sneereens 34
4.4.3.7 Ispitivanje reprodUKLIVIOSTI .........ccuiiiiiie i ne s 34
4.4.3.8 ISPItIVANJE FODUSTNOSI......eviiiicie e te et e e e s ae e reenteesreeeeas 34
4439 Ispitivanje uzoraka novim protokolima za izvodenje real-time PCR metode Terenski Nis i

VAKCINAINT INTS ..ttt b ettt et e s e h e s bt s be e b e e beem b e e be e eh e e nb e e beesbeesbesreenbeenbeesbeeneas 35

45 EPIZOOTIOLOSKA ANALIZA EPIZOOTIJE BKK NA EPIZOOTIOLOSKOM PODRUCJU VSI NIS 35
4.5.1  POAIUCTE ISPIEIVAIA .e.veveiiiesietir sttt r bbbt nb bbb e e e nr e nr e ene s 35
4.5.2  Prikupljanje epizootioloSkih podataka ............ccviiriiiiiiiiii 36

4.6  STATISTICKA OBRADA PODATAKA ..ottt 36

e REZULT AT ettt bbb e b b bbbt bbb e b e b b e bt e b b e bt e bt e bt e bt e st e b b e bt bbbt 37

5.1 REZULTATI IZOLACIJE VIRUSA BKK, SEKVENCIRANJA GENOMA | MOLEKULARNIH

ISPITIVANIA . ettt bbb e bt E bRt b Rt e bRt b bt b e bt et b e bbb 37
5.1.1  Rezultati izolaCije VIruSa BIKK ..........couiiiiiie ettt st te et e e ste e ta e ee e e 37
5.1.2  Rezultati titracije izolovanog virusa (PCinj 1) 1 VINT ....c.oooiiiiiiiiiii e 37

5.2 REZULTATI SEKVENCIRANJA DELA GENOMA VIRUSA BKK | FILOGENETSKA ANALIZA .... 37
5.2.1  Filogenetska analiza na osnovu RPO30, GPCR, EEV i P32 0€Na .........ccccevivivveii e 37
5.2.2  Filogenetska analiza celog genoma virusa BKK soj Serbia/Bujanovac/2016 ...........cccccevercervrnrnannns 40

5.3 REZULTATI ISPITIVANJA KLINICKIH UZORAKA MOLEKULARNIM METODAMA..................... 41
5.3.1  Rezultati dobijeni primenom protokola Bowden i sar. (2008) i KV-2 ..o, 41
5.3.2  Rezultati dobijeni protokolom - Menasherow i sar. (2014)........cccooeiienennienenseseee e 42
5.3.3  Rezultati dobijeni komercijalnim real-time PCR teStOM.......c.ooviiriiiiiirereese e 44
5.3.4  Rezultati dobijeni protokKoIom KV-=VaC ..........cccciiiiiiiiiic st 44

5.4 REZULTATI VALIDACIJE NOVIH REAL-TIME PCR PROTOKOLA ZA DETEKCIJU TERENSKOG |

VAKCINALNOG SOJA VIRUSA BKK ..ottt sttt 45
5.4.1  Rezultati validacije real-time PCR protokola za detekciju terenskog soja virusa BKK (Terenski Nis)...... 45

5411 Efikasnost protokola Terenski NiS.........ccocoiiiiiiiiiiiiiii s 45
5412 Analiti¢ka osetljivost protokola Terenski NiS........cccccoviiiiiiiiiiiin e 46
54.1.3 Analiti¢ka specificnost protokola Terenski NiS.......c.cocoviiiiiiiiniiiiiie e 46
5414 Grani¢na vrednost (Cut-off) protokola Terenski Ni§.........ccocvvviviiiieiininineieeee e 46
54.15 Unakrsna reaktivnost protokola Terenski NiS........coccuviiiiiiiiinii e 46
54.16 Ponovljivost protokola Terenski NiS ........cccooiiiiiiiiniiiic e 46
54.1.7 Reproduktivnost protokola Terenski NiS .........ccocveiiiiiiiiiiiie e 47
54.18 Robustnost protokola Terenski NiS........ccocoeiiiiiiiiiiiii e 48
5.4.2  Rezultati ispitivanja dobijeni primenom protokola Terenski Ni§.........ccccovviiniiniiniiniiiinniens 48
5.4.3  Rezultati validacije real-time PCR protokola za detekciju vakcinalnog soja virusa BKK (Vakcinalni
DA T TSP TP U ST PP P TP PR PPPTPPPPPPRTON 49
5431 Efikasnost protokola Vakcinalnid NS .......c.cccvviierieriierieniesesieseeseesie e seesnee e sseesseeseeesenseens 49

5432 Analiti¢ka osetljivost protokola Vakcinalnd NiS.........cccevcveriverirniiniiiniienineneese e seeseeseeseneneens 50



54.3.3 Analiticka specifi¢nost protokola Vakeinalni NiS ........ccocoviiiiiiiiniiineee e 50

5434 Grani¢na vrednost (Cut-off) protokola Vakcinalni Ni§ .....c..ccccververeierieninninseenene e sese s 50
5435 Unakrsna reaktivnost protokola Vakcinalng NiS ........ccccovviiieiiiniiiiniie e 50
5.4.3.6 Ponovljivost protokola VaKCinalni NiS.......ccccciveieieiiiiniesisieeiesie e 50
5437 Reproduktivnosti protokola Vakcinalng NiS ........ccoioviiiiiiiiiniinin e 51
5438 Robustnost protokola Vakeinalnd Ni§ .........ccoiviiiiiiiiiiniceeie e 52

5.4.4  Rezultati ispitivanja dobijeni protokolom Vakcinalni NiS .......cccocvviviiiinininniniicseen 52
5.45  Odredivanje specifi¢nosti i osetljivosti novih real-time PCR protokola ............cccooeeviiinnicienennnen, 53
5451 Odredivanje specifi¢nosti i osetljivosti protokola Terenski Ni§ .........ccccovviiiiiniiieninniiiie, 53

5.4.6  Odredivanje specifi¢nosti i osetljivosti protokola za nested PCR (Menasherow i sar., 2014) u odnosu
na protokole za izvodenje real-time PCR metode (Bowden i sar., 2008) i KV-2.......ccccovininiiinenniieneee, 54
5.4.7  Uporedni prikaz rezultata dobijenih primenom razli¢itih protokola za izvodenje real-time PCR i
nested PCR metode za detekCiju terenskog SOJa VIFUSA .......cverveuerveriesiesieseeiesaesiesieseessessessesseeeeseessessessessessens 56
5.4.8  Kappa (k) statisticka analiza rezultata dobijenih primenom razli¢itih protokola za detekciju terenskog
o] VA L0 ST =1 1 USSR 57
5.4.9  Uporedni prikaz rezultata dobijenih primenom razli¢itih protokola za izvodenje real-time PCR i
nested PCR metode za detekciju vakcinalnih sojeva virusa BKK ... 60
5.4.10 Kappa (k) statisticka analiza rezultata dobijenih primenom razli¢itih protokola za detekciju
Vakeinalnog S0Ja VIFUSA BIKK ........oiiiiiiiiie ettt bbb e 60
5.5 EPIZOOTIOLOSKA ANALIZA EPIZOOTIJE BKK NA EPIZOOTIOLOSKOM PODRUCJU VSI NIS 62
55.1  Prvislucaj BKK na podrucju R. SIDIJE .....cciiiiiiiiiiiiicieiise e 62
5.5.2  Analiza pojave zariSta BKK i izrada epizootioloske karte (mapirane Zarista) ..........c.cccovverivervniennens 62
5.5.3  Analiza prostorne i vremenske distribucije epizootije BKK na epizootioloskom podru¢ju VSI Nis.. 66
5.5.4  Stope morbiditeta, mortaliteta i letaliteta na epizootioloskom podrucju VSINiS .......ccecvrieiiieiennns 67
5.6 ANALIZA MERA KONTROLE I SUZBIJANJA BKK NA EPIZOOTIOLOSKOM PODRUCJU VSINIS......69
5.6.1  Mere suzbijanja BKK pre sprovodenja vakKCiNacCije ..........cuevierieiiiriieriieiieseesie e 69
5.6.2  Mere kontrole i suzbijanja Nakon VaKCINACITE ..........ccvririiiiiiireeee e 69
5.6.3  Pojava Klini¢kih simptoma kod goveda nakon vakcinacije protiv BKK ...........cccccooeiiiiiniininncen, 70

B. DISKUSIJA .. oottt bR bR st E Rt E bt e bbbt R bbbt r e r s 72
7. ZAKLIUCC ..o 82

8. LITERATURA .o e h bbb bbb e bbb bbbt e e bbb b 84



1. UvOD

Bolest kvrgave koze (BKK) ili nodularni dermatitis (lat. Exanthema nodularis bovis, engl.
Lumpy skin disease - LSD) je zarazno oboljenje goveda i bivola izazvano virusom Kkoji pripada
familiji Poxviridae, podfamiliji Chordopoxvirinae i rodu Capripoxvirus. Po svojim osnovnim
bioloskim osobinama virus bolesti kvrgave koze se ne razlikuje od drugih virusa koji pripadaju
familiji Poxviridae.

U vecini africkih zemalja BKK je enzootska bolest, ali se od 2012. godine progresivno $irila
prema Bliskom Istoku, juznoj Evropi, Ruskoj Federaciji i oblasti Kavkaza.

Prirodni domacini virusa bolesti kvrgave koze (virus BKK) su goveda (Bos taurus i Bos indicus)
i azijski bivo (Bubalus bubalis), a virus je izolovan i iz pojedinih vrsta obolelih antilopa, $to
ukazuje na mogucnost infekcije i drugih prezivara.

Izvor infekcije u prirodi su obolele Zivotinje. Iz inficiranog organizma virus se izlucuje
pljuvackom, iscetkom iz nosa i oka, spermom, a najveca koncentracija virusa se nalazi u koznim
¢vorovima i krastama inficiranih Zivotinja. Virus BKK je veoma otporan u spoljasnjoj sredini.
Iako nepotpuni, podaci o osnovnim epizootioloskim karakteristikama BKK ukazuju na Vvisok
potencijal stacioniranja i dugotrajnog odrzavanja uzro¢nika na odredenom podruc¢ju nakon prve
pojave bolesti, $to za posledicu ima izrazite teSkoce u kontroli Sirenja i suzbijanju bolesti. U
populaciji prijeméivih Zzivotinja, najznacajniju ulogu u prenosu infekcije imaju hematofagni
insekti. Prenos virusa BKK se odvija tokom ishrane insekata krvlju inficiranih ili obolelih
zivotinja, mehani¢kim putem, ali se ne moZe potpuno iskljuciti uloga pojedinih vrsta
hematofagnih insekata kao bioloskih vektora. U zavisnosti od geografskih, klimatskih i
ekoloskih karakteristika podruéja u kojima se BKK javlja, razli¢ite vrste hematofagnih insekata
mogu imati ulogu u prenosu virusa. Sezonska aktivnost hematofagnih insekata takode uslovljava
i sezonsku pojavu bolesti u mesecima kada su oni najaktivniji. Smatra se da prenos virusa
direktnim kontaktom izmedu zivotinja nema znacajnu ulogu u epizootiologiji BKK, ali su
utvrdeni slucajevi infekcije goveda nastali ingestijom kontaminirane hrane i vode, kao i polnim
putem (prirodni pripust 1 veStatko osemenjavanje).

Klini¢ka slika BKK kod inficiranih goveda moZe se ispoljiti od blage do veoma teske forme sa
smrtnim ishodom. Bolest kvrgave koze se klinicki manifestuje porastom telesne temperature,
naglim padom mlecnosti, pojacanom salivacijom, pojavom iscetka iz nosa i o€iju, otokom
limfnih ¢vorova i pojavom ¢vorova po kozi i sluzokozama koji predstavljaju karakteristi¢an
simptom bolesti.

Dijagnostika BKK se zasniva na prepoznavanju karakteristi¢nih klinickih znakova, a potvrduje
se primenom virusoloskih, molekularnih i seroloskih metoda, odnosno izolacijom virusa na
kulturi tkiva i identifikacijom, primenom razli¢itih molekularnih metoda i detekcijom specifi¢nih
antitela.

Izolaciju virusa BKK je najbolje raditi iz uzoraka koznih ¢vorova, a pored toga moguce je
koristiti i uzorke briseva sa sluzokoze nosa i usta.

Prema Svetskoj organizaciji za zdravlje Zivotinja (The World Organization for Animal Health,
Office International des Epizooties - OIE), virus neutralizacioni test (VNV) se smatra jedinim
validovanim testom za serolosku dijagnostiku BKK. lako je VNT visoko specifican (100%),
nedostaci ovog testa su rad sa zivim virusom S§to zahteva dobro opremljene laboratorije visokog
nivoa biosigurnosti, kao i mali broj uzoraka koji se mogu pregledati. U cilju utvrdivanja
prisustva antitela na virus BKK mogu se koristiti i test indirektne imunofluorescencije, test
imunodifuzije u gelu i imunoenzimski test, a osetljivost i specifi¢nost navedenih testova je manja
u odnosu na VNT.



.....

dijagnostike klini¢kih slu¢ajeva primenjuju metode molekularne dijagnostike: lancana reakcija
polimeraze (polymerase chain reaction - PCR), lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu
(real-time polymerase chain reaction - real-time PCR) i sekvenciranje delova genoma ili celog
genoma virusa. Zahvaljujuci visokoj specifi¢nosti i osetljivosti ove metode su uvedene kao opste
prihvacene za dokazivanje virusa u ispitujuéem materijalu. Prednost molekularnih metoda je u
njihovoj visokoj osetljivosti, relativno brzom izvodenju, moguénosti analize velikog broja
uzoraka, upotrebi dobijenih rezultata u molekularnoj epizootiologiji, kao i ispitivanju uzoraka
koji nisu podesni za izolaciju virusa. Dostupni su protokoli za izvodenje PCR i real-time PCR
metoda kojima se otkrivaju svi virusi roda Capripoxvirus, zatim protokoli za izvodenje PCR
metoda kojima je moguce razlikovati viruse unutar roda, a poslednjih godina istraZivanja su
usmerena na razvijanje protokola za izvodenje PCR metoda kojima se moze razlikovati terenski
od vakcinalnog (Neethling) soja virusa BKK.

Pojavom epizootije BKK izvan africkog kontinenta, na podrucju Bliskog Istoka 1 Balkanskog
poluostrva, primena trenutno dostupnih vakcina je, pored njihove visoke efikasnosti u kontroli
bolesti, imala za posledicu i pojavu postvakcinalnih komplikacija. S obzirom da klini¢ki
simptomi koji su opisani kod zivotinja nakon vakcinacije mogu da podsecaju na simptome
bolesti, od izuzetne je vaZnosti postojanje standardizovanih dijagnostickih metoda koje
omogucavaju razlikovanje postvakcinalnih komplikacija od klinickih simptoma bolesti. Imajuci
u vidu da je BKK egzoti¢na bolest za podruc¢je Evrope, tj. da se do 2015. godine nije javljala u
Evropi, 1 pored Cinjenice da je bila prisutna u zemljama u kojima je stocarstvo osnovna grana
privrede, mali resursi koji su izdvajani za detaljna ispitivanja u tim zemljama uticali su da se
Evropa susretne sa odredenim problemima u dijagnostici. Osnovni problem je upravo nedostatak
dijagnostickih testova kojima bi u zemljama u kojima se bolest pojavila i u kojima se sprovodi
vakcinacija, a imaju¢i u vidu postvakcinalne komplikacije, razlikovali terenski od vakcinalnih
sojeva virusa BKK.

Rezultati odredenih studija pokazuju da postoji mogucnost rekombinacije gena izmedu terenskih
1 vakcinalnih sojeva virusa BKK. Ovi preliminarni rezultati su od neprocenljivog znacaja za
sadas$nju 1 buducu kontrolu BKK 1 upotrebu atenuiranih vakcina tokom aktivnih epizootija.
Izvestaji o ,,neuspeSnoj vakcinaciji“ i1 postvakcinalnim komplikacijama tj. ,,bolesti vakcine*
moraju se dodatno ispitati u kontekstu trenutno dostupnih genetskih dokaza da bi se utvrdilo da li
su takve situacije ¢eS¢e nego $to se ranije smatralo, i da li je stvaranje novih sojeva virusa sa
izmenjenom virulencijom realnost. Gotovo je sigurno da ¢e se BKK i dalje $iriti, a vakcinacija se
pokazala jedinom efikasnom metodom prevencije i kontrole epizootije velikih razmera. Imajuci
u vidu dosadasnja iskustva sa BKK, najefikasniji nacin u kontroli i suzbijanju bolesti je pored
primene imunoprofilakse i stamping out metoda.

Treba napomenuti i da se pojava epizootije egzoti¢nih bolesti kao $to je BKK na novoj teritoriji
karakteriSe odredenim epizootskim procesom, i da epizootioloska analiza pruza vazna saznanja
koja ¢e dati doprinos efikasnijoj kontroli BKK, ali da je neophodna primena specifi¢nih metoda
dijagnostike, kao i brzo sprovodenje mera kontrole i suzbijanja.



2. PREGLED LITERATURE

2.1 ISTORIJAT IZUCAVANJA BOLESTI KVRGAVE KOZE GOVEDA

Klini¢ki sindrom bolesti kvrgave koze je prvi put opisan u Zambiji (ranije Severnoj Rodeziji)
1929. godine od strane MacDonalda. Prvi slu¢aj BKK je tada opisan kao “kozna bolest sa
nejasnim propratnim klinickim simptomima®, a bolest je nazvana ,,pseudo-urtikarija“ (Morris,
1931). U pocetku, simptomi bolesti su pripisivani hipersenzitivnim reakcijama na ubode insekata
ili posledicama trovanja biljkama (Weiss, 1968). Von Backstrom je istu bolest nazvao
“Ngamiland bolest goveda” kada se je oktobra 1943. godine pojavila u Ngamilandu, severno-
zapadnom okrugu Bocvane, i prvi je opisao klini¢ke simptome i infektivan karakter bolesti (Von
Backstrom, 1945). U periodu izmedu 1943. i 1945. godine, slucajevi bolesti su se javljali u
Zimbabveu (Juzna Rodezija), Bocvani i Juznoafrickoj Republici. Epizootija BKK u
Juznoafrickoj Republici, koja je trajala sve do 1949. godine, dovela je do velikih ekonomskih
gubitaka (Diesel, 1949; Davies, 1991a). Nakon pojave bolesti u provinciji Marico u
Juznoafrickoj Republici Thomas, Robinson i Alexander su prvi demonstrirali prenos infektivnog
agensa tako $to su govedima inokulisali suspenziju koznih ¢vorova (Thomas i Mare, 1945). Prve
epizootije BKK u Juznoj Africi javljale su se u stadima goveda koja su boravila u vlaznim 1
toplim predelima gde je velika populacija hematofagnih insekata (Thomas i Mare, 1945; Weiss,
1968). Istorijski podaci u periodu od 1945. do 1998. godine ukazuju da se laboratorijska
dijagnostika BKK bazirala na izolaciji virusa i identifikaciji primenom VNT sve do 1998. godine
kada je razvijen prvi protokol za izvodenje PCR metode za detekciju virusa iz roda
Capripoxvirus (Ireland and Binepal, 1998).

2.2 ETIOLOGIJA

Virus bolesti kvrgave koze (virus BKK) pripada rodu Capripoxvirus, podfamiliji
Chordopoxvirinae i familiji Poxviridae i vrlo je slian ostalim virusima iz roda Capripoxvirus,
odnosno virusu boginja ovaca (Sheeppox virus - SPPV) i virusu boginja koza (Goatpox virus -
GTPV) (International Committee on Taxonomy of Viruses and Virus Taxonomy, Release). lako
genom virusa BKK ima 96% podudarnosti u redosledu nukleotida sa SPPV i GTPV, u
filogenetskim studijama zasnovanim na parcijalnom i kompletnom sekvenciranju genoma
utvrdeno je da se ova tri virusa genetski medusobno razlikuju (Tulman 1 sar., 2001, Tulman 1
sar., 2002).

2.2.1 Morfoloske karakteristike virusa

Virus BKK spada medu najvece viruse, a virusna Cestica je oblika cigle (Cetvrtast oblik) veli¢ine
290 x 270 nm (Kitching i Smale, 1986). Virus BKK sadrzi dvolanc¢anu dezoksiribonukleinsku
kiselinu (DNK) i spoljasnju dvostruku proteinsku membranu, odnosno kapsid koji se sastoji od
tubularnih kapsomera, rasporedenih nepravilno, koje virionu daju karakteristi¢an izgled. Virioni
poseduju i spoljasnji omotac od lipoproteina koji obavija centralno jezgro (DNK 1 kapsid) i dva
lateralna telasca ¢ija uloga nije poznata. Virion koji se oslobada iz celija pupljenjem sadrzi
dodatni omotac od ¢elijskih lipida i nekoliko virus - specifi¢nih proteina, za razliku od viriona
koji se oslobada destrukcijom c¢elija. lako su i virioni sa omota¢em i virioni bez omotaca
infektivni, virioni sa omota¢em lakSe ulaze u nove celije 1 smatraju se vaznijim prilikom
diseminacije virusa kroz organizam inficirane Zivotinje (Murphy 1 sar., 1999; Maclachlan 1
Dubovi, 2010).



2.2.2 Genom virusa BKK

Unutar kapsida virusa BKK nalazi se genom u vidu linearnog, dvostrukog DNK lanca duzine
150773 bp. Centralni kodiraju¢i region genoma virusa je ograni¢en sa dva identi¢na invertovana
terminalna ponavljanja od 2418 bp. Genom virusa BKK kodira 156 gena tj. ima 156 otvorenih
okvira ¢itanja (engl. open reading frame; ORF). Poredenjem genoma virusa BKK sa drugim
virusima podfamilije Chordopoxvirinae otkriveno je da postoji 146 konzerviranih gena, a
poznato je da je njihova funkcija klju¢na za sintezu strukturnih proteina virusa, proteina koji su
ukljuceni u transkripciju i biogenezu informacione ribonukleinske kiseline (IRNK), metabolizam
nukleotida i replikaciju DNK. Centralni region genoma virusa BKK ima visok stepen sli¢nosti
(prose¢no 65%) sa genomima drugih poksvirusa sisara, posebno poksvirusa svinja i kunica.
Jedan od najvaznijih gena svih kapripoksvirusa (Capripoxvirus - CaPV) je gen P32 (ORF074)
koji kodira glavne antigene determinante vazne za patogenezu bolesti (Chand i sar., 1994) i Cesto
se Kkoristi za razvoj protokola za izvodenje PCR i real-time PCR metoda za detekciju CaPV
(Ireland i Binepal, 1998; Heine i sar., 1999; Bowden i sar., 2008). Vecina razlika u redosledu
nukleotidnih sekvenci genoma virusa BKK u odnosu na ostale CaPV vezana je za gene Kkoji su
smesteni na terminalnom regionu genoma i koji su vazni za virulenciju virusa i vrstu domacina,
odnosno prijem¢ivu zivotinjsku vrstu (Tulman i sar., 2001). Znacajne razlike u nukleotidnim
sekvencama genoma CaPV zabelezene su u delu nekoliko gena. U delu RPO30 gena (RNA
polymerase subunit) koji kodira subjedinicu RNK polimeraze od 30 kDa vaznu za proces
umnozavanja virusa, otkriveno je da postoji delecija od 21 bp kod SPPV, dok ova delecija nije
prisutna kod virusa BKK i GTPV (Lamien i sar., 2011a). U delu GPCR gena (host-specific G-
protein coupled chemokine receptor), koji kodira transmembranske proteine ukljucene u
imunomodulaciju domacina, pronadena je delecija od 12 bp kod terenskih sojeva virusa BKK.
Ova delecija se smatra vaznom razlikom izmedu terenskih i vakcinalnih sojeva virusa BKK (Le
Goff i sar., 2009). Analiza sekvenci delova genoma virusa BKK pokazala je da se razlika od 12
bp u GPCR genu moze koristiti za razvoj DIVA (Differentiating Infected from Vaccinated
Animals - razlikovanje zarazenih od vakcinisanih zivotinja) testova kojima se moze pratiti
infekcija terenskim sojem virusa BKK u stadima koja su vakcinisana protiv BKK (Agianniotaki i
sar., 2017b). Kod vakcinalnih sojeva virusa BKK dokazana je delecija od 27 bp u delu EEV gena
(extracellular enveloped virions gene) koji kodira glikoprotein prisutan na povrSinama cestica
virusa 1 zarazenih Celija domacina. Ova delecija nije prisutna kod terenskih sojeva virusa BKK,
SPPV i GTPV (Menasherow i sar., 2014). Osim navedenih delecija postoji i veliki broj razlika u
redosledu nukleotida (mismatshes) izmedu genoma virusa BKK, SPPV i GTPV koje takode
mogu biti osnova za razvoj novih molekularnih protokola za razlikovanje virusa iz roda
Capripoxvirus.

2.2.3 Replikacija virusa BKK

U Ccelije domacina virus BKK ulazi mikropinocitozom koja podsefa na proces apsorpcije
ostataka apoptotske ¢elije od strane fagocita. Sam proces se odvija preko receptora povrSinskog
proteina fosfatidilserina za koji se virus vezuje, ¢ime se aktivira celijska p21 kinaza-1 (Mercer i
Helenius, 2008). Virusna Cestica sa omota¢em ulazi u ¢eliju domacina putem endocitoze. Unutar
endocitne vezikule omotac¢ virusa se gubi, zatim dolazi do fuzije spoljaSnje membrane virusa sa
membranom vezikule pri ¢emu se virus oslobada u citoplazmu ¢elije domacina gde se i odvija
replikacija virusa BKK unutar intracitoplazmatskih inkluzionih tela (Prozesky i Barnard, 1982).
Virusne Cestice se nakon replikacije oslobadaju iz ¢elija na dva nacina: pupljenjem, $to je redi
nacin, kada nastaju virusne Cestice sa omotacem ili lizom ¢elije kada nastaju virusne Cestice bez
omotaca (Murphy i sar., 1999).



2.3 GEOGRAFSKA RASIRENOST BOLESTI KVRGAVE KOZE
2.3.1 Geografska rasirenost bolesti kvrgave koZe u svetu

Bolest kvrgave koze goveda je prvi put opisana na teritoriji Zambije (bivSa Severna Rodezija)
1929. godine i dugo je bila ograni¢ena na juzni deo Afrike. Tokom 40-ih godina 20-og veka
BKK se prosirila u centralne i severne delove i trenutno je prisutna svuda u Africi, ukljucujuéi i
Madagaskar (Tuppurainen, 2018a). U isto¢noj Africi BKK se javila prvi put u Keniji 1957.
godine (Weiss, 1968), zatim u Sudanu 1970. godine, a na teritoriji zapadne Afrike bolest se
proSirila 1974. godine kada je dijagnostikovana na podrucju Nigerije. Tokom 1977. godine BKK
je registrovana i u Mauritaniji, Maliju, Gani i Liberiji. Osamdesetih godina proslog veka prvi
sluéajevi bolesti su se javili u Tanzaniji, Somaliji i Kamerunu (OIE?, 2018). Bolest kvrgave koze
je dugo bila ograni¢ena na podrucje Afrike juzno od Sahare, dok je danas prisutna na podrucju
cele Afrike, izuzev Libije, Alzira, Maroka i Tunisa koje se jo§ uvek smatraju drzavama
slobodnim od BKK (Tuppurainen, 2018a). Uprkos merama kontrole i eradikacije bolesti, 1988.
godine doslo je do epizootije veéih razmera u Egiptu (Ali i sar., 1990), odakle se bolest, samo
godinu dana kasnije, prosirila po prvi put van granica africkog kontinenta kada se pojavila na
teritoriji lzraela (Yeruham i sar., 1995). U Saudijskoj Arabiji BKK je potvrdena 1992. godine
(Greth i sar., 1992), na podru¢je Kuvajta 1991. godine, Libana 1993. godine, Jemena 1995.
godine, Ujedinjenih Arapskih Emirata 2000. godine, Bahreina 2003. godine, Izraela 2006-2007.
godine i Omana 2010. godine (Tuppurainen i Oura, 2012).

2.3.2 Bolest kvrgave koZe u Evropi i zemljama u okruZenju

Posebna paznja pracenju epizootioloske situacije BKK u svetu posveéena je u periodu od 2015.
do 2016. godine, kada je bolest pokazala znacajni potencijal Sirenja na podrucje Balkanskog
poluostrva i bila pretnja za dalje Sirenje na podru¢je Evrope (Tasioudi i sar., 2016; Sevik i
Dogan, 2017; Agianniotaki i sar., 2017b; Zeynalova i sar., 2016).

Tokom 2013. godine BKK je registrovana u juznom delu Turske (Wainwright i sar., 2013), da bi
u naredne dve godine epizootija zahvatila celu teritoriju Turske (Timurkan i sar., 2016). Pojavom
BKK u Turskoj povecala se mogucnost prenosa bolesti u drzave ¢lanice Evropske unije (EU)
(Tuppurainen i Oura, 2014; Tuppurainen i Oura, 2012; Beard, 2016). U novembru 2014. godine
bolest je potvrdena na ostrvu Kipar, a u junu 2015. godine u turskom distriktu Edirne udaljenom
8 km od granice sa Gréckom. U avgustu 2015. godine bolest je prvi put registrovana na teritoriji
Grcke, u oblasti Evros na udaljenosti 15 km od granice sa Turskom. To je bila prva pojava BKK
na teritoriji EU. U Grékoj bolest je u pocetku bila ograni¢ena na teritoriju oblasti Evros, a zatim
je uprkos sprovedenim merama kontrole nastavila da se Siri na zapad zemlje (Ksanti, Kavala,
Limnos, Rodopi, Halkidiki i Solun) (Tasioudi i sar., 2016). U julu 2015. godine BKK je prvi put
registrovana na teritoriji Ruske Federacije, u pograni¢nim podruc¢jima sa Gruzijom i
Azerbejdzanom, da bi se zatim prosirila na podrugje Kavkaza (Dagestan, Ceéenija i Severna
Osetija) (Sprygin i sar., 2018a). U aprilu 2016. godine, epizootija BKK se pojavila u severnim
regionima Grcke, $to je bio pocetak epizootije BKK na podrucju jugoistocne Evrope. Za manje
od 4 meseca bolest je registrovana u Bugarskoj, Severnoj Makedoniji, R. Srbiji, Albaniji i Crnoj
Gori (EFSA, 2016a, EFSA, 2016b). Prva pojava BKK u Bugarskoj zabelezena je u aprilu 2016.
godine u pokrajini Blagoevgrad, koja se grani¢i sa Severnom Makedonijom i Grékom. U
Severnoj Makedoniji BKK se pojavila u aprilu 2016. godine u jugoisto¢nom delu zemlje, a zatim
se prosirila na teritoriju cele zemlje. U R. Srbiji prvi slu¢aj BKK je registrovan pocetkom juna
meseca 2016. godine, u Albaniji krajem juna meseca 2016. godine, u Crnoj Gori u julu mesecu
2016. godine (EFSA, 2017).

Tokom 2017. godine javljali su se samo sporadi¢ni slucajevi bolesti u Severnoj Makedoniji (4
zariSta) 1 Grckoj (2 zariSta), dok u drugim zemljama jugoistocne Evrope (izuzev Turske i



Albanije) nije bilo pojave bolesti. Albanija je bila jedina zemlja u jugoisto¢noj Evropi u kojoj je
tokom 2017. godine registrovan veliki broj zarista BKK (379 Zarista) (Tuppurainen i sar., 2019).

2.3.3 Pojava BKK u Republici Srbiji

U R. Srbiji BKK je prvi put registrovana u junu 2016. godine u P¢injskom okrugu na krajnjem
jugu zemlje u opstini Bujanovac. Bolest je dijagnostikovana na osnovu pracenja epizootioloske
situacije u regionu, klinicke slike i laboratorijskih ispitivanja (Vidanovi¢ i sar., 2016; Manic 1
sar., 2019). Tokom epizootije 2016. godine na podrucju R. Srbije BKK se prosirila na 11 okruga.
Od ukupnog broja zariSta u R. Srbiji, 84% je registrovano na epizootioloSkom podrucju
Veterinarskog specijalistickog instituta Ni§ (VSI Nis). Blagovremenim reagovanjem i primenom
mera kontrole (stamping out, vakcinacija, dezinfekcija, dezinsekcija, kontrola kretanja Zivotinja)
epizootija je zaustavljena 1. oktobra 2016. godine. Celokupna populacija goveda je vakcinisana
protiv BKK, a narednih godina sprovodila se revakcinacija i vakcinacija novorodenih Zivotinja.
Od 2016. godine kada je epizootija suzbijena na teritoriji R. Srbije nije zabelezen nijedan slucaj
BKK (Mani¢ i sar., 2019).

2.4 EPIZOOTIOLOSKE KARAKTERISTIKE BOLESTI KVRGAVE KOZE

Prirodni domacéini za virus BKK su domac¢a goveda (Bos indicus i Bos taurus) i azijski vodeni
bivo (Bubalus bubalis). Dokazano je da su evropske rase goveda (Bos taurus) prijeméivije nego
azijske rase (Bos indicus). Odredena ispitivanja su pokazala da pojedine evropske rase goveda sa
tankom kozom, poput Holstajn-frizijske rase, oboljevaju sa tezim klinickim simptomima bolesti
od autohtonih africkih rasa goveda (Coetzer, 2004). Postoje podaci koji ukazuju da od BKK
mogu oboleti i neke vrste divljih preZzivara (Tuppurainen i Oura, 2012), medutim prijemcivost
divljih prezivara i njihova uloga kao potencijalnih rezervoara virusa nisu u potpunosti poznati.
Prisustvo genoma virusa BKK utvrdeno je u koznim ¢vorovima kod springbok antilope
(Antidorcas marsupialis) (Lamien i sar., 2011a). Kod oriks antilope (Oryx leucoryx) je
elektronskim mikroskopom utvrdeno prisustvo virusnih Cestica CaPV u koznim ¢vorovima,
medutim nije dokazano da li se radilo o virusu BKK ili SPPV (Greth i sar., 1992). Prisustvo
antitela na CaPV utvrdeno je kod nekih vrsta divljih preZivara kao §to su gnu (Connochaetes
taurinus), belorepi gnu (Connochaetes gnu), eland antilopa (Taurotragus oryx), impala (Barnard,
1997) i africki bivo (Syncerus caffer) (Davies, 1982). Prisustvo antitela protiv CaPV kod
razli¢itih Zivotinjskih vrsta ukazuje na njihovu podloznost virusu, ali ne potvrduje ulogu divljih
zivotinja kao rezervoara i njihovu ulogu u prenoSenju virusa. Medutim, praéenje toka infekcije,
kao i utvrdivanje prisustva bolesti sa pojavom blagih klini¢kih simptoma kod divljih prezivara je
problemati¢no tako da ostaje sporno da li oni u prirodi oboljevaju. Smatra se da su zbog prirodne
selekcije divlji prezivari genetski otporniji na infekciju virusom BKK (Barnard, 1997).

Bolest kvrgave koze se klini¢ki ispoljava kod svih starosnih kategorija i kod oba pola domacih
goveda. Prema nekim istrazivanjima utvrdeno je da se bolest u tezem obliku ispoljava kod
muznih krava na vrhuncu laktacije kao i kod mladih zivotinja (Coetzer, 2004). lako neke studije
ukazuju na vecu osetljivost mladih kategorija (Gari i sar., 2011), u odredenim studijama nije
utvrdena razlika u prevalenciji izmedu razliCitih starosnih kategorija (Elhaig 1 sar., 2017).
Ispitivanjem seroprevalencije BKK kod goveda razlicitih starosnih kategorija dokazano je da je
seropozitivnost bila ve¢a kod odraslih u poredenju sa mladim govedima (do 12 meseci starosti),
Sto se objasnjava time da se telad drze u zatvorenim prostorima (Molla i sar., 2018; Abera i sar.,
2015; Ochwo i sar., 2019). U studiji matematickog modeliranja kojom se procenjuju razli¢iti
putevi prenosenja virusa BKK ispitivanja su pokazala da su telad na sisi rede oboljevala zbog
toga $to se drze u zatvorenim prostorima udaljena od zarazenih Zivotinja i zaSti¢ena od insekata
(Magori-Cohen i sar., 2012).

Prema dosadaSnjim saznanjima BKK pripada grupi vektorski prenosivih bolesti pri ¢emu
klimatski faktori, odnosno temperatura i koli¢ina padavina uticu na ciklus razmnoZzavanja
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insekata u staniStima uslovljavajuci sezonsko pojavljivanje bolesti (Ochwo i sar., 2019). Na
sezonsko pojavljivanje bolesti pored aktivnosti hematofagnih insekata utiCe i nacin drzanja,
odnosno uzgoja zivotinja. Na podru¢ju Balkana goveda se drze na tradicionalni nacin, tj. u
poluotvorenom ili otvorenom sistemu, §to omogucava kontakt sa vektorima, ali i kontakte
zivotinja iz razlicitih stada. Tako je, na primer, u Gr¢koj utvrdeno da je morbiditet BKK bio veci
na farmama u kojima se zivotinje drze na ispa$i, u odnosu na farme gde Zivotinje ne Koriste
ispasu (Klement i sar., 2018).

Prema izvesStajima iz zemalja u kojima se bolest pojavila u poslednjih nekoliko godina uocava se
da brzina Sirenja, ukupna prevalencija kao i stope mortaliteta i letaliteta zavise od geografskog
podrucja, klimatskih uslova, aktivnosti i brojnosti vektora, nacina drzanja stoke, rase goveda,
imunskog statusa zivotinja i brzine sprovodenja mera kontrole bolesti (Sameea Yousefi i sar.,
2017; Zeynalova i sar., 2016; Kasem i sar., 2018; Sprygin i sar., 2018a). U zemljama gde se
BKK endemski javlja morbiditet se kre¢e od 5 do 45%, a mortalitet od 1 do 3%, izuzetno do
10% (Coetzer, 2018). Na podrucjima gde se bolest prvi put pojavljuje morbiditet moze iznositi i
100% (Coetzer, 2004).

Iako je BKK jedna od ekonomski najznacajnijih bolesti goveda, dinamika pojavljivanja, kao i
putevi Sirenja nisu potpuno poznati. Utvrdeno je da se U enzootskim podrucjima bolest pojavljuje
periodi¢no, sa periodima izmedu epizootija od nekoliko godina (Davies, 1991b). Nije poznato da
li postoji specifi¢ni rezervoar virusa BKK, niti kako i gde virus prezivljava izmedu epizootija, ali
je poznato da su prisustvo neimune populacije, brojnih hematofagnih vektora i kretanje Zivotinja
iz zarazenih regiona glavni pokretac¢i opseznih epizootija BKK (Tuppurainen i sar., 2017).

U epizootioloskoj studiji koja je obuhvatila period od pojave BKK u Turskoj (2015. godine) do
pojave bolesti na Balkanskom poluostrvu (2016. godine) prikazan je stepen Sirenja BKK na
Balkanskom poluostrvu. Zabelezeno je sezonsko Sirenje bolesti sa pikovima tokom letnjih
perioda 1 prestankom bolesti tokom zime §to se povezuje sa prestankom aktivnosti vektora.
Uocena su podruc¢ja sa veéim brojem zarista (tzv. hot spots) koja su uglavnom lokalizovana u
pograni¢nim predelima. Prose¢na brzina Sirenja BKK je bila 7,3 km/nedeljno (4,4 do 12,5
km/nedeljno), a najveca zabelezena brzina Sirenja BKK je bila 543,6 km/nedeljno. Ocenjeno je
da je nizak stepen Sirenja BKK u odredenim podrucjima povezan sa lokalnim prenosom
uzroc¢nika vektorima 1 eventualno direktnim kontaktom zarazenih i nezaraZenih Zivotinja, dok je
visok stepen Sirenja BKK povezan sa kretanjima i trgovinom zaraZenih Zivotinja. Takode, nije
iskljuCena verovatnoc¢a da se bolest mogla Siriti na veliku udaljenost noSenjem inficiranih
vektora vetrom (Mercier i sar., 2018).

2.5 PRENOSENJE VIRUSA

I pored Cinjence da je od prvih izvestaja proslo viSe od pola veka, putevi prenosenja virusa BKK
jos§ uvek nisu u potpunosti istraZzeni. Rani eksperimentalni radovi i opaZanja sa podrucja juzne
Afrike doveli su do zakljucka da je prenos virusa BKK sa inficiranih na zdrava goveda direktnim
kontaktom mogu¢ mada u retkim slucajevima i sa slabom efikasnos¢u (Weiss, 1968). Pored
ovoga od znaCaja je indirektni prenos virusa posredstvom hrane i vode kontaminirane
pljuvackom ili nosnim iscedkom zarazenih zivotinja (Weiss, 1968; Tuppurainen i Oura, 2012).

Intrauterini prenos virusa BKK u poslednjoj trecini graviditeta je opisan nedavno (Rouby i
Aboulsoud, 2016), a utvrdena je i moguénost prenosa virusa sa majke na tele preko
kontaminiranog mleka ili koznih lezija na vimenu (Tuppurainen i sar., 2017). Eksperimentalno je
dokazan prenos virusa veStaCkim osemenjavanjem spermom zarazenih bikova, kao 1
embriotransferom. Virus BKK se dugo odrzava u pasemeniku i testisima (Annandale i sar.,
2010), a moguce ga je izolovati iz sperme eksperimentalno inficiranih bikova i do 42 dana posle
infekcije (Irons i sar., 2005). Ova istrazivanja ukazuju da vestacku oplodnju i/ili prirodno parenje
treba smatrati faktorima rizika za prenos virusa BKK. Medutim, malo je verovatno da bi se



visoka prevalencija infekcije mogla posti¢i u stadima preko prirodnog parenja ili veStacke
oplodnje (Annandale i sar., 2014).

Prenos virusa BKK kontaminiranim iglama kori§¢enim tokom vakcinacije se takode navodi kao
potencijalni nacin za Sirenje infekcije u stadu (Tuppurainen i sar., 2017).

Prema dostupnim izvestajima prenos putem artropoda predstavlja osnovni put prenosa virusa
BKK. Smatra se da gotovo sve vrste hematofagnih insekata koje su prisutne na odredenom
podruc¢ju i hrane se na govedima mogu imati ulogu mehanic¢kih vektora (Kahana-Sutin i sar.,
2017). Prvi slucaj pojave BKK na novim teritorijama je Cesto posledica ilegalnog transporta
goveda izmedu farmi, regija ili zemalja. Prenos virusa BKK na vece udaljenosti odvija se
kretanjem zarazenih Zivotinja, ali i zaraZzenih vektora koji mogu uneti virus u populaciju goveda
slobodnu od bolesti. Vektori - hematofagni insekti se mogu preneti na razlicite udaljenosti na tri
nacina i to: vetrom, transportnim sredstvima ili pticama. Spontana kretanja vektora imaju znacaj
u Sirenju bolesti samo na malim udaljenostima, zbog malog raspona kretanja insekata. Razdaljina
prenosenja virusa je ekvivalentna tome koliko daleko odredene vrste insekta mogu preleteti i to
je najées¢e 10-20 km. Hematofagni insekti za koje je utvrdeno da imaju ulogu vektora u
prenosenju virusa BKK su muve (Stomoxys calcitrans i Biomya fasciata) (Weiss, 1968), komarci
vrste Aedes aegipti (Chihota i sar., 2001) i krpelji vrste Rhipicephalus sp. i Ambliomma sp.
(Tuppurainen i sar., 2013; Tuppurainen i sar., 2015a; Tuppurainen i sar., 2015b; Lubinga i sar.,
2015).

Smatra se da transport vektora prevoznim sredstvima predstavlja rizik za prenosenje virusa na
velike udaljenosti. Stomoxys calcitrans je jedna od najrasprostranjenijin vrsta insekata u
razli¢itim delovima sveta za koju je dokazano da moze preneti poksviruse ovaca i koza
(Rodhain, 2015), ali je takode i vazan vektor virusa BKK (Kahana-Sutin i sar., 2016). S.
calcitrans se smatrao glavnim “’kriveem” za prvu pojavu BKK u Izraelu u avgustu 1989. godine
(Brenner i sar., 2006; Barnard i sar., 1994). Smatra se da S. calcitrans moze imati vaznu ulogu U
prenoSenju virusa i tokom transporta zivih Zivotinja prevoznim sredstvima, jer se duzi vremenski
period zadrzava na glatkim povrSinama. Uloga drugih vrsta hematofagnih insekata u prenoSenju
virusa BKK na velike udaljenosti je sporna, kao $to je slucaj sa vrstama iz roda Tabanidae
imaju¢i u vidu da ove vrste zive na otvorenom i ne ulaze u objekte ili prevozna sredstva
(Saegerman i sar., 2018).

Dokazano je da Zenke komarca Aedes aegypti mogu da prenesu virus BKK na prijeméive
zivotinje 2 do 6 dana nakon hranjenja na eksperimentalno inficiranim Zivotinjama (Chihota i sar.,
2001). Medutim, pokusaji da se virus BKK prenosi izmedu eksperimentalno inficiranih i
prijem¢ivih goveda preko Stalske muve Stomoxys calcitrans Linnaeus, komar¢i¢a Culicoides
nubeculosus Meigen i dve vrste komaraca Anopheles stephensi Liston i Culex quinguefasciatus
Say nisu bili uspesni bez obzira na to $to je primenom molekularnih metoda dokazano da je
koncentracija virusa u insektima bila dovoljno visoka da moZe da izazove infekciju kod
prijem¢ivih Zivotinja (Chihota i sar., 2003). Iako se trenutno osporava uloga Culicoides spp. kao
vektora virusa BKK (Chihota i sar., 2003) odredene studije ukazuju na njihov znacaj, a dodatnim
istrazivanjima treba potvrditi navedene tvrdnje. Na osnovu istrazivanja sprovedenim u Turskoj,
genom virusa BKK je otkriven u C. punctatus sto ukazuje na to da je on mozda imao vaznu
ulogu u Sirenju virusa (Sevik 1 Dogan, 2017).

Na podrucju juga R. Srbije radena su malobrojna ispitivanja vezana za prisustvo razli¢itih vrsta
hematofagnih insekata. Jedna od retkih entomoloskih studija koja se bavi ovom problematikom
datira jos iz 1996. godine u kojoj je na podrucju juzne Srbije dokazano prisustvo 12 vrsta
komaraca iz subfamilije Culicinae i Anophelinae (tri iz roda Culex, sedam iz roda Aedes i jedan
iz roda Culiseta) (Bozi¢i¢-Lothrop i Vuji¢, 1996). Medutim, imajuci u vidu trend pojave novih
vektorski prenosivih bolesti na podru¢ju R. Srbije, podaci o fauni hematofagnih insekata na
ovom podrucju su 2018. godine dopunjeni studijom koja je ukazala na prisustvo ¢ak 22 vrste iz

roda Culicoides, a ¢ija je uloga u transmisiji virusa BKK generalno nepoznata (Vasi¢ i sar.,



2018). Trenutno je veoma malo informacija o hematofagnim insektima koji su ukljuceni u
Sirenje virusa na podrucju Evrope.

U epizootiologiji BKK danas se sve veéi znacaj daje izuCavanju uloge krpelja ne samo kao
vektora, ve¢ 1 prirodnih rezervoara virusa. Dokaz o vertikalnom prenosSenju virusa kod pojedinih
vrsta krpelja moze imati poseban znacaj, zbog mogucnosti stacioniranja oboljenja na odredenim
podruc¢jima i dobijanja karaktera enzootije. Veci broj istrazivanja dokazuje transovarijalni prenos
virusa BKK kod zenki krpelja vrste Amblyomma hebraeum, Rhipicephalus appendiculatus i
Rhipicephalus decoloratus (Tuppurainen i sar., 2010; Lubinga i sar., 2014). Pored
transovarijalnog kod navedenih vrsta krpelja dokazan je i transstadijalni prenos virusa BKK
(Tuppurainen i sar., 2010; Lubinga i sar., 2015). Krpelji vrste A. hebraeum i R. apendiculatus
mogu preneti virus BKK sa inficirane na prijemc¢ive zivotinje i mehanickim putem (Tuppurainen
i sar., 2010). Tuppurainen i sar. (2013) su dokazali da i muzjaci krpelja R. apendiculatus imaju
ulogu u mehani¢kom prenosenju virusa BKK (Tuppurainen i sar., 2013). lako su vrste krpelja
¢ija je uloga u prenoSenju virusa BKK dokazana prisutne na africkom kontinentu i Bliskom
Istoku (De Clercq i sar., 2012; Shoukry i sar., 1993), smatra se da usled uticaja globalnih
klimatskih promena postoji rizik od Sirenja i stacioniranja navedenih vrsta na nova podrucja
(Tuppurainen i sar., 2017).

Ispitivanjem faune krpelja na podrucju juga Srbije utvrdeno je prisustvo devet vrsta krpelja iz
roda Ixodes (Dermacentor marginatus, Rhipicephalus bursa, R. sanguineus, Ixodes ricinus,
Haemaphysalis punctata, H. sulcata, H. inermis, Hyalomma savignyi i Boophilus calcaratus)
(Milutinovi¢ i sar., 2012), ¢ija je uloga u prenosenju virusa BKK nepoznata i zahteva dodatna
ispitivanja.

2.6 KLINICKA SLIKA BKK

Bolest kvrgave koze se moze ispoljiti u akutnom, subakutnom i hroni¢nom toku. Period
inkubacije kod eksperimentalno zarazenih Zivotinja varira izmedu Cetiri 1 sedam dana, dok kod
prirodno inficiranih moze trajati i do pet nedelja (Tuppurainen i sar., 2017). Nakon ulaska virusa
u organizam domacina, primarna replikacija se odvija u krvi 1 ¢elijama koZe, nakon ¢ega virus
limfom dospeva do regionalnih limfnih ¢vorova gde se dalje umnozava i izaziva primarnu
viremiju, a zatim se §iri u unutrasSnje organe. Viremija kod BKK traje kratko, ali se kod Zivotinja
koje su eksperimentalno inficirane virus u krvi moze dokazati molekularnim metodama do 15
dana (od 6 do 15 dana) nakon infekcije (Babiuk i sar., 2008a). Virus BKK se replikuje unutar
¢elija domacina kao §to su makrofagi, fibroblasti, periciti i endotelne celije limfnih i krvnih
sudova §to dovodi do limfangitisa i vaskulitisa i ima za posledicu pojavu tromboze i infarkta koji
uzrokuju edem i nekrozu tkiva (Prozesky i Barnard, 1982). Tropno tkivo za virus BKK je koza u
kojoj nakon eksperimentalne infekcije virus moze da ostane prisutan 42 dana (Babiuk i sar.,
2008a). Koristeci protokol prema Ireland i Binepal (1998), Tuppurainen i saradnici (2005) su
kod Zivotinja eksperimentalno inficiranih virusom BKK otkrili genom virusa u uzorcima krvi
najranije 2 dana posle infekcije (dpi), a najkasnije 28 dpi, dok je genom virusa BKK ovim
protokolom detektovan u bioptatima koze ¢ak do 92 dpi (Tuppurainen i sar., 2005).

Prvi znak infekcije je povisSenje telesne temperature na 41°C koja moze trajati priblizno nedelju
dana (Tuppurainen i sar., 2005). Kod veéine obolelih goveda limfni ¢vorovi, prvenstveno
subskapularni 1 prefemoralni su vidljivo uvecani. Najvazniji klinicki simptom kod inficiranih
Zivotinja je pojava karakteristi¢nih ¢vorova na kozi koji su izdignuti iznad povrsine koze, jasno
ogranic¢eni od zdrave koze, okrugli, ¢vrsti i bolni na dodir (Weiss, 1968, Tuppurainen i sar.,
2005). Cvorovi su pre¢nika 10-50 mm, a njihov broj moZe da varira od nekoliko do nekoliko
stotina u zavisnosti od tezine klinicke slike (Tuppurainen i sar., 2017). Predilekciona mesta za
pojavu ¢vorova su predeo glave, vrata, perineuma, vulve, skrotuma, vimena i nogu (Coetzer,
2004). Kod nekih zivotinja na sluzokozi konjuktiva, usne i nosne Supljine razvijaju se ulceracije
koje su uzrok pojacane lakrimacije, salivacije i pojave iscetka iz nosa (Babiuk i sar., 2008a).
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Nosni sekret je u pocetku serozan, a kasnije u zavisnosti od sekundarnih bakterijskih infekcija
postaje mukozan ili mukopurulentan i sadrzi relativno visoku koncentraciju virusa koji se
izluCuje 12-18 dana nakon infekcije (Babiuk i sar., 2008a). U krajnjoj fazi bolesti ¢vorovi na
kozi nekrotizuju, pri ¢emu nekroza zahvata i potkoZzno i miSi¢no tkivo (Tuppurainen i sar.,
2017). Kod nekih Zivotinja se na ventralnim delovima tela razvija edem koji zahvata i vime pa
posledi¢no nastaje mastitis i prestanak laktacije. Takode, dolazi do razvoja edema ekstremiteta,
Sto je uzrok pojave hromosti. Kod gravidnih zivotinja moze do¢i do pobacaja, a kod bikova do
privremenog ili trajnog steriliteta (Carn i Kitching, 1995).

Bolest kvrgave koze se ponekad manifestuje blagim klini¢kim simptomima pri ¢emu se moze
posumnjati na neke druge bolesti infektivne ili neinfektivne etiologije. Virusne infekcije koje se
manifestuju slicnom klinickom slikom kao BKK su infekcije parapoksvirusima (govedi
papularni stomatitis 1 lazne boginje), ortopoksvirusima (vakcinija 1 virus boginja goveda) i
herpesvirusima (govedi herpes virus 2) (Brenner i sar., 2009; Babiuk, 2018a, World Organisation
for Animal Health (OIE), 2017). Klinicka slika slicna onoj kod BKK se javlja i kod
fotosenzitivnosti, alergijskih reakcija, urtikarija i reakcija na ubod insekata ili krpelja. Neki
paraziti, takode mogu dovesti do pojave promena na kozi goveda sli¢nih onima kod BKK, na
primer uzro¢nik hipodermoze goveda (Hypoderma bovis), uzro¢nik onhocerkoze (Onchocerca
ochengi) ili besnoitioze (Besnoitia besnoiti). Takode, treba iskljuéiti i neke bolesti bakterijske
etiologije kao $to su, na primer, kozni oblik tuberkuloze i pseudotuberkuloza (Babiuk, 2018a;
World Organisation for Animal Health (OIE), 2017).

2.7 IMUNSKI ODGOVOR

Imunski odgovor na infekciju izazvanu virusima iz roda CaPV je prvenstveno celijski, medutim
u odbrani organizma od CaPV takode je znacajna i uloga humoralnog imuniteta (Carn, 1993).
Uloga ¢elijskog imuniteta kod infekcije izazvane virusom BKK jo$ nije u potpunosti ispitana, ali
je opisana kod drugih bolesti izazvanih virusima iz familije Poxviridae (Babiuk, 2018b).
Utvrdeno je da glavni protein omotaca virusa (protein P32) poseduje neutralizacione i T Celijske
epitope 1 da ucestvuje u imunskom odgovoru na infekcije izazvane CaPV kod sve tri prijem¢ive
vrste zivotinja: goveda, ovaca i koza (Chand i sar., 1994). Imajuéi u vidu da CaPV (virus BKK,
SPPV i GTPV) imaju podudarnost u redosledu nukleotida od 96% i zajednicki glavni antigen za
sintezu neutralizacionih antitela (Tulman i sar., 2001; Tulman i sar., 2002), postoje dokazi da
virusi iz ovog roda stvaraju heterologni unakrsni zaStitni imunitet (Carn, 1993). Medutim,
istrazivanja su otkrila da je unakrsni imunitet ste¢en vakcinacijom nehomolognim vakcinama
protiv CaPV samo delimi¢an na §ta ukazuje ¢injenica da su u Etiopiji i Izraelu od BKK obolela
goveda koja su bila vakcinisana vakcinom protiv boginja ovaca (Ayelet i sar., 2013; Tageldin i
sar., 2014).

Utvrdeno je da se nakon vakcinacije Zivotinja vakcinom protiv BKK specifi¢na antitela razvijaju
za 15 dana, a najvisi nivo dostizu nakon 30 dana. Iako je kod BKK ¢elijski imunski odgovor
dominantan, detekcija humoralnog imunskog odgovora ima veéi prakti¢ni znacaj jer pruza
znacajne informacije o uspehu vakcinacije. Prema novijim istraZivanjima sprovedenim nakon
vakcinacije atenuiranim virusom protiv BKK dokazano je, da je detekcija specifi¢nih antitela
protiv virusa BKK najranije moguca sedam do 14 dana nakon vakcinacije, a najkasnije do 40
nedelja nakon vakcinacije (Abdelwahab i sar., 2016), dok kod teladi koja poti¢u od vakcinisanih
majki maternalni imunitet moze da traje Cetiri do Sest meseci (Carn, 1993).

2.8 PATOMORFOLOSKI NALAZ

Najuocljivije patomorfoloske promene kod BKK su promenjeni delovi koze, odnosno ¢vorovi
koji ponekad zahvataju i subkutano i misi¢no tkivo. Na popreénom preseku ¢vorovi su ¢vrsti,
belicasto-sive boje, okolno potkozno tkivo je Cesto infiltrirano seroznom te¢noséu, a kod starijih
procesa (14 dana) usled ulceracije u centralnom delu ¢vorova nalazi se nekroti¢ni sadrzaj (OIE?,
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2018). Kod bikova ¢vorovi se mogu naci na kozi skrotuma i repu epididimisa, a u tkivu testisa i
epididimisa prisutna su podruéja zahvacena nekrozom i infarktima (Annandale i sar., 2010).

Patohistoloske promene znacajno variraju u zavisnosti od forme bolesti. Kod akutne forme
bolesti patohistoloskim pregledom uocava se baloniraju¢a degeneracija celija epidermisa,
folikulitis, furunkuloza i vaskulitis dermalnih kapilara, venula i arteriola (EI-Neweshy i sar.,
2012). Vaskulitis je pra¢en trombozom i infarktima u kozi koji dovode do edema i nekroze. U
promenjenim delovima koze prisutna je infiltracija makrofaga, limfocita i eozinofilnih
granulocita (Coetzer, 2004). U epidermisu se uocava akantoza, parakeratoza i hipokeratoza, a
kao posledica razlaganja nekroti¢nih ¢elija nastaje intercelularni edem i formiranje vezikula. Kod
starijih procesa u epidermisu je prisutna perivaskularna fibroplazija i stvaranje oziljnog tkiva
(Prozesky i Barnard, 1982). U keratinocitima stratuma spinozum, ¢elijama folikula dlaka i lojnim
zlezdama nalaze se eozinofilne, homogene intracitoplazmatske inkluzije koje predstavljaju mesta
umnozavanja virusa (Vaskovi¢ i sar., 2019).

Limfni ¢vorovi su uvecani, a u nekim slu¢ajevima su prisutni edemi ventralnih delova tela
(Vaskovié i sar., 2019). Cest nalaz u limfnim &vorovima je limfoidna hiperplazija folikularne i
interfolikularne zone, a u sinusima limfnih ¢vorova je prisutna infiltracija limfoblastima,
limfocitima i makrofagima sa hipertrofijom 1 hiperplazijom retikuloendotelijalnih ¢elija
(Prozesky i Barnard, 1982).

Promene se mogu naci i na unutrasnjim organima i to u vidu hiperplazije sluzokoze gornjih
partija respiratornog sistema i1 usne Supljine, posledi¢ne hipersekrecije sluzi, pojave erozija 1
ulceracija sluzokozZe. Ponekad se kod Zivotinja mogu razviti negnojna intersticijalna pneumonija
i negnojni meningoencefalitis (Prozesky i Barnard, 1982).

2.9 DIJAGNOSTIKA BKK

Dijagnostika BKK bazira se na pracenju epizootioloSke situacije u zemlji i regionu,
prepoznavanju klinickih simptoma bolesti, analizi patomorfoloskih nalaza i laboratorijskim
ispitivanjima koja ukljucuju primenu direktnih metoda za otkrivanje virusa i indirektnih,
seroloSkih metoda.

2.9.1 Laboratorijska dijagnostika BKK

Laboratorijska dijagnostika BKK goveda se zasniva na primeni klasi¢nih virusoloskih,
molekularnih i seroloskih metoda. Virus BKK se moze dokazati primenom elektronske
mikroskopije, izolacijom virusa na kulturi tkiva i embrioniranim kokos$jim jajima, ili
utvrdivanjem prisustva genoma virusa molekularnim metodama, odnosno metodom lancane
reakcije polimeraze (polymerase chain reaction - PCR) (konvencionalni PCR) i lan¢ane reakcije
polimeraze u realnom vremenu (real-time polymerase chain reaction - real-time PCR). Detekcija
specificnih antitela se zasniva na primeni virus neutralizacionog testa (VNT), indirektne
imunofluorescencije (IFAT), agar gel imunodifuzionog testa (AGID), imunoenzimskog testa
(ELISA - enzyme linked immunosorbent assay) i Western blota (OIEY, 2018).

2.9.1.1 Izolacija virusa na kulturi éelija

Za izolaciju virusa BKK mogu se Koristiti primarne i kontinuirane kulture tkiva poreklom od
goveda, ovaca i koza (Babiuk i sar., 2008a; OIE?, 2018). Najprijem¢ivijim za izolaciju virusa se
smatraju primarna ili sekundarna kultura tkiva jagnjeceg testisa i koze goveda (Binepal i sar.,
2001). Virus BKK se moze izolovati i na horioalantoisnoj membrani pile¢ih embriona, pri ¢emu
su najpodesniji embrioni stari 7 do 11 dana (EI-Nahas, 2011). Uprkos ¢injenici da je vremenski
zahtevnija od molekularnih metoda i da nije uvek uspesna, izolacija virusa BKK se primenjuje u
dijagnostici bolesti naro€ito u zemljama gde se bolest prvi put javlja. U cilju izolacije virusa

BKK mogu se koristiti kozni ¢vorovi koji sadrze visoke koncentracije virusa, ali i brisevi
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sluzokoze usta i nosa za koje je dokazano da predstavljaju jednako kvalitetan materijal za
izolaciju virusa (Dietze i sar., 2018).

Umnozavanjem na kulturi ¢elija virus BKK stvara citopatogeni efekat (CPE) koji se moze uociti
ve¢ drugog dana nakon inokulacije materijala, ali retko se javlja nakon prve pasaze, najcesce u
drugoj ili tre¢oj pasazi virusa. Prilikom umnozavanja na kulturi d¢elija virus stvara
intracitoplazmatske inkluzije koje se mogu detektovati bojenjem hematoksilin eozinom (Babiuk i
sar., 2008a). Broj pasaza potrebnih za izolaciju virusa nije standardizovan niti odreden, a prema
literaturnim podacima varira od jedne do osam (Haegeman i sar., 2019).

2.9.1.2 Molekularne metode za dokazivanje genoma virusa BKK

Efikasna kontrola i rad na iskorenjivanju BKK u endemskim i ne-endemskim podrué¢jima
zahteva brze i precizne dijagnosticke metode. Laboratorijske metode za dokazivanje prisustva
virusa BKK zasnivaju se na primeni molekularnih i to konvencionalnih i real-time PCR metoda.
U poredenju sa metodom izolacije virusa, prednost molekularnih metoda je u njihovoj visokoj
osetljivosti, relativno brzom izvodenju, moguénosti analize velikog broja uzoraka, upotrebi
dobijenih rezultata u molekularnoj epizootiologiji, kao i ispitivanju uzoraka koji nisu podesni za
izolaciju virusa (Tuppurainen i sar., 2005).

Osnove laboratorijske dijagnostike BKK primenom molekularnih metoda (PCR) postavljene su
1998. godine kada je objavljen prvi protokol za konvencionalni PCR kojim se moze detektovati
prisustvo genoma svih CaPV (SPPV, GTPV i virus BKK), a koji za ciljni region ima deo P32
gena (Ireland i Binepal, 1998). Poslednjih godina u literaturi su sve zastupljeniji nauéni radovi
koji se odnose na razvoj i primenu protokola za izvodenje PCR i real-time PCR metode kojima
se mogu detektovati svi CaPV, razlikovati pojedini CaPV i razlikovati terenski od vakcinalnih
sojeva virusa BKK (Haegeman i sar., 2019). Protokoli za izvodenje real-time PCR metode za
utvrdivanje prisustva genoma CaPV koji se baziraju na primeni specifi¢nih proba specifi¢niji Su i
rezultata. Danas su najéeS¢e u upotrebi hidrolitiéne (TagMan) probe koje predstavljaju
oligonukleotidnu sekvencu obelezenu sa fluorescentnom “odasilja¢* (engl. reporter) bojom na 5’
kraju i “prigusivac¢” (engl. quencher) bojom na 3’ kraju. Jedan od prvih real-time PCR protokola
sa TagMan probom, kome je ciljni region ORF068, a kojim se mogu detektovati svi CaPV je
protokol prema Balinsky i sar. (2008). Real-time PCR protokol koji je nasao Siroku primenu u
dijagnostici BKK kojim se takode mogu detektovati svi CaPV, a kome je ciljni region deo gena
P32 je protokol prema Bowden i sar. (2008) (Bowden i sar., 2008). Protokol prema Bowden i
sar. (2008) validovan je od strane Stubbs i sar. (2012), a uporednim ispitivanjem uzoraka
protokolom prema Bowden i sar. (2008) i protokola za konvencionalni PCR prema lIreland i
Binepal (1998) dokazana je veca osetljivost protokola prema Bowden i sar. (2008) (analiti¢ka
osetljivost 10 kopija DNK virusa po reakciji) (Stubbs i sar., 2012). S obzirom da se njime
detektuju svi CaPV, protokol prema Bowden i sar. (2008) se moze primenjivati u dijagnostici
BKK u drzavama gde boginje ovaca i koza nisu prisutne i ne sprovodi se vakcinacija protiv BKK
(Haegeman i sar., 2019). Osnovni nedostatak protokola prema Bowden i sar. (2008) sa kojim su
se suocavale drzave koje su sprovodile dijagnostiku je nemogucénost razlikovanja terenskog od
vakcinalnog soja virusa BKK.

U drzavama u kojima su prisutne boginje ovaca i koza, a ne sprovodi se vakcinacija protiv BKK
neophodno je da se za dijagnostku BKK koriste PCR protokoli kojima je moguce razlikovati
virus BKK od virusa boginja ovaca i koza. U te svrhe mogu se Koristiti protokoli za izvodenje
PCR (Heine i sar., 1999; Lamien i sar., 2011a; Sameea Yousefi i sar., 2017) ili real-time PCR
metode (Lamien i sar., 2011b; Gelaye i sar., 2013, Sprygin i sar., 2019b), pri ¢emu se protokoli
za izvodenje real-time PCR metode ¢esc¢e koriste. Dva protokola koja su nasla primenu tokom
epizootije BKK 2016. godine su protokoli za izvodenje real-time PCR metode opisani od strane
Lamien i sar. (2011b) i Gelaye i sar. (2013) (Sevik i Dogan, 2017; Agianniotaki i sar., 2017b). U
ovim protokolima se koriste hibridizacijske FRET (engl. Fluorescence Resonance Energy
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Transfer) probe, pri ¢emu je ciljni region probe protokola prema Lamien i sar. (2011b) deo
GPCR gena, a ciljni region probe protokola prema Gelaye i sar. (2013) je deo RPO30 gena
(Lamien i sar., 2011b; Gelaye i sar., 2013). S obzirom da se u Ruskoj Federaciji ne sprovodi
vakcinacija protiv BKK, u cilju razlikovanja virusa BKK od ostalih CaPV Sprygin i sar. (2019b)
su razvili protokol za izvodenje real-time PCR metode kojim se detektuje samo genom virusa
BKK (terenskog i vakcinalnog) ¢ime je omoguceno razlikovanje virusa BKK od SPPV i GTPV.
TagMan proba ovog protokola je zasnovana na razlikama u redosledu nukleotida (mismatches)
na delu gena LSDV044 virusa BKK i CaPV (SPPV i GTPV) (Sprygin i sar., 2019b).

Imajuéi u vidu da prema dostupnim podacima postoji moguénost pojave blage ili sistemske
reakcije kod Zivotinja nakon aplikacije vakcine, neophodno je imati razvijenu dijagnosticku
proceduru kojom se mogu razlikovati terenski od vakcinalnih sojeva virusa BKK. U te svrhe
moze se primenjivati protokol za izvodenje nested PCR metode u kombinaciji sa restrikcionim
enzimskim razlaganjem proizvoda koji je razvijen na osnovu delecije od 27 bp na EEV genu na
poziciji 116363 vakcinalnog (Neethling) soja virusa BKK u odnosu na terenski soj (Menasherow
I sar., 2014). Osim pomenutog nested PCR protokola koji je komplikovan i dugotrajan za
izvodenje, Menasherow i sar. (2016) su na osnovu razlike na EEV genu kod vakcinalnog soja
virusa razvili i protokol za izvodenje real-time PCR metode koji nije nasao Siroku primenu u
dijagnostici. Koriste¢i razlike na EEV genu razvijeni su i protokoli za izvodenje real-time PCR
metode kojima se mogu detektovati samo terenski sojevi virusa BKK (Vidanovi¢ i sar., 2016;
Pestova i sar., 2018). U Nacionalnoj referentnoj laboratoriji za kapripoksviruse R. Srbije (NRL
za kapripoksviruse) u Veterinarskom specijalistickom institutu Kraljevo (VSI Kraljevo) tokom
trajanja epizootije BKK razvijen je KV-2 protokol, dok je u institutu Friedrich-Loeffler u
Nemackoj razvijen FLI protokol kojima se mogu detektovati samo terenski sojevi virusa BKK,
pri ¢emu oba protokola imaju istu analiti¢ku osetljivost (0,2 TCIDso/ml) (Vidanovié i sar., 2016).

Tokom trajanja epizootije BKK u Grckoj razvijen je protokol za izvodenje real-time PCR
metode kojim se mogu razlikovati terenski od vakcinalnih sojeva virusa (DIVA protokol), a
prajmeri i probe dizajnirani su na osnovu delecije od 12 bp u GPCR genu kod terenskog soja
virusa (Agianniotaki i sar., 2017b; Agianniotaki i sar., 2017c). Takode, Sprygin i saradnici su
razvili protokol za izvodenje real-time PCR metode za detekciju samo vakcinalnog (Neethling)
soja virusa kojim se detektuje deo LSDV008 gena vakcinalnog soja virusa (od pozicije 5372 do
5445 u genomu Neethling soja LW 1959), dok kod terenskog soja virusa zbog razlike u
redosledu nukleotida (mismatches) ne dolazi do vezivanja probe (Sprygin i sar., 2018c). Osim
navedenih protokola dostupni su i komercijalni real-time PCR testovi za detekciju genoma CaPV
(EFSA, 2018b).

Rezultati istrazivanja Sprygin i sar. (2018b) pokre¢u vazna pitanja vezana za koncept DIVA i
tacnost filogenetske analize. Utvrdivanje novog soja virusa na podru¢ju Ruske Federacije
(LSDV/Russia/Saratov/2017) za koji je dokazano da je rekombinantni zahteva pripremu i
standardizaciju adekvatnih protokola za njthovu tacnu identifikaciju. I pored velikog broja real-
time PCR protokola koji se mogu koristiti za identifikaciju vakcinalnih i terenskih sojeva virusa
u sluéaju novog soja primenjenim testovima dobijaju se diskutabilni rezultati. Ispitivanja ovog
soja protokolom koji je standardizovan u Grékoj, a koji se zasniva na razlici u GPCR genu
(Agianniotaki i sar., 2017b), zatim nested PCR protokolom zasnovanom na deleciji od 27 bp u
EEV genu vakcinalnog soja virusa BKK (Menasherow i sar., 2014), kao i protokolima KV-2
(Vidanovi¢ 1 sar., 2016) 1 protokolom prema Pestova i sar., (2018) koji se takode zasnivaju na
razlici od 27 bp u EEV genu, pokazala su da je u pitanju vakcinalni soj virusa. Ovo nije
potvrdeno nakon filogenetske analize koja je pokazala da je ovaj soj verovatno posledica
rekombinacije izmedu terenskih i vakcinalnih sojeva, ¢ime je naSao svoje mesto u posebnoj
podgrupi. Upravo trenutna nemogucnost identifikacije ovakvih sojeva koji se u prirodnim
uslovima umnozavaju mogu predstavljati opasnost od daljeg Sirenja BKK i pojave teske klinicke
slike.
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2.9.1.3 Sekvenciranje genoma virusa BKK

Poslednjih godina u dijagnostici virusa BKK pored metode lan¢ane reakcije polimeraze (PCR), u
cilju detaljne molekularne identifikacije sekvence izolovanog i/ili identifikovanog virusa sve vise
je u upotrebi i direktno sekvenciranje PCR proizvoda. Analizom redosleda nukleotida delova
gena virusa dobijaju se informacije koje su vazne za razlikovanje virusa BKK od SPPV i GTPV.
Prema literaturnim podacima u cilju filogenetske analize virusa BKK najces¢e se Koriste
sekvence Cetiri gena (RPO30, GPCR, EEV i P32) prema kojima se virus BKK moze razlikovati
od virusa boginja ovaca i koza (Lamien i sar., 2011a; Lamien i sar., 2011b; Le Goff i sar., 2009,
Gelaye i sar., 2015; Babiuk, 2018a).

U medunarodnoj bazi podataka - banci gena (NCBI GenBank) dostupne su 14 sekvence celog
genoma virusa BKK, i to iz Grcke (Evros/GR/15) (Agianniotaki i sar., 2017a), Srbije
(Serbia/Bujanovac/2016) (Toplak i sar., 2017), Ruske Federacije (LSDV/Russia/Dagestan/2015)
(Sprygin i sar., 2019a) i (LSDV/Russia/Saratov/2017) (Sprygin i sar., 2018b), Juzne Afrike
(Neethling Warmbaths LW) (Kara i sar., 2003), Izraela (155920/2012), Neetliing soj (NI-2490)
izolovan u Keniji 1958. godine (Tulman i sar., 2001), KSGP 0240 soj (Vandenbussche i sar.,
2016), kao i nekoliko vakcinalnih sojeva: virus BKK soj Neethling-Herbivac vaccine, virus BKK
soj SIS-Lumpyvax vaccine, virus BKK soj Neethling-LSD vaccine-OBP (Mathijs i sar., 2016),
virus BKK izolovan u Hrvatskoj (Cro2016) (Lojki¢ i sar., 2018) (http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/GenBank/).

Pojava epizootije BKK na podrucje Bliskog Istoka i jugoistocne Evrope, bila je razlog da se u
mnogim zemljama gde je doslo do pojave bolesti uradi izolacija virusa i sprovede filogenetska
analiza dobijenih izolata. Gr¢ka je prva zemlja jugoistone Evrope u kojoj je uradena izolacija
virusa 1 sekvenciranje celog genoma. Filogenetskom analizom utvrdeno je da virus BKK
izolovan u Gr¢koj (Evros/GR/15) ima podudarnost u redosledu nukleotida od 100% sa sojem
virusa BKK iz Turske (LSD/Sivas/0114/TUR). Uporedivanjem delova genoma (u podrucju tri
gena GPCR, RPO30 i EEV) izolata Evros/GR/15 sa vakcinalnim sojevima virusa (Neethling i
SIS s0j) koji su korisc¢eni za vakcinaciju utvrdeno je da gréki terenski Soj virusa ima 12 bp manje
u delu GPCR gena (Agianniotaki i sar., 2017b).

Poredenjem celog genoma virusa BKK izolovanog na podrucju R. Srbije
(Serbia/Bujanovac/2016) sa celim genomima drugih CaPV iz razli¢itih delova sveta utvrdena je
najve¢a podudarnost u redosledu nukleotida od 99,99% sa sojem izolovanim u Grckoj
(Evros/GR/15) i 99,95% sa sojem izolovanim u Juznoj Africi (Neethling Warmbaths LW). U
genomu virusa Serbia/Bujanovac/2016 identifikovana je delecija od 15 nukleotida u
nekodiraju¢em delu invertovanog terminalnog ponavljanja. Utvrdeno je da se genom virusa
izolovanog u Srbiji razlikuje od juznoafri¢kog soja u 12 modifikacija aminokiselina (Toplak i
sar., 2017).

Dokazano je da virus BKK izolovan tokom epizootije BKK 2015. godine u Ruskoj Federaciji
(LSDV/Russia/Dagestan/2015) ima najveéu podudarnost u redosledu nukleotida od 99,9% sa
virusom BKK izolovanim u Srbiji (Serbia/Bujanovac/2016) i Gr¢koj (Evros/GR/15), kao i
podudarnost u redosledu nukleotida od 99,8% sa sojem izolovanim u Juznoj Africi (Neethling
Warmbaths LW) (Sprygin i sar., 2018a). Nakon sprovodenja mera imunoprofilakse 2017. godine
u Ruskoj Federaciji izolovan je jo$ jedan soj virusa BKK (LSDV/Russia/Saratov/2017) za koji je
nakon sekvenciranja celog genoma utvrdeno da se radi o rekombinantnom virusu. Pored visokog
stepena konzerviranosti genoma virusa BKK istrazivanja u Ruskoj Federaciji su pokazala da
ipak postoji moguénost rekombinacije (Sprygin i sar., 2018b).
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2.9.1.4 SeroloSka dijagnostika BKK

lako seroloski testovi imaju veliki znacaj u dijagnostici, u slu¢aju BKK njima se od uvek
posveCuje manja paznja zbog dominacije imunskog odgovora koji je uglavnom celijski
posredovan (Haegeman i sar., 2019). SeroloSki testovi su na$li primenu u retrospektivnim
istrazivanjima prisustva BKK na nivou zapata, kao i u pra¢enju imunskog statusa zivotinja nakon
vakcinacije protiv BKK (EFSA, 2015).

U seroloskoj dijagnostici BKK virus neutralizacioni test se smatra standardom. Nedostaci ovog
testa su rad sa zivim virusom §to predstavlja ograni¢enje za upotrebu u zemljama u kojima BKK
nije prisutna, mali broj uzoraka koji se mogu pregledati, kao i varijabilna osetljivost testa (70%
do 96%) (Babiuk i sar., 2008b; Babiuk i sar., 2009; OIE!, 2018). Osim VNT, u seroloskoj
dijagnostici se koristi AGID test, s tim $to je kod ovog testa dokazano da postoji unakrsna
reakcija sa antitelima nastalim kod infekcije virusima iz roda Parapoxvirus (Bowden i sar.,
2009). Jedina seroloska metoda koja ima zadovoljavajucu specifi¢nost i osetljivost je Western
blot. Medutim, sloZenost u izvodenju, kao i cena koStanja su razlog zasto se imunoblot ne koristi
u rutinskoj laboratorijskoj dijagnostici (Chand i sar., 1994; OIE!, 2018). Do sada je opisano
nekoliko ELISA testova za detekciju antitela, ali prema dijagnosti¢kom protokolu OIE-a, nijedan
ELISA test jo§ uvek nema preporuku za $iru upotrebu (OIE?, 2018). Babiuk i sar. (2009) razvili
su ELISA test u kome su kao antigen koristili kompletan inaktivisani virus boginja ovaca, pri
¢emu je utvrdeno da je osetljivost ELISA testa bila niza (88%) u odnosu na VNT (Babiuk i sar.,
2009). Od nedavno je na trziStu dostupan komercijalni ELISA test za detekciju specifi¢nih
anititela protiv CaPV (ID Screen® Capripox double antigen Multi-species-ELISA test, IDvet,
Francuska) koji ima specifi¢nost od 99,7%. Istrazivanja sprovedena u Srbiji su pokazala da je
specifi¢nost navedenog komercijalnog ELISA testa bila 99,2% (Samojlovi¢ i sar., 2019).

2.10 MERE KONTROLE I ERADIKACIJE BOLESTI

Mere kontrole i iskorenjivanja BKK zasnivaju se na ranom otkrivanju bolesti, primeni stamping
out metode (eutanazija bolesnih zivotinja), ograni¢enju ili potpunoj zabrani kretanja Zivotinja,
kontroli vektora i vakcinaciji (Tuppurainen i sar., 2018b). Mere kontrole BKK preporucene su od
strane OIE-a, World Organisation For Animal Health, Terrestrial animal health code, 2011.
Nakon pojave BKK na teritoriju Evrope doneSene su nove direktive kojima je omogucéeno da
drzave koje su slobodne od BKK, a imaju zajednicke granice sa drzavama u kojima je bolest
registrovana, mogu da zapo¢nu vakcinaciju bez znacajnog uticaja na trgovinu Zivotinjama
(Tuppurainen i sar., 2018b).

Tokom epizootije 2016. godine u R. Srbiji se BKK suzbijala prema propisima Uprave za
veterinu Ministarstva poljoprivrede i zastite Zivotne sredine (Ministarstvo) koji su usaglaseni sa
evropskim direktivama (Ministarstvo poljoprivrede i zastite Zivotne sredine Uprava za veterinu,
2016a, 2016b, 2016c, 2016d), pri ¢emu Se epizootioloskom jedinicom smatrala farma, odnosno
individualno gazdinstvo.

Usled pojave BKK R. Srbija je kao i sve balkanske zemlje uvela zabranu kretanja Zivotinja,
stamping out, kontrolu vektora i vakcinaciju po hitnom postupku. Vakcinacija cele populacije
goveda je do kraja 2016. godine bila zavrSena u Bugarskoj, R. Srbiji, Crnoj Gori i Severnoj
Makedoniji, dok u Grékoj i Albaniji do kraja 2016. godine nije bila vakcinisana cela populacija
goveda. Hrvatska je bila jedina zemlja u regionu u kojoj nije bilo sluc¢ajeva BKK, ali je
sprovedena vakcinacija cele populacije goveda.

Balkanske zemlje su imale razli¢it pristup u sprovodenju stamping out metode. U Grckoj i
Bugarskoj je tokom trajanja epizootije (i nakon sprovedene vakcinacije) primenjivan potpuni
stamping out, odnosno eutanazirana su bila sva goveda u gazdinstvu gde se bolest pojavila. U
Severnoj Makedoniji i pre i nakon sprovedene vakcinacije bila su eutanazirana samo goveda koja
su imala klinicke simptome BKK i kod kojih je laboratorijskim pregledom utvrdeno prisustvo
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genoma virusa. Na teritoriji Kosova i u Albaniji stamping out nije bio primenjivan. U R. Srbiji i
Crnoj Gori je primenjivan potpuni stamping out sve do uvodenja vakcinacije, medutim, nakon
vakcinacije eutanazija se sprovodila samo na zivotinjama sa ispoljenim klinickim simptomima
(EFSA, 2017).

Imajuéi u vidu da je BKK vektorski prenosiva bolest, u suzbijanju BKK primenjivana je
dezinsekcija i kontrola vektora. Za razliku od dostupnih podataka o rezultatima u kontroli BKK
koji su postignuti vakcinacijom i stamping out metodom, ne postoje podaci koji pokazuju da je
upotreba insekticida bila efikasna. Svakako da je upotreba efikasnih insekticida doprinela
kontroli BKK jer je uticala na smanjenje broja insekata i ubadanje zivotinja $to moze imati uticaj
na verovatnoc¢u infekcije, medutim, ove podatke je uvek teSko retrospektivno dokumentovati
(EFSA, 2015).

2.10.1 Vakcinacija

Vakcinacija je najefikasniji nacin kontrole BKK u zemljama gde se bolest endemski javlja
(Tuppurainen i sar., 2014). Imajuéi u vidu da postoji unakrsni imunitet izmedu CaPV, u kontroli
I suzbijanju BKK pored vakcina napravljenih od atenuiranog Neethling soja mogu se koristiti i
vakcine napravljene od atenuiranih sojeva SPPV i GTPV. Za vakcinaciju goveda protiv BKK na
trziStu postoje homologne (sadrze Neethling soj virusa BKK ili soj KSGP 0240) i heterologne
vakcine (sadrze virus SPPV soj RM65 ili Romanian ili Gorgan virus GTPV) (Kitching, 2003;
Gari i sar., 2015). Ukoliko se BKK javi u regionima u kojima boginje ovaca i koza nisu prisutne,
u cilju vakcinacije zivotinja protiv BKK mogu se Koristiti samo atenuirane homologne vakcine
(Tuppurainen i Oura, 2012), dok se u regionima gde su boginje ovaca i koza prisutne mogu
pored homolognih Koristiti i heterologne vakcine (Brenner i sar., 2009; Davies, 1991b; EFSA,
2015). Inaktivisana vakcina se u praksi retko primenjuje, a moze se smatrati kratkoro¢nim
reSenjem u hitnim sluc¢ajevima kod pojave BKK (Tuppurainen i Oura, 2012).

Kako bi se tokom 2016. godine Sirenje BKK zaustavilo u zemljama Balkanskog poluostrva
neophodno je bilo Sto pre vakcinisati kompletnu populaciju goveda. Obzirom da u vedini
balkanskih zemalja boginje ovaca i koza nisu prisutne, vakcinacija goveda protiv BKK je
sprovedena atenuiranom vakcinom koja sadrzi Neethling soj virusa BKK. Analiza rezultata
sprovedene vakcinacije u Sest balkanskih zemalja (Bugarska, Grcka, R. Srbija, Crna Gora,
Severna Makedonija i Albanija) i faktora rizika za infekciju virusom BKK na nivou farmi su
pokazali prose¢nu efikasnost vakcinacije na Balkanu od 79,8% pri ¢emu je najniza efikasnost
bila u Albaniji (62,5%), a najviSa u Bugarskoj i R. Srbiji (visSe od 97%). Kod vakcinisanih
Zivotinja imunitet se je razvijao prosecno za 14 dana, a pojava bolesti izazvane vakcinalnim
sojem virusa BKK nije primeéena (Klement i sar., 2018).

2.10.2 Postvakcinalne komplikacije

Prema dosadasnjim ispitivanjima utvrdeno je da imunizacija goveda protiv BKK Zivim
atenuiranim vakcinama moZe dovesti do neZeljenih reakcija (opisane u literaturi kao "bolest
Neethlinga"), koje se mogu ispoljiti od blagih sistemskih reakcija do pojave karakteristi¢nih
promena na kozi (¢vorova), pada mle¢nosti, smanjenja apetita, poviSenja telesne temperature,
pobacaja i drugih promena (Ben-Gera i sar., 2015; Abutarbush i sar., 2016; Katsoulos i sar.,
2017; Bedekovic i sar., 2018).

Na podru¢ju Evrope koris¢ene su homologne vakcine protiv BKK, a do sada nisu zvani¢no
prijavljeni slucajevi izbijanja bolesti izazvane vakcinalnim sojem virusa. U Hrvatskoj izolovan je
I sekvenciran vakcinalni soj virusa BKK iz uzoraka od zivotinje kod koje se razvila kozna
reakcija nakon vakcinacije. Rezultati sekvenciranja potvrdili su da je genom vakcinalnog soja
virusa nakon pasaze kroz organizam vakcinisanih goveda ostao stabilan i 100% identi¢an
originalnom vakcinalnom soju virusa (Lojki¢ i sar., 2018).
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Primenom DIVA PCR protokola u Grckoj tokom epizootije BKK 2016. godine prisustvo
vakcinalnog soja virusa BKK dokazano je samo u 1,3% od ukupnog broja zari$ta (Antoniou i
sar., 2017). Katsoulos i saradnici su opisali nezeljene reakcije nakon vakcinacije na jednoj farmi
Holstajn-frizijske rase goveda u Grckoj gde su se kod 9% vakcinisanih Zivotinja razvili netipi¢ni
¢vorovi Na kozi koji su bili znatno manji i povrsniji od ¢vorova kod prirodne infekcije (Katsoulos
i sar., 2017). Tokom epizootije BKK 2016. godine u Bugarskoj, Crnoj Gori i Albaniji bolest se
javljala u vakcinisanim stadima, ali iako su laboratorijske analize prikupljenih uzoraka potvrdile
prisustvo virusa BKK, nije izvr$eno testiranje da li je u pitanju terenski ili vakcinalni soj virusa
BKK, odnosno nije utvrdeno da li je bolest bila posledica primene vakcine ili su Zivotinje
prilikom vakcinacije ve¢ bile u inkubaciji (Tuppurainen i sar., 2019).

Problem koji se pojavljuje kod postvakcinalnih komplikacija je nemoguénost razlikovanja
inficiranih od vakcinisanih Zivotinja, medutim jedino reSenje ovog problema je upotreba DIVA
vakcina i razvijanje i standardizacija DIVA molekularnih testova za dijagnostiku (Tuppurainen i
Oura, 2012).
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3. CILJEVIIZADACI ISTRAZIVANJA

Imajué¢i u vidu da se BKK pojavila prvi put na teritoriji R. Srbije 2016. godine, cilj ove
doktorske disertacije bila je epizootioloSka analiza epizootije BKK na epizootioloskom podrucju
VSI Nis, izolacija i identifikacija virusa BKK, sekvenciranje dela genoma identifikovanih i
izolovanih virusa BKK i molekularno epizootioloska analiza dobijenih podataka. S obzirom na
veliki znacaj molekularnih metoda u ranoj dijagnostici BKK cilj je bio priprema i validacija real-
time PCR protokola za dokazivanje terenskog soja virusa, uporedivanje sa ve¢ dostupnim, i
definisanje najpouzdanijeg (najspecifi¢nijeg i najosetljivijeg) protokola za dokazivanje prisustva
virusa BKK. Uzimajuéi u obzir i problem u razlikovanju vakcinalnog od terenskog soja virusa
cilj ove doktorske disertacije je bio i priprema i validacija real-time PCR protokola za detekciju
vakcinalnog soja virusa BKK u klinickim uzorcima.

Imaju¢i u vidu navedene ciljeve postavili smo sledece zadatke:

1. Prikupljanje i sistematizacija epizootioloskih podataka na lokalitetima izbijanja BKK na
epizootioloskom podrucju VSI Nis.

2. Prikupljanje uzoraka (puna krv, bioptati koze i nosni brisevi) od nevakcinisanih goveda sa
klinickim simptomima bolesti.

3. Prikupljanje uzoraka (puna krv, bioptati koze i nosni brisevi) od vakcinisanih goveda sa
klinickim simptomima.

4. lzolacija virusa BKK iz klinickih uzoraka na kulturi ¢éelija, utvrdivanje titra izolovanog
virusa 1 njegova identifikacija primenom metode lancane reakcije polimeraze (PCR) i reakcijom
virus neutralizacije (VNT).

5. Ispitivanje prisustva genoma virusa BKK u prikupljenim uzorcima primenom protokola za
izvodenje metode real-time PCR 1 nested PCR protokola uz koriS¢enje odgovarajuc¢ih
oligonukleotidnih prajmera i proba.

6. Utvrdivanje redosleda nukleotida u delu genoma detektovanih i izolovanih virusa BKK
primenom metode direktnog sekvenciranja.

7. Uporedivanje sekvenci izolovanih 1 identifikovanih virusa BKK 1z uzoraka goveda poreklom
sa teritorije R. Srbije sa nukleotidnim sekvencama referentnih sojeva i izolata virusa iz drugih
delova sveta koje se nalaze u medunarodnoj bazi podataka - banci gena (NCBI GenBank) u cilju
utvrdivanja porekla virusa kod goveda na podrucju R. Srbije.

8. Priprema i validacija novog real-time PCR protokola za detekciju terenskog soja virusa
BKK.

9. Priprema i validacija novog real-time-PCR protokola za detekciju vakcinalnog soja virusa
BKK.

10. Ispitivanje prisustva genoma vakcinalnog soja virusa u klinickim uzorcima poreklom od
vakcinisanih goveda sopstveno pripremljenim real-time PCR protokolom.

11. Izrada epizootioloske karte, mapiranje epizootije sa utvrdenom prevalencijom oboljenja i
ispitivanje ucestalosti klinickih simptoma kod goveda posle vakcinacije, na epizootioloSkom
podrucju VSI Nis.
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4. MATERIJAL | METODE
4.1 1ZOLACIJA VIRUSA BOLESTI KVRGAVE KOZE

4.1.1 Uzorci za izolaciju

Za izolaciju virusa BKK koris¢eno je 10 bioptata koze uzorkovanih od goveda sa ispoljenim
klini¢kim simptomima pre vakcinacije u kojima je prethodno molekularnim metodama dokazano
prisustvo virusa BKK. Uzorci su sakupljeni tokom epizootije BKK na epizootioloskom podrucju
VSI NiS. Izolacija virusa uradena je u Nacionalnoj referentnoj laboratoriji za kapripoksviruse R.
Srbije - VSI Kraljevo (NRL).

4.1.2 Materijal za izolaciju virusa i izvodenje testa virus neutralizacije

Za izolaciju virusa i virus neutralizacioni test kori$¢eni su:

mvirus BKK - soj Serbia/Bujanovac/2016 (vlasni$tvo Naucnog instituta za veterinarstvo Novi
Sad);

skontinuirana ¢elijska linija - MDBK (Madin Darby Bovine Kidney, ATCC-CCL22) (LGC
Standards, Engleska);

»podloga za rast i odrzavanje celijske linije - minimalni esencijalni medijum (MEM) (Sigma,
SAD, lot: SLBQ2618V);

= fetalni govedi serum (fetal bovine serum - FBS) (Capricorn Scientific, Nemacka);
=penicillin i streptomicin (Sigma, SAD);

ssterilne mikrotitar plo¢e za kulturu celija sa ravnim dnom sa 6 1 96 bazencica (Sarstedt,
Nemacka).

Za izolaciju virusa i virus neutralizacioni test koriS¢ena je slede¢a oprema: invertni mikroskop
(Olympus, Japan), inkubator (Memmert, Nemacka), laminarna komora (Faster, Italija),
centrifuga (Eppendorf, Nemacka), vodeno kupatilo (Memmert, Nemacka), vorteks mesalica
(Biosan, Letonija), frizider (Gorenje, Srbija), zamrziva¢ na -20°C (Gorenje, Srbija), automatske
visekanalne i jednokanalne mikropipete i elektri¢ni pipetor (Eppendorf, Nemacka).

4.1.3 Priprema uzoraka za izolaciju virusa

Bioptati koze su prvo iseckani sterilnim makazama na sitne komade u koli¢ini od oko 20mg, i
stavljeni u sterilnu epruvetu sa sterilnim staklenim perlicama i PBS. Odnos materijal/PBS bio je
1:9 (jedan deo tkiva i devet delova PBS). Materijal je zatim homogenizovan na vorteksu i
centrifugovan na 2000 g tokom 10 minuta. Nakon centrifugiranja materijal je filtriran kroz
bakterijski filter sa promerom pora od 0,45 nm.

4.1.4 1zolacija i identifikacija virusa

U plo€ama za rast kulture Celija sa 6 bazenci¢a (Sarstedt, Nemacka), u svaki bazenci¢ razliveno
je po 3,0 ml suspenzije éelijske linije MDBK (oko 10° ¢elija/ml) (ATCC-CCL22) (LGC
Standards, Engleska) u podlozi MEM (Sigma, SAD) sa 10% FBS (Capricorn Scientific,
Nemacka) i mesavinom antibiotika (penicilin i streptomicin) (Sigma, SAD). Posle inkubiranja
tokom 24 sata na temperaturi od 37°C podloga je odlivena i po 0,3 ml pripremljenog uzorka je
inokulisano na sloj umnozenih ¢elija (MDBK, Standards, Engleska). Kao pozitivna kontrola
koris¢en je soj Serbia/Bujanovac/2016 koji je inokulisan u dva zasebna bazencica, dok su dva
bazenci¢a u kojima se nalazila samo kultura ¢elija predstavljala negativnu kontrolu. Posle 60
minuta, u svaki bazen¢i¢ u koji je inokulisan ispituju¢i materijal dodato je jo$ 3,0 ml medijuma
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za rast cCelija, nakon ¢ega su plo¢e inkubirane na temperaturi od 37°C tokom 7 dana. Inokulisane
kulture celija su svakodnevno ispitivane mikroskopski (Olympus, Japan), na prisustvo
citopatogenog efekta (CPE). Mikroploce su inkubirane dok citopatogeni efekat (CPE), odnosno
pozitivan nalaz na prisustvo 1 umnozavanje izolovanog virusa, nije zahvatio 75% c¢elija, nakon
¢ega je kultura sa umnozenim virusom zamrzavana na -20°C. Pojava CPE u prva 24h smatrana
je nespecificnom (i po pravilu je posledica toksi¢nog dejstva inokulisanog materijala). Kulture
¢elija sa inokulisanim uzorcima u kojima nije doslo do pojave CPE u prvoj pasazi nakon 7 dana
su podvrgnute subkultivaciji, odnosno tzv. slepim pasazama, tako Sto su ploce 3 puta
zamrzavane i odmrzavane, a zatim je sadrzaj ploce prebacivan u tubice sa V dnom (Eppendorf,
Nemacka) i centrifugiran na 2000 g tokom 2 minuta. Dobijeni supernatant u koli¢ini od 0,3 ml je
inokulisan na novu ¢elijsku liniju staru 24 sata po ve¢ opisanom postupku. Uzorci koji nisu
doveli do pojave CPE posle trec¢e slepe pasaze su proglasavani negativnim na prisustvo virusa
BKK. Uzorci kultura ¢elija u kojima je dosSlo do pojave CPE, su ispitivani molekularnim
metodama (real-time PCR) i virus neutralizacijom (VNT) u cilju identifikacije izolovanog
virusa.

4.1.4.1 Titracija virusa

Titracija izolovanog virusa BKK uradena je u odeljenju za virusologiju u Nau¢nom institutu za
veterinarstvo Novi Sad. U cilju odredivanja titra izolovani virus je razblaZzen u podlozi za rast
kulture éelija MEM (Sigma, SAD) i titriran u desetostrukim razredenjima (od 10 do 10).
Svako razredenje virusa u koli¢ini od 100 pl je sipano u 8 bazenci¢a mikrotitar ploce sa 96
bazenci¢a (Sarstedt, Nemacka) a zatim je dodavano po 100 pul suspenzije kulture ¢elija MDBK
(ATCC-CCL22) (LGC Standards, Engleska) (koncentracije 30000 ¢elija/ml). Mikrotitar ploce su
inkubirane na temperaturi od 37°C u trajanju od 5 dana i svakodnevno kontrolisane
mikroskopski na pojavu CPE (Olympus, Japan). Kao negativha kontrola prisustva virusa
koriS¢ena je suspenzija ¢elija MDBK dodata u istoj koli¢ini u 16 bazen¢i¢a mikrotitar ploce. Kao
pozitivan nalaz na prisustvo virusa BKK uzimani su bazenci¢i mikrotitar ploce sa inokulisanim
razli¢itim razredenjima virusa u kojima je kao posledica umnoZavanja virusa procenat celija
zahvacenih CPE bio veé¢i od 50%. Bazenci¢i kod kojih je CPE zahvatao manje ili 50% sloja
¢elija oznacavane se kao negativne. Titar virusa je izraunavan metodom po Reed and Muench
(1938).

4.1.4.2 Virus neutralizacioni test (VNT)

Za izvodenje VNT su pored materijala opisanog u tacki 4.1.2 koriS¢eni:

=Pozitivna kontrola — zbirni uzorak krvnog seruma nekoliko goveda vakcinisanih protiv BKK
zivom vakcinom, uzorkovan 28 dana nakon vakcinacije. Komplement u serumu je
inaktivisan na temperaturi od 56°C u trajanju od 30 minuta. Pre uklju¢ivanja u VNT krvni
serum je ispitan komercijalnim ELISA kitom za detekciju specifi¢nih antitela protiv virusa
BKK (ID Screen® Capripox Double Antigen Multi-species, IDvet, Francuska) u kojem je
reagovao pozitivno;

=Negativna kontrola — fetalni govedi serum (Capricorn Scientific, Nemacka, lot: CP16-1377).

Princip virus neutralizacionog testa se zasniva na reakciji antitela, u opadaju¢em razredenju
seruma i virusa konstantnog titra (100 TCIDso/50 ul) (radno razredenje virusa) kao antigena.
Virus neutralizacioni test je izveden u mikrotitar plo€ama za kulturu tkiva sa 96 bazencica
(Sarstedt, Nemacka). Pri izvodenju VNT na posebnoj mikrotitar plo¢i vrSena je kontrola radnog
razredenja virusa, kontrola ¢elija i povratna “back” titracija virusa. U prvoj koloni mikrotitar
ploCe, u 8 bazencica sipana je radna koncentracija virusa, druga kolona je sluzila za kontrolu
¢elija, a narednih pet kolona koris¢eno je za povratnu “back” titraciju izolovanog virusa sa
razredenjima od 10 do 10°. Titracija radnog razredenja virusa je uradena je tako $to je u
sterilne tube od 10 ml (Greiner Bio-One GmbH, Austrija) prvo sipano po 4,5 ml podloge MEM
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bez FBS. U prvu tubu je dodato 0,5 ml radnog razredenja virusa (100 TCIDso/50 pl), dobro
promesano, ¢ime je pripremljeno razredenje 107, a zatim su pripremljena desetostruka serijska
razredenja virusa do 10°. Po 50 pl svakog razredenja je sipano u 8 uzastopnih bazencica, posle
¢ega je dodato 100 ul suspenzije ¢elija (30000 celija/ml). Materijal je inkubiran 7 dana na 37°C,
a zatim je vrSeno ocitavanje reakcije mikroskopski (Olympus, Japan).

Virus neutralizacioni test je izveden u mikrotitar plo¢ama za kulturu tkiva sa 96 bazencica
(Sarstedt, Nemacka). Najpre su napravljena razredenja specifiénog pozitivnog i negativnog
krvnog seruma tako $to je u bazencic¢e prvo sipano po 50 pl podloge MEM (Sigma, SAD), bez
dodatka FBS, a zatim je dodato 50 pul pozitivnog, odnosno negativnog seruma, i viSekanalnom
pipetom su napravljena dvostruka serijska razredenja od 1:2 do 1:256. Svako razblaZenje radeno
je u triplikatu. U svaki bazenci¢ sa pozitivnim i negativnim kontrolnim serumom dodato je po 50
ul radnog razredenja izolovanog virusa BKK (titra 100 TCIDso/50 ul). Mikrotitar ploCe su zatim
zatvorene, dobro promesane i inkubirane na 37 °C u trajanju od 60 minuta. Nakon inkubacije u
svaki bazenci¢ je dodato po 100 pl suspenzije ¢elija MDBK (30000 c¢elija/ml), a zatim su
mikrotitar ploc¢e ostavljene na 37°C uz svakodnevno posmatranje mikroskopski na prisustvo
CPE. Ocitavanje rezultata je vrSeno posle 7 dana inkubacije. Titar antitela predstavljao je
poslednje razredenje seruma u kojem nije utvrdena pojava CPE virusa.

4.2 SEKVENCIRANJE DELOVA GENOMA VIRUSA BKK | IZRADA FILOGENETSKOG
STABLA

4.2.1 Sekvenciranje delova genoma virusa BKK

U cilju potvrde prisustva genoma virusa BKK u ispitivanim uzorcima, kao i analize stepena
podudarnosti analognih nukleotidnih sekvenci izolovanog virusa BKK i virusa detektovanih u
uzorcima sa ispitivanog podrucja sa analognim nukleotidnim sekvencama virusa BKK i drugih
kapripoksvirusa (CaPV) koji se nalaze u medunarodnoj banci gena (GenBank, NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/), izvrseno je sekvenciranje delova genoma virusa BKK.

Sekvenciranje delova genoma virusa BKK 1 to ¢etiri gena: RPO30, GPCR, EEV 1 P32 uradeno je
iz izolovanog virusa i Sest uzoraka bioptata koze (pozitivnih real-time PCR) metodom po
Sanger-u (Sanger i sar., 1977). Za izvodenje metode koriS¢eni su prajmeri specifi¢ni za gene
RPO30, GPCR, EEV i P32, komercijalni kit namenjen za ekstrakciju i precis¢avanje dobijenih
PCR proizvoda mi-GEL Extraction Kit (Metabion, Nemacka) i Kit za sekvenciranje BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, SAD). Metoda direktnog sekvenciranja po Sanger-u
izvedena je na aparatu Genetic Analyser 3130 (Applied Biosystems, SAD).

Nakon dobijanja pozitivnih rezultata primenom real-time PCR metode izvrSene su Cetiri
nezavisne PCR reakcije sa prajmerima specifi¢nim za gene RPO30, GPCR, EEV i P32. Reakcije
su ocitane na gel elektroforezi, a zatim su dobijeni produkti iseeni iz agaroznog gela. 1z isecenih
delova gela vrSena je ekstrakcija i1 preciS¢avanje dobijenog PCR proizvoda pomocu
komercijalnog kita (mi-GEL Extraction Kit, Metabion, Nemacka) prema uputstvu proizvodaca.
Na ovaj nacin je PCR proizvod osloboden od gela, neinkorporisanih nukleotida, etidijum
bromida i drugih nespecifi¢nih proizvoda reakcije koji mogu negativno uticati na izvodenje
metode sekvenciranja.

Za izvodenje reakcije sekvenciranja (cycle sequencing PCR) koris¢en je komercijalni Kit
(BigDye Terminator v3.1, Applied Biosystems, SAD), a postupak je izveden po proceduri i
uputstvu proizvodaca kita. U Tabeli 1. dat je sastav reakcione smeSe za sekvenciranje DNK
proizvoda za jedan uzorak.
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Tabela 1. Reakciona smesa za sekvenciranje DNK proizvoda za jedan uzorak

Dye Mix 4 ul
Dye bufer 2 ul
Voda za PCR 7 ul
Forward - F prajmer ili reverse - R prajmer* (3,2 pM) 1l
Uzorak precis¢enog PCR proizvoda 6 pl
Ukupno 20 ul

*Za svaki uzorak su pripremane dve PCR mesavine, u jednu je dodat “forward — F”, a u drugu “reverse — R”
prajmer.

Reakcija sekvenciranja je izvodena po temperaturnom rezimu datom u Tabeli 2.

Tabela 2. Temperaturni rezim za reakciju sekvenciranja DNK proizvoda

Broj ponavljanja Temperatura Vreme
Aktivacija polimeraze 1x 96 °C 1 minut
Denaturacija DNK 96°C 10 sekundi
Vezivanje prajmera 25X 50°C 5 sekundi
Elongacija lanca DNK 60°C 4 minuta

Po zavrSetku, dobijeni PCR proizvodi su dodatno precis¢eni u svrhu dalje analize koristeci
metodu precipitacije etanolom i EDTA (pH 8,0) na slede¢i nacin:

=U tube sa PCR proizvodom (20 ul) dodato je po 5 pl 0,5 M EDTA (pH 8,0) i 60 pl 96%
etanola (Sigma, SAD). Ovako pripremljeni uzorci su zatim inkubirani na sobnoj
temperaturi u vremenskom periodu od 15 minuta.

»Posle zavrSene inkubacije, uzorci su centrifugirani na 14000 g u trajanju od 15 minuta,
nakon ¢ega je supernatant odbacen.

=Uzorci su dodatno isprani dodavanjem 30 pl 70% etanola nakon ¢ega su centrifugirani na
14000 g u trajanju od 15 minuta. Supernatant je odbacen, a tube su osuSene na vazduhu na
sobnoj temperaturi.

Nakon preci$éivanja, u uzorke je dodavano po 15 ul formamida (Hi-Di TM Formamide, Applied
Biosystems, SAD), a zatim je uradena denaturacija po slede¢em protokolu: 2 minuta na 95°C i 2
minuta na 4°C. Po zavrSenoj denaturaciji, izvrSena je analiza redosleda nukleotida ispitivanih
gena koriste¢i aparat Genetic Analyser 3130 (Applied Biosystems, SAD). Za analizu dobijenih
sekvenci koris¢en je Sequence Analysis 5.1 softver (Applied Biosystems, SAD) kojim su
dobijene nukleotidne sekvence u vidu elektroferograma analizirane u oba pravca, a zatim su
primenom Chromas Lite softvera (Technelysium, Australia) uporedivane (engl. aligment) u 5’ i
3' pravcu. Na taj nac¢in dobijena je kompletna (konsenzus) sekvenca, koja je dalje analizirana.

4.2.2 lzrada filogenetskog stabla

Po zavrSenom sekvenciranju, dobijene nukleotidne sekvence RPO30, GPCR, EEV i P32
izolovanog 1 detektovanih virusa BKK uporedivane su sa analognim sekvencama soja
Serbia/Bujanovac/2016 i drugih kapripoksvirusa (CaPV) koji se nalaze u banci gena (GenBank)
koris¢enjem kompjuterskog softvera za uporedivanje sekvenci (Basic Local Alignment Search
Tool - BLAST), u cilju utvrdivanja stepena sli¢nosti ili razlika izmedu njih. Polozaj izolovanog i
detektovanih virusa BKK na filogenetskom stablu, odnosno filogenetska analiza odredena je
upotrebom kompjuterskog programa MEGA 6 (engl. Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
(Tamura i sar., 2013) na osnovu automatski kreiranog stabla pomoc¢u NJ (eng. Neighbor-Joining)
metode.

U okviru doktorske disertacije formirano je filogenetsko stablo i izvrSena filogenetska analiza
kompletnog genoma virusa BKK soj Serbia/Bujanovac/2016 (Mani¢ i sar., 2019) cije je
sekvenciranje uradeno od strane Toplak 1 sar. (2017).
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U cilju filogenetske analize koris¢eno je 20 nukleotidnih sekvenci izolata CaPV koji se nalaze u
banci gena (GenBank), i to jedanaest nukleotidnih sekvenci virusa BKK (KY702007,
MHB893760, KX764645, KY829023, KX894508, KX764643, KX764644, MH646674,
AF409137, AF325528, KX683219), Cetiri nukleotidne sekvence virusa boginja koza (GTPV)
(KC951854, AY077835, AY077836, KX576657) i pet nukleotidnih sekvenci virusa boginja
ovaca (SPPV) (AY077832, AY077833, AY077834, R KT438550, R KT438551).

4.3 ISPITIVANJE PRISUSTVA GENOMA VIRUSA BKK MOLEKULARNIM METODAMA

4.3.1 Uzorci za ispitivanje

U cilju dokazivanja prisustva genoma virusa BKK ukupno je ispitano 273 klini¢kih uzorka (krv,
nosni brisevi 1 bioptati koze) poreklom od 148 goveda, sa (n=82) i1 bez ispoljenih klinickih
simptoma (n=66), uzorkovanih u periodu pre sprovodenja vakcinacije protiv BKK, i 40 uzoraka
poreklom od goveda (n=20) uzorkovanih posle sprovodenja vakcinacije atenuiranom vakcinom
(Neethling live attenuated vaccine, Onderstepoort, Juzna Afrika). Uzorci su prikupljeni u
periodu od 06.06.2016. do 10.08.2016. godine tokom epizootije BKK na epizootioloskom
podruc¢ju VSI Nis. U cilju validacije novih protokola za izvodenje real-time PCR metode
koriS¢eno je i 35 krvi goveda uzorkovanih tokom 2014. i 2015. godine (banka uzoraka VSI Nis),
kao i uzorci krvi i nosnih briseva deset teladi sa farme mle¢nih goveda ,,Lazar, iz ops$tine Blace
(Toplicki okrug) vakcinisani tokom 2019. godine atenuiranom vakcinom protiv BKK
pripremljenom od Neethling soja virusa. Uzorci krvi i nosnih briseva teladi uzorkovani su petog i
desetog dana nakon vakcinacije (ukupno 40 uzoraka, 20 uzoraka krvi i 20 uzoraka nosnih
briseva). Uzorci su pre ukljucivanja u ispitivanje, a u cilju potvrde da su negativni na prisustvo
virusa BKK, SPPV i GTPV ispitani real-time PCR metodom (Bowden i sar., 2008).

Za uzorkovanje krvi goveda koriS¢eni su sterilni Spricevi, igle, vakutajner sistem, sterilne
epruvete, a za dezinfekciju mesta uboda koriséen je 70% rastvor etil-alkohola. Uzorkovanje je
vrSeno u prisustvu Republickog veterinarskog inspektora. Uzorci pune krvi zivotinja dobijeni su
punkcijom vratne vene (venae jugularis). Kori§¢enjem principa asepse, krv je uzorkovana u
sterilne plasticne epruvete sa EDTA (BD Vacutainer Lot. 4160498, Belliver Industrial Estate,
Engleska) u Koli¢ini od oko 5,0 ml. Uzorci su skladisteni u tube od 2,0 ml (Eppendorf,
Nemacka).

Bioptati koZe uzorkovani su po svim principima asepse i dobrobiti Zivotinja. Nakon uzorkovanja
uzorci su stavljani u sterilne posude sa sterilnim rastvorom fosfatnog pufera (PBS, pH 7) (OIE?,
2018). Uzorci bioptata koze namenjeni za izolaciju virusa BKK su nakon uzorkovanja potapani u
podlogu za rast 1 odrzavanje celijske linije (MEM) (Sigma, SAD) sa 10% fetalnog govedeg
seruma (Capricorn Scientific, Nemacka).

Nosni brisevi su uzorkovani pomocu sterilnih briseva. Nakon uzorkovanja brisevi su stavljeni u
1,0 ml sterilnog rastvora fosfatnog pufera (PBS, pH 7,0) (OIE?, 2018).

Svi uzorci su do ispitivanja ¢uvani na temperaturi od -70°C (Arctico, Danska).
4.3.2 Materijal za dokazivanje genoma virusa BKK

Za dokazivanje prisustva genoma virusa BKK u uzorcima primenom real-time PCR i nested
PCR korisc¢eni su:

=komercijalni kit za ekstrakciju nukleinskih kiselina QlAamp® cador® Pathogen Mini Kit
(250) (Qiagen, Nemacka);

mspecifiéni oligonukleotidni prajmeri i probe za real-time PCR protokole i nested PCR
protokol (Metabion International AG, Nemacka);
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=PCR mastermix za real-time PCR - Brilliant 111 Ultra fast gPCR mastermix (Agilent, SAD),
Path-ID™ gPCR Master Mix, (Applide Biosystems, SAD) i Maxima Probe qPCR Master
Mix (2x) (Thermo Scientific, SAD);

*PCR mastermix - Hot StarTaq PCR Mastermix 2x (Qiagen, Nemacka);

=voda slobodna od nukleaza - voda za PCR (nuclease-free water) (Invitrogen, Litvanija);
=restrikcioni enzim (Fast Digest Mbol) (Fermentas-Thermo Fisher Scientific Inc., SAD);
=materijal za elektroforezu (DNA kit 1000 bp) (Shimadzu, Japan);

=boja za PCR produkte (SYBR Gold) (Macrogen, Norveska);

=0bojen DNK marker (Fast gene 100bp DNA ladder H3RTU) (NIPPON Genetics, Nemacka);

=komercijalni real-time PCR kit LSDV Bio-T kit® Lumpy Skin Disease-DIVA (Biosellal,
Francuska).

Za izvodenje molekularnih metoda dijagnostike koriS¢ena je sledea oprema: biosigurnosni
kabinet nivoa 2 (Faster, Italija), real-time PCR aparat (Applied biosystems 7500 Fast, SAD),
real-time PCR aparat (AriaMx Real-Time PCR System Agilent, Nemacka), PCR aparat (PEQ
Star, PEQLAB, Nemacka), kapilarna elektroforeza (MultiNA, Shimadzu, Japan), centrifuga sa
rotorom za epruvete (MPW-352RH, Poljska), centrifuga sa rotorom za tube od 1,5 i 2,0 ml
(Eppendorf, Nemacka), mini vortex-cenrifuga (Combi-Spin FVL-2400N, Biosan, Letonija),
termosejker (Eppendorf, Nemacka).

4.3.3 Priprema uzoraka za ekstrakciju DNK

Ekstrakcija DNK virusa BKK radena je iz uzoraka krvi, nosnih briseva i bioptata koze.

U cilju ekstrakcije DNK svaki bioptat koZe je rasecan po sredini sa dva reza, a zatim je sredis$nji
deo koji obuhvata sve slojeve koZe iseCen skalpelom na sitne komadic¢e 1 stavljan u sterilnu
epruvetu sa 3,0 ml sterilnog PBS rastvora i 5 g staklenih kuglica. Uzorci su vorteksirani tokom
od 5 do 10 minuta (Combi-Spin FVL-2400N, Biosan, Letonija), a zatim centrifugirani na 3000 g
u trajanju od 15 sekundi (Eppendorf, Nemacka). Za ekstrakciju DNK koris¢eno je 200 ul
pripremljenog supernatanta.

Nosni brisevi su nakon odmrzavanja vorteksirani u trajanju od 1 minuta, a zatim je pamu¢ni deo
brisa odbacen. Za ekstrakciju DNK virusa kori§¢eno je 200 pl pripremljenog materijala.

Za ekstrakciju DNK iz uzoraka krvi nije vrSena nikakva prethodna obrada uzorka, pri ¢emu je za
ekstrakciju koris¢eno 200 pl krvi.

4.3.3.1 Ekstrakcija DNK

Ekstrakcija DNK virusa BKK iz uzoraka (puna krv, bioptati koZe i nosni brisevi) vrSena je
pomocu komercijalnog kita za ekstrakciju nukleinske kiseline prema uputstvu proizvodaca kita
(Qiagen, Nemacka) prema slede¢em protokolu:

» Prva faza - liziranje uzoraka: U tube zapremine 2,0 ml (Eppendorf, Nemacka) dodavano je 20
pl proteinaze K, 200 pl homogenizovanog uzorka i 100 pl pufera za liziranje (VXL pufer).
Zatim su tube vorteksirane 15 sekundi i inkubirane 15 minuta na sobnoj temperaturi (20-
25°C). Nakon inkubiranja tube sa sadrzajem su kratko centrifugirane u trajanju od nekoliko
sekundi (da bi se otklonili tragovi sadrzaja sa zapusaca i sprecila kontaminacija), a zatim je
dodavano po 350 pl drugog pufera za liziranje (ACB pufer). Sadrzaj je vorteksiran tokom 15
sekundi do potpune homogenizacije i kratko centrifugiran u trajanju od nekoliko sekundi.

» Druga faza - vezivanje virusne DNK za silika membranu: Pripremljeni sadrzaj je pazljivo
prebacen u kolone sa silika membranom i centrifugiran na 6000g tokom 1 minuta. Filtrat je
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odbacen zajedno sa sabirnom tubom za sakupljanje filtrata i kolone sa silika membranom su
postavljene u nove sabirne tube.

= Treca faza - ispiranje silika membrane prvim puferom za ispiranje (AW1 pufer): U kolonama
sa silika membranom je dodato 600 ul pufera za ispiranje, posle ¢ega su kolone centrifugirane
na 6000 g tokom 1 minuta. Filtrat je odbafen zajedno sa sabirnom tubom za sakupljanje
filtrata i kolone sa silika membranom su postavljene u nove sabirne tube.

= Cetvrta faza - ispiranje silika membrane drugim puferom za ispiranje (AW2 pufer): U
kolonama sa silika membranom je dodato 600 pl pufera za ispiranje posle ¢ega su kolone
centrifugirane na 6000 g tokom 1 minuta. Filtrat je odbafen zajedno sa sabirnom tubom za
sakupljanje filtrata i kolone sa silika membranom su postavljene u nove sabirne tube.

» Peta faza - suSenje silika membrane: Kolone sa silika membranom su centrifugirane na 20000
g tokom 2 minuta.

= Sesta faza - otpustanje virusne DNK: Kolone sa silika membranom su prebagene u tube od 1,5
ml (Eppendorf, Nemacka), dodato je 100 pl rastvaraca za otpustanje DNK sa silika membrane
(AVE pufer), a zatim su kolone inkubirane na sobnoj temperaturi tokom 1 minuta i
centrifugirane na 20000 g tokom 1 minuta.

= Ekstrahovana DNK je u mikrotubama (Eppendorf, Nemacka) ¢uvana na -20 °C do upotrebe.

4.3.4 Molekularne metode u detekciji virusa BKK

Uzorci ekstrahovane DNK iz uzoraka i izolata virusa BKK su ispitani primenom Sest protokola
za izvodenje metode real-time PCR i to: protokola koji su opisali Bowden i sar. (2008), KV-2
(Vidanovié¢ i sar., 2016), komercijalnog real-time PCR test (LSDV Bio-T kit® Lumpy Skin
Disease-DIVA, Biosellal, Francuska), KV-vac protokola (razvijen i standardizovan u NRL za
kapripoksviruse R. Srbije, VSI Kraljevo) i protokolima Terenski Ni$ i Vakcinalni Ni§ koji su
razvijeni 1 standardizovani u SluZbi za bakterijske zoonoze 1 molekularnu dijagnostiku VSI Nis.
Uzorci su ispitani 1 protokolom za izvodenje nested PCR metode koji su opisali Menasherow 1
sar. (2014).

4.3.4.1 Protokol Bowden i sar. (2008) i KV-2

Materijal za ispitivanje obuhvatao je uzorke krvi sa EDTA (n=143), bioptate koZe (n=82) i nosne
briseve (n=8) od 148 Zivotinja (82 sumnjivih* 1 66 prijemcivih**) uzorkovanih pre pocetka
vakcinacije i krv (n=6), bioptate koze (n=18) i nosne briseve (n=16) od 20 goveda*** kod kojih
su se klinicki simptomi ispoljili posle vakcinacije (Neethling live attenuated vaccine,
Onderstepoort, Juzna Afrika) (Tabela 3).

Tabela 3. Materijal za ispitivanje u real-time PCR metodi - protokol prema Bowden-u i KV-2
Broj uzoraka od Broj uzorakaod  Broj uzoraka od sumnjivih

Ukupan broj

Uzorak sumnjivih goveda prijeméivih goveda nakon uzoraka ()
(n)* goveda**(n) vakcinacije***(n)
Puna krv 77 66 6 149
Bioptat koze 82 0 18 100
Nosni bris 8 0 16 24
Ukupno uzoraka 167 66 40 273

*sumnjive zivotinje - Zivotinje sa klinickim simptomima pre pocetka vakcinacije

**prijemcive zivotinje - Zivotinje bez klinickih simptoma pre pocetka vakcinacije

***sumnjive zivotinje nakon pocetka vakcinacije - zivotinje sa klinickim simptomima nakon vakcinacije

U Tabeli 4. prikazan je broj zivotinja i1 vrsta uzoraka koji su uzorkovani pre i nakon pocetka
vakcinacije. Kao $to se u Tabeli 4. vidi od tri Zivotinje pregledane su sve tri vrste uzoraka (puna
krv, bioptat koZe i nosni bris), od 74 Zivotinje dve vrste uzoraka (krv i bioptat koze), a od pet
bioptat koze i nosni bris. Od goveda bez ispoljenih klinickih simptoma pre vakcinacije
pregledani su samo uzorci krvi. Od goveda kod kojih su se simptomi pojavili nakon vakcinacije
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ispitane su dve vrste uzoraka i to od 14 goveda bioptat koze i nosni bris, od Cetiri krv i bioptat
koze, a od dva krv 1 nosni bris.

Tabela 4. Broj Zivotinja i vrsta uzoraka za ispitivanje - protokol prema Bowden-u i KV-2

Broj Zivotinja pre pocetka Broj zivotinja nakon
Uzorak L e
vakcinacije vakcinacije

Puna krv + bioptat koZe + nosni bris 3 0

Puna krv + bioptat koze 74 4

Bioptat koZe + nosni bris 5 14

Puna Krv + nosni bris 0 2

Puna krv 66 0

Ukupno Zivotinja 148 20

Real-time PCR reakcija za oba protokola je izvedena na aparatu Applied biosystems 7500 Fast
(SAD) prema temperaturnom rezimu prikazanom u Tabeli 5.

Tabela 5. Temperaturni rezim za protokole prema Bowden i sar. (2008) i KV-2

Broj ponavljanja Temperatura Vreme
Aktivacija 1x 95°C 3 minuta
polimeraze
Denaturacija DNK A5x 95°C 15 sekundi
Vezivanje prajmera 60°C 30 sekundi

Real-time PCR protokol prema Bowden-u izveden je prema opisanoj proceduri (Bowden i sar.,
2008), uz koris¢enje odgovaraju¢ih prajmera i proba (Tabela 6). Kao pozitivha kontrola
koris¢ena je DNK ekstrahovana iz referentnog soja Serbia/Bujanovac/2016.

Tabela 6. Redosled nukleotida za prajmere i probe za real-time PCR (Bowden i sar., 2008)

Protokol za
real-time PCR

Prajmer/proba Sekvence (5" - 3")

CaPV-074F1 (50uM) AAAACGGTATATGGAATAGAGTTGGAA
Bowden i sar.,, CaPV-074R1 (50uM) AAATGAAACCAATGGATGGGATA

2008 CaPV-074P1, MGB TagMan  c \\1 1GGCTCATAGATTTCCT-MGBNFQ
proba (50uM)

Sastav reakcione smesSe za jedan uzorak prikazan je u Tabeli 7.

Tabela 7. Reakciona smesa za real-time PCR protokol prema Bowden-u za jedan uzorak

Brilliant 111 Ultra fast gPCR mastermix 12,5 ul
Voda za PCR 9 ul
CaPV-074F1 (50uM) 0,2 pl
CaPV-074R1 (50uM) 0,2 pl
CaPV-074P1, MGB TagMan proba (50uM) 0,1 ul
Ukupno 22 ul

Nakon pripreme reakcionoj smesi je dodavano po 3 ul ekstrahovane DNK iz uzoraka. Finalna
koncentracija prajmera u PCR reakciji iznosila je 400 nM, a koncentracija proba 200 nM. Proba
je oznacena bojom FAM.

KV-2 protokol je izveden prema proceduri koju su opisali Vidanovi¢ i sar. (2016). Prajmeri i
probe kori$¢eni u KV-2 protokolu prikazani su u Tabeli 8.
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Tabela 8. Redosled nukleotida za prajmere i probe za real-time PCR - KV-2

Protokol za . P

real-time PCR Prajmer/proba Sekvence (5" - 3)
LSD_KV_2_F (50uM) TGGGATGATAACAACGTTTATG

KV-2 LSD_KV_2 R (50pM) ACATTGTCATCCGGTAATGTA

(Vidanovi¢ i

sar., 2016) LSD_KV2_Pro_field (50uM)

VIC-TTACCACCTAATGATAGTGTTTATGAT
TTACC-BHQ1

Sastav reakcione smese za jedan uzorak u protokolu KV-2 prikazan je u Tabeli 9.

Tabela 9. Reakciona smesa za KV-2 protokol za jedan uzorak

Brilliant 111 Ultra fast gPCR mastermix 12,5 ul
Voda za PCR 9 ul
LSD_KV_2_F (50uM) 0,2 pl
LSD_KV_2_R (50uM) 0,2 pl
LSD_KV2_Pro_field (50uM) 0,1l
Ukupno 22 ul

U KV-2 protokolu reakcionoj smesi dodavana je ekstrahovana DNK iz uzoraka u koli¢ini od 3
pl. Finalna koncentracija prajmera u PCR reakciji je iznosila je 400 nM, a finalna koncentracija
proba 200 nM. U KV-2 protokolu proba je oznacena bojom VIC.

4.3.4.2 Nested PCR (RFLP PCR) - Menasherow i sar. (2014)

Protokolom za izvodenje nested PCR metode (Menasherow i sar., 2014) kojim se mogu
razlikovati terenski od vakcinalnih sojeva virusa BKK ukupno je ispitano 105 uzoraka i to: 49
uzoraka krvi, 50 uzoraka bioptata koze i 6 uzoraka nosnih briseva poreklom od 68 sumnjivih*
goveda uzorkovanih pre pocetka vakcinacije i 40 uzoraka (6 uzoraka pune krvi, 18 bioptata koze
1 16 uzoraka nosnih briseva) poreklom od 20 Zivotinja*** kod kojih su se klinicki simptomi
ispoljili nakon vakcinacije (Tabela 10).

Tabela 10. Materijal za ispitivanje u protokolu prema Menasherow-u
Broj uzoraka od Broj uzoraka od sumnjivih

Ukupan broj

Uzorak sumnjivih goveda *(n) goveda nakon vakcinacije***(n) uzoraka (n)
Puna krv 49 6 55
Bioptat koze 50 18 68
Nosni bris 6 16 22
Ukupno uzoraka 105 40 145

*sumnjive zivotinje - Zivotinje sa klini¢kim simptomima pre pocetka vakcinacije

*** sumnjive Zivotinje nakon pocetka vakcinacije - zivotinje sa klinickim simptomima nakon pocetka vakcinacije
Protokol je izveden u dve reakcije (reakcija | i reakcija 1) prema proceduri koju su opisali
Menasherow i sar. (2014) na PCR aparatu PEQ Star (PEQLAB, Nemacka). Za izvodenje
protokola kori$¢eni su prajmeri prikazani u Tabeli 11. Kao pozitivna kontrola koris¢ena je DNK
virusa BKK ekstrahovana iz referentnog soja Serbia/Bujanovac/2016.

Tabela 11. Redosled nukleotida za prajmere za nested PCR (Menasherow i sar., 2014)

Pro;o(l;lgl 2 Prajmer Sekvence (5" - 3")
F LSDV 1044 (50uM) AATTCAATCACTTATTCAAC
F LSDV 1092 (50uM) AGTACTTGGTCAAATTGTAG
Menasherowi R LSDV 1821 (50pM) CCATCATTATTACCGAACCC
sar., 2014 R LSDV 1827 (50uM) CCAATACCATCATTATTACC

F LSDV 135 (50pM)

GGTGAAGAAAATTTAATTTGGGAT

R LSDV 591 (50pM)

CCATTACCCCACCTTTTTTTGCC

U Tabeli 12. prikazan je sastav reakcione smese za jedan uzorak u reakciji I.
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Tabela 12. Sastav reakcione smeSe za jedan uzorak - reakcija | (Menasherow i sar., 2014)

HotStarTag PCR Mastermix 2x, Qiagen 12,5 pl
Voda za PCR 9,7 ul
F LSDV 1044 (50uM) 0,2 ul
F LSDV 1092 (50uM) 0,2 pl
R LSDV 1821 (50uM) 0,2 ul
R LSDV 1827 (50uM) 0,2 ul
Ukupno 23 l

Pripremljenoj reakcionoj sme$i je nakon ekstrakcije dodavano po 2 pul DNK. Finalna
koncentracija prajmera u reakciji | iznosila je 400 nM. Reakcija | je izvedena prema
temperaturnom rezimu koji je prikazan u Tabeli 13.

Tabela 13. Temperaturni rezim za protokol prema Menasherow-u (reakcija I)

Broj ponavljanja Temperatura Vreme
Aktivacija polimeraze 1x 95 °C 15 minuta
Denaturacija DNK 95°C 30 sekundi
Vezivanje prajmera 35 X 44°C 40 sekundi
Elongacija 72°C 60 sekundi
Finalna elongacija 1x 72°C 5 minuta
Cuvanje proizvoda 4°C o

reakcije do analize

Na kraju reakcije I dobijen je PCR produkt duzine 748 bp koji je koris¢en u reakciji 11.
Sastav reakcione smese za jedan uzorak u reakciji Il prikazan je u Tabeli 14.

Tabela 14. Sastav reakcione smese za jedan uzorak - reakcija Il (Menasherow i sar., 2014)

HotStarTag PCR Mastermix 2x, Qiagen 12,5 pl
Voda za PCR 10,1 pl
F LSDV 135 (50uM) 0,2 pl
R LSDV 591 (50uM) 0,2 ul
Ukupno 23 l

Pripremljenoj reakcionoj smesi za reakciju II je dodavano po 2 pul PCR produkta iz reakcije I.
Finalna koncentracija prajmera u reakciji 1l iznosila je 400 nM. Reakcija Il je izvedena prema
temperaturnom reZimu koji je prikazan u Tabeli 15.

Tabela 15. Temperaturni rezim za protokol prema Menasherow-u (reakcija I1)

Broj ponavljanja Temperatura Vreme
Aktivacija polimeraze 1x 95 °C 15 minuta
Denaturacija DNK 95°C 30 sekundi
Vezivanje prajmera 40 x 57°C 40 sekundi
Elongacija 72°C 60 sekundi
Finalna elongacija 1x 72°C 5 minuta
Cuvanje proizvoda 4°C o

reakcije do analize

Nakon zavrsetka reakcije II dobijen je PCR produkt duzine 404 bp koji se koristio u reakciji
enzimskog razlaganja restrikcionim enzimom izvedenoj prema uputstvu proizvodaca (Fermentas
- Thermo Fisher Scientific Inc., SAD). Za enzimsko razlaganje PCR produkta koris¢ena je
mesavina sledeceg sastava: 16ul vode za PCR, 3pl Fast Digest pufera i 1ul restrikcionog enzima
(Mbol). Pripremljenoj mesavini dodavano je 10ul produkta reakcije II koji je prethodno razreden
(3ul PCR produkta + 7ul vode za PCR). MeSavina je zatim inkubirana u termosejkeru
(Eppendorf, Nemacka) na temperaturi od 37°C tokom 5 minuta, nakon c¢ega su proizvodi
enzimskog razlaganja oCitavani na kapilarnoj elektroforezi (MultiNa, Shimadzu, Japan) pomocu
DNK kita od 1000 bp prema uputstvu proizvodacéa (Shimadzu, Japan).

Pozitivnim nalazom na prisustvo terenskog soja virusa je smatrana pojava trake na gelu (PCR
produkt) duzine 404 bp, dok je pozitivnim nalazom na prisustvo vakcinalnog soja (kao posledica
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isecanja produkta PCR reakcije) smatrana pojava dve trake (PCR produkta) duzine 184 bp i 229
bp. Istovremeno prisustvo traka duzine 404 bp, 184 bp i 229 bp ukazivalo je na prisustvo i
terenskog i vakcinalnog soja virusa BKK.

4.3.4.3 Komercijalni real-time PCR test

Komercijalnim real-time PCR testom (Bio-T kit® Lumpy Skin Disease - DIVA Biosellal,
Francuska) se detektuju dva target regiona: target LSDV (oznacen sa FAM) koji je zajednicki za
terenski 1 Neethling soj virusa BKK i target LSDV-DIVA (oznacen sa VIC) koji je specifican
samo za terenski soj virusa BKK. Ovim testom ispitano je 40 uzoraka (18 bioptata, 6 krvi i 16
nosnih briseva) od 20 goveda kod kojih su se klinicki simptomi bolesti pojavili nakon
vakcinacije.

U sastavu testa se nalazi:

» mastermiks;

= pozitivna kontrola (engl. External Positive Control - EPC) - sintetska DNK virusa BKK u
koncentraciji 10* kopije;

» interna pozitivna kontrola (engl. Internal Positive Control - IPC) - za procenu integriteta
uzorka, kvaliteta izolacije DNK i kvaliteta amplifikacije.

Izvodenje testa 1 interpretacija rezultata su uradeni prema uputstvu proizvodaca testa. Rezultati
su interpretirani na osnovu dobijenih Ct (Cycle treshold) vrednosti za target regione na nacin
prikazan u Tabeli 16.

Tabela 16. Interpretacija rezultata Bio-T kit® Lumpy Skin Disease - DIVA komercijalnim real-time PCR testom

Target Interpretacija
LSDV (FAM) LSDV-DIVA (VIC) IPC
negativno negativno pozitivno negativno na terenski i Neethling soj virusa
pozitivno pozitivno . . . -
- - pozitivno  pozitivno na prisustvo terenskog soja virusa
Ctx Ctx
pozitivno pozitivno -, pozitivno na prisustvo i terenskog i Neethling
Cty** Ct z>y** pozitivno soja virusa
pozitivno negativno pozitivno pozitivno na prisustvo Neethling soja virusa

* ukoliko je Ct vrednost dobijena za target LSDV (FAM) jednaka Ct vrednosti dobijenoj za LSDV-DIVA (VIC)
prisutan je terenski soj virusa BKK.

** ukoliko je Ct vrednost dobijena za target LSDV-DIVA (VIC) veéa od Ct vrednosti dobijene za target LSDV
(FAM) prisutna su oba soja virusa BKK.

4.3.4.4 Protokol - KV-vac

Protokol KV-vac za izvodenje metode real-time PCR pripremljen je i validovan u Nacionalnoj
referentnoj laboratoriji za kapripoksviruse, VSI Kraljevo. U protokolu za KV-vac prajmeri i
proba su dizajnirani da detektuju deo LSDVO008 gena vakcinalnih sojeva virusa, ¢ime se
omogucava visoka specifi¢nost protokola za detekciju samo vakcinalnih sojeva virusa BKK.

Protokolom KV-vac ispitano je 40 uzoraka od goveda kod kojih su se klini¢ki simptomi ispoljili
nakon vakcinacije, kao i 40 uzoraka poreklom od deset vakcinisanih teladi (20 uzoraka krvi i 20
uzoraka nosnih briseva). U Tabeli 17. dat je redosled nukleotida za prajmere i probe za KV-vac
protokol.
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Tabela 17. Redosled nukleotida za prajmere i probe za real-time PCR protokol KV-vac

Protokol za real-
time PCR

Prajmer/proba Sekvence (5" - 3")

KV-vac, NRL za LSDV_vacc_5670f (50pM) TGCTTGTTTCCATTCTCCACT

kapripoksviruse | Spv/ vacc_5829r (50uM) AAAAATGGGCGCAGTAGTATTT

(podaci nisu

Sastav reakcione smese za jedan uzorak prikazan je u Tabeli 18.

Tabela 18. Reakciona smesa za real-time PCR protokol KV-vac za jedan uzorak

Brilliant 111 Ultra fast gPCR mastermix 12,5 ul
Voda za PCR 9 ul
LSDV_vacc_5670f (50uM) 0,2 pl
LSDV_vacc_5829r (50uM) 0,2 pl
LSDV_vacc_5726_Pro (50uM) 0,1 ul
Ukupno 22 ul

Pripremljenoj reakcionoj smesi je dodavano po 3 pl ekstrahovane DNK. Finalna koncentracija
prajmera i proba u PCR reakciji je iznosila 400 nM, odnosno 200 nM. Proba je oznacena bojom
FAM. Real-time PCR je izveden na aparatu Applied biosystems 7500 Fast (SAD) prema
temperaturnom rezimu prikazanom u Tabeli 19.

Tabela 19. Temperaturni rezim za protokol KV-vac

Broj ponavljanja Temperatura Vreme
Aktivacija polimeraze 1x 95 °C 3 minuta
Denaturacija DNK A5x 95°C 15 sekundi
Vezivanje prajmera 60°C 30 sekundi

4.4 PRIPREMA I VALIDACIJA PROTOKOLA ZA IZVODENJE METODE REAL-TIME
PCR ZA DETEKCIJU TERENSKOG | VAKCINALNOG SOJA VIRUSA BKK

U cilju dizajniranja prajmera i proba novih protokola za izvodenje real-time PCR metode,
primenom softverskog programa MEGA 6, uradeno je poravnavanje sekvenci celih genoma
virusa BKK, virusa boginja ovaca (Sheeppox virus-SPPV) i boginja koza (Goatpox virus-GTPV)
deponovanih u Banci gena. Prajmeri i probe su dizajnirani kori§¢enjem kompjuterskog softvera -
Primer Blast (Ye i sar., 2012) i Primer 3 (Untergasser i sar., 2012), a na osnovu utvrdenih razlika
u redosledu nukleotida (mismatch) izmedu terenskog soja virusa BKK (Serbia/Bujanovac/2016)
I vakcinalnog soja virusa (Neethling-LSD vaccine-OBP).

4.4.1 Protokol za detekciju terenskih sojeva virusa BKK

Priprema real-time PCR protokola za detekciju terenskih sojeva virusa BKK uradena je tako $to
je primenom kompjuterskog softverskog programa utvrdeno da u okviru LSDVO008 gena
terenskog soja virusa (Serbia/Bujanovac/2016) postoje razlike u redosledu nukleotida u odnosu
na vakcinalni soj. Utvrdena mesta koriS¢ena su kao target region, odnosno prajmeri i proba za
novi protokol za izvodenje metode real-time PCR Terenski NiS. Redosled nukleotida probe za
detekciju terenskih sojeva virusa BKK (ACTATTGTCATCATTAATCCATCCA) je 100%
identican sa redosledom nukleotida genoma terenskih sojeva virusa BKK, na pozicijama od 5484
do 5508 LSDVO008 gena. Na istim pozicijama LSDVO008 gena kod vakcinalnih sojeva utvrdeno
je da postoji razlika od 10 nukleotida (mismatch) u odnosu na probu. Na ovaj nacin u real-time
PCR reakciji proba se 100% specificno vezuje samo za genom terenskih sojeva, a izostaje
vezivanja probe za genom vakcinalnih sojeva virusa. Protokolom Terenski Ni$ dobija se
amplikon duZine 150 bp.
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Real-time PCR protokol Terenski Nis je izveden koris¢enjem mastermiksa Brilliant 111 Ultra fast
gPCR mastermix (Agilent, SAD) u zapremini od 25 pl, na aparatu Applied biosystems 7500 Fast
(SAD). Za nove real-time PCR protokole kori§¢eni su specifi¢ni oligonukleotidni prajmeri i
probe proizvoda¢a Metabion International AG (Nemacka) (Tabela 20).

Tabela 20. Redosled nukleotida za prajmere i probe za real-time PCR protokol Terenski Ni§

Protokol za Pozicijau Duzina
real-time Prajmer/proba Sekvence (5" - 3") genomu PCR
PCR virusa produkta
(TS"(;E‘;;;“ NSF - cATGCTTGTTTCCATTCTCC 5428-5447
L?gens"' (TSegffll\jll)“ NBR G CTCTTTAAACTATGTTCTTCTTTTCC 5551-5577 150 bp

Terenski Nis§ Yakima Yellow -

proba (50uM)  ACTATTGTCATCATTAATCCATCCA -BHQ1 1845508

Sastav PCR reakcione smese za Terenski Ni$ protokol za jedan uzorak prikazan je u Tabeli 21.

Tabela 21. Reakciona smesa za real-time PCR protokol Terenski Ni$ za jedan uzorak

Brilliant 111 Ultra fast gPCR mastermix 12,5 pl
Voda za PCR o ul
Terenski Ni§ F (50uM) 0,2 ul
Terenski Ni§ R (50uM) 0,2 pl
Terenski Ni§ proba (50uM) 0,1 pl
Ukupno 22 ul

Reakcionoj smesi je dodavano po 3 pl ekstrahovane DNK. Finalna koncentracija prajmera u
PCR reakeiji je bila 400 nM, a finalna koncentracija proba 200 nM. U protokolu Terenski Ni§
proba je obelezena bojom Yakima Yellow.

Real-time PCR je izveden prema uslovima temperaturnog rezima prikazanim u Tabeli 22.

Tabela 22. Temperaturni rezim za real-time PCR protokole Terenski Ni§ i Vakcinalni Nis

Broj ponavljanja Temperatura Vreme
Aktivacija polimeraze 1x 95°C 3.'“ 1(1
minuta
Denaturacija DNK 45 x 95°C 15 sekundi
Vezivanje prajmera 60°C 30 sekundi

* Aktivacija polimeraze kod Brilliant 11l ultra fast gPCR master mix traje 3 minuta, dok kod Path-ID™ gPCR
Master Mix i Maxima Probe gPCR Master Mix (2x) denaturacija traje 10 minuta

4.4.2 Protokol za detekciju vakcinalnih sojeva virusa BKK

Priprema real-time PCR protokola za detekciju vakcinalnih sojeva virusa BKK uradena je tako
Sto je koriS¢enjem softverskih programa utvrdeno da u okviru LSDV146 gena vakcinalnog soja
(Neethling) virusa BKK postoje razlike u redosledu nukleotida u odnosu na terenski soj.
Utvrdena mesta kori$¢ena su kao target region, odnosno prajmeri i proba za novi real-time PCR
protokol  Vakcinalni NiS. Redosled nukleotida probe za vakcinalne sojeve
(TCGCGTCCTCTCCACCTTCA) je 100% identi¢an sa redosledom nukleotida na genomu
vakcinalnih sojeva, na pozicijama od 139842 do 139861 u okviru gena LSDV146, pa se u real-
time PCR reakciji proba 100% specificno vezuje za genom vakcinalnih sojeva. U genomu
terenskih sojeva virusa BKK na tim pozicijama LSDV146 gena postoji razlika od 8 nukleotida
(mismatch) u odnosu na probu. Protokolom Vakcinalni Ni§ dobija se amplikon duzine 152 bp.

U Tabeli 23. dat je redosled nukleotida za prajmere i probu za real-time PCR protokol
Vakcinalni Nis.
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Tabela 23. Redosled nukleotida za prajmere i probe za real-time PCR protokol Vakcinalni Ni§

Protokol Poziciia DuzZina
za real- Prajmer/proba Sekvence (5" - 3") enomu JV irusa PCR
time PCR g produkta
Vakcinalni 139747-

Nis F (50uM) CACTAATGTACCTTGTTTTTGGACA 139771

Vakcinalni  Vakcinalni 139876-

Nig Nis R (50uM) ACGAATATAGATCATCGGTGCCA 139898 152 bp
Vakcinalni Ni§ FAM- TCGCGTCCTCTCCACCTTCA- 139842-
proba (50uM) BHQ1 139861

Real-time PCR protokol Vakcinalni Ni§ je izveden koriS¢enjem komercijalnog mastermiksa
Brilliant 111 Ultra fast gPCR mastermix (Agilent, SAD) u zapremini od 25 pl. Sastav reakcione
smese za real-time PCR protokol Vakcinalni Nis prikazan je u Tabeli 24.

Tabela 24. Reakciona smesa za real-time PCR protokol Vakcinalni Ni$ za jedan uzorak

Brilliant 111 Ultra fast gPCR mastermix 12,5 ul
Voda za PCR o ul
Vakcinalni Ni§ F (50uM) 0,2 ul
Vakcinalni Ni§ R (50uM) 0,2 ul
Vakcinalni Ni§ proba (50uM) 0,1 ul
Ukupno 22 ul

Reakciona smeSa je optimizirana tako da je finalna koncentracija prajmera u PCR reakciji
iznosila 400 nM, a finalna koncentracija proba 200 nM. Proba je oznac¢ena bojom FAM. Nakon
pripreme reakcione smeSe dodavano je po 3 ul ekstrahovane DNK svakog uzorka. Real-time
PCR je izveden prema temperaturnom rezimu prikazanom u Tabeli 22.

4.4.3 Ispitivanje analiti¢kih i dijagnostickih karakteristika real-time PCR protokola Terenski
Nis i Vakcinalni Ni§

U cilju provere analitickih i dijagnostickih karakteristika novih protokola za izvodenje real-time
PCR metode ispitani su: efikasnost, analiticka specificnost i osetljivost, granicna vrednost,
ponovljivost, reproduktivnost i robustnost.

4.4.3.1 Ispitivanje efikasnosti

Efikasnost PCR reakcije za real-time PCR protokole Terenski Ni$ i Vakcinalni Ni§ odredena je
na osnovu standardna kriva i utvrdenog nagiba krive (slope). U cilju odredivanja efikasnosti
ispitana su desetostruka serijska razblazenja (10°-10%) genoma terenskog soja Vvirusa
Serbia/Bujanovac/2016 (Terenski Nis) odnosno Neethling soja virusa (Vakcinalni Ni$), pri ¢emu
je svako razblazenje radeno u duplikatu. Standardna kriva je formirana na osnovu dobijenih Ct
vrednosti, tako $to su na x osu nanoSene logaritamske vrednosti dobijenih Ct vrednosti, a na y
osu dobijene Ct vrednosti. Efikasnost real-time PCR reakcije je izraCunata prema jednacini:

(- mme)

Efikasnost = (1n~'w='b krive) _ 1) % 100

Utvrdeni nagib standardne krive sa vrednostima izmedu -3,1 i -3,6 ukazuje na efikasnost PCR
reakcije od 90 do 110%. Standardna kriva koja ima vrednost nagiba -3,32 ukazuje na efikasnost
PCR reakcije od 100% (TFS, Thermo Fisher Scientific, 2016).

4.4.3.2 Ispitivanje analiticke osetljivosti

Analiticka osetljivost (granica osetljivosti) protokola Terenski Ni§ odredena je ispitivanjem
desetostrukih  serijskih razblazenja (10°-10%) genoma terenskog soja virusa BKK
Serbia/Bujanovac/2016, pocetne koncentracije 2000 TCIDso/pul. Analiticka osetljivost protokola
Vakcinalni Ni§ odredena je ispitivanjem desetostrukih serijskih razblazenja (10°-10°%) genoma
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Neethling soja virusa pocetne koncentracije 200 TCIDso/ul. Svako razblazenje radeno je u
duplikatu. Najvece razblaZenje tj. najmanja koncentracija genoma (terenskog odnosno
vakcinalnog soja virusa BKK) sa kojima je dobijena pozitivna reakcija ispitano je u po 20
ponavljanja, radenih u duplikatu. Najvece razblazenje sa kojim je dobijena pozitivna reakcija u
19 ponavljanja smatralo se donjom granicom osetljivosti na nivou pouzdanosti od 95% (BVL,
Bundesamt fuir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, 2016).

4.4.3.3 Ispitivanje analiti¢ke specifi¢nosti

U cilju odredivanja analiticke specifi¢nosti novih real-time PCR protokola ispitivano je 19
uzoraka pozitivnih na prisustvo genoma CaPV i to sedam uzoraka terenskih sojeva virusa
boginja ovaca, Cetiri uzorka virusa boginja koza, dva uzorka terenskih i Sest uzoraka vakcinalnih
sojeva virusa BKK kao i dva negativna uzorka (kultura ¢elija) (Tabela 25) (uzorci su dobijeni iz
NRL za kapripoksviruse, VSI Kraljevo.

Tabela 25. Sojevi CaPV virusa kori§éeni za ispitivanje specifi¢nosti real-time PCR protokola Terenski Nis i
Vakcinalni Ni§

SPPV_Corum

SPPV_Kalmykia_Russia_ 2016

SPPV_Yaroslavl _Russia_2016

SPPV_Oman

GTPV Dangarinskyi Russia

GTPV_SA

GTPV_Oman

GTPV_Gorgan, Iraq

SCIENSANO (CODA CERVA), Belgija, 2017. godine 1, vakcinalni Neethling soj virusa BKK
SCIENSANO (CODA CERVA), Belgija, 2017. godine 2, negativan uzorak (kultura éelija)
SCIENSANO (CODA CERVA), Belgija, 2017. godine 3, vakcinalni Neethling soj virusa BKK
SCIENSANO (CODA CERVA), Belgija, 2017. godine 4, vakcinalni Neethling soj virusa BKK
SCIENSANO (CODA CERVA), Belgija, 2017. godine 5, terenski Bulgaria/2016 soj virusa BKK
SCIENSANO (CODA CERVA), Belgija, 2017. godine 6, negativan uzorak (kultura ¢elija)
SCIENSANO (CODA CERVA), Belgija, 2017. godine 7, SPPV Ardel soj

SCIENSANO (CODA CERVA), Belgija, 2017. godine 8, SPPV Ardel soj

SCIENSANO (CODA CERVA), Belgija, 2017. godine 9, vakcinalni Neethling soj virusa BKK
SCIENSANO (CODA CERVA), Belgija, 2017. godine 10, SPPV Ardel soj

terenski soj Serbia/Bujanovac/2016

Lumpy Skin Disease Vaccine for Cattle (OBP), South-Africa, Batch No. 450

SIS type vaccine (Lumpyvax, MSD), South-Africa, Batch No. 17BLSN003

4.4.3.4 Odredivanje grani¢ne vrednosti (Cut-off)

Grani¢na vrednost (Cut-off) protokola (Terenski Ni§ i Vakcinalni Ni§) za izvodenje real-time
PCR metode odredena je ispitivanjem prisustva genoma virusa BKK Serbia/Bujanovac/2016
razblazenog do granice analiticke osetljivosti (0,4 TCIDso/ml) za Terenski NiS, odnosno
Neethling soja (0,2 TCIDso/ml) za protokol Vakcinalni Nis. Ispitivanja su izvrSena u po dvadeset
ponavljanja. Nakon ispitivanja, dobijene srednje Ct (X) vrednosti su uvecane za dve standardne
devijacije (SD) i Cut-off vrednost je izracunata prema formuli:

Grani¢na vrednost (Cut-off) = X+ 2 x SD
gde je Xx- srednja vrednost Ct, SD — standardna devijacija

4.4.3.5 Ispitivanje unakrsne reaktivnosti

U cilju utvrdivanja unakrsne reaktivnosti (cross reactivity) prajmera i proba koris¢enih u
pripremi novih real-time PCR protokola, ispitani su uzorci izolovane DNK/RNK referentnih

sojeva 26 razli¢itih mikroorganizama koji su prisutni kod goveda (vlasniStvo VSI Ni§) (Tabela
26).
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Tabela 26. Mikroorganizmi kori$¢eni za ispitivanje unakrsne reaktivnosti

Escherichia coli (ATCC 25922) Rodococcus equi (ATCC 6939)

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Streptococcus agalactiae (ATCC BAA-611)
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) Campylobacter coli (ATCC 33559)

Clostridium perfrigens (ATCC 13124) Campylobacter jejuni subsp. jejuni (ATCC 33560)
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Candida albicans (ATCC 10231)

Staphylococcus epidermidis (ATCC Salmonella enterica subsp. Enterica serovar. Enteritidis
12228) (grupa D) (ATCC 13076)

Bacillus subtilis subsp. spizizeni (ATCC  Brucella abortus 544 uzorak iz medulaboratorijskog
6633) poredenja (VETQAS, 2018. godine)

Brucella melitensis 16M uzorak iz medulaboratorijskog
poredenja (VETQAS, 2018. godine)

Brucella ovis REO 198 uzorak iz medulaboratorijskog
poredenja (VETQAS, 2018. godine)

Brucella abortus S19 uzorak iz medulaboratorijskog
poredenja (VETQAS, 2018. godine)

BVDV soj 125 uzorak iz medulaboratorijskog poredenja
(NIV NS, 2018. godine)

BHV-1 TN-41 uzorak iz medulaboratorijskog poredenja
(NIV NS, 2018. godine)

BTV uzorak iz medulaboratorijskog poredenja (NIVS
Beograd, 2018. godine)

Bacillus cereus (ATCC 14579)

Listeria monocytogenes (ATCC 13932)

Listeria monocytogenes (ATCC 19112)

Listeria innocua (ATCC 33090)

Listeria ivanovii (ATCC 19119)

Yersinia enterocolitica (ATCC 23715)

4.4.3.6 Ispitivanje ponovljivosti

Ponovljivost novih real-time PCR protokola odredena je ispitivanjem genoma virusa
Serbia/Bujanovac/2016 (koncentracije 2 TCIDso/ul) protokolom Terenski Ni$, odnosno genoma
Neethling soja virusa (koncentracije 0,2 TCIDso/pul) protokolom Vakcinalni Ni§ u dvadeset
ponavljanja tokom pet dana. Za svaki dan je izracunata srednja Ct vrednost, standardna
devijacija (SD) i koeficijent varijacije (CV). Dobra ponovljivost je ukoliko je dobijena vrednost
CV manja od 25% (FDA Foods Program Regulatory Science Steering Committee (RSSC),
2019).

4.4.3.7 Ispitivanje reproduktivnosti

Reproduktivnost protokola za izvodenje real-time PCR metode predstavlja visok stepen
podudarnosti u rezultatima dobijenim ispitivanjem istog uzorka, istom metodom, od strane
razli¢itih analitiCara u istoj laboratoriji (unutarlaboratorijska reproduktivnost). Reproduktivnost
real-time PCR protokola Terenski Ni§ i Vakcinalni Ni§ utvrdena je poredenjem Ct vrednosti
dobijenih ispitivanjem prisustva genoma soja Serbia/Bujanovac/2016, odnosno Neethling soja
virusa od strane dva analitiCara kroz osam ponavljanja. Za svako ispitivanje je izraCunata srednja
Ct vrednost, standardna devijacija (SD) i koeficijent varijacije (CV).

4.4.3.8 Ispitivanje robustnosti

Robustnost protokola Terenski Ni§ za izvodenje metode real-time PCR proverena je tako Sto je
uzorak pozitivan na prisustvo genoma terenskog soja virusa BKK (Serbia/Bujanovac/2016)
ispitan uz odredene modifikacije standardne procedure. Svaka modifikacija uradena je kroz tri
ponavljanja pri ¢emu je svako ispitivanje radeno u duplikatu. Modifikacije su podrazumevale
koris¢enje dva real-time PCR aparata (Applide Biosystems 7500 Fast i AriaMx Real-Time PCR
System), pripremu reakcione smese uz kori$éenje tri razli¢ita mastermiksa (Brilliant 111 Ultrafast
gPCR kit - Agilent, SAD, Maxima Probe qPCR Master Mix (2x)-Thermo Scientific, SAD i Path-
ID™gPCR Master Mix - Applide Biosystems, SAD) i pripremu reakcione smeSe koris¢enjem
prajmera i proba razli¢itih koncentracija koje su se kretale u opsegu £10% ispod ili iznad
optimalne koncentracije (koncentracija prajmera od 360 nM do 440 nM, a koncentracija proba
od 180 nM do 220 nM). Ispitivanje robustnosti protokola Vakcinalni Ni§ je sprovedeno na isti
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nacin, a prilikom ispitivanja kori$¢en je uzorak genoma vakcinalnog (Neethling) soja virusa.
Nakon sprovedenih ispitivanja odredene su srednje Ct vrednosti, standardna devijacija (SD) i
koeficijent varijacije (CV) za svaku modifikaciju. Ispitivanja robusnosti su sprovedena u Sluzbi
za bakterijske zoonoze i molekularnu dijagnostiku VSI Nis§ i u NRL za kapripoksviruse R. Srbije
(VSI Kraljevo).

4.4.3.9 Ispitivanje uzoraka novim protokolima za izvodenje real-time PCR metode Terenski
Nis i Vakcinalni Ni§

Protokolom Terenski Ni$ i Vakcinalni Ni§ ukupno je ispitano 220 uzoraka, i to 105 uzoraka koji
poti¢u od sumnjivih Zivotinja*, 40 uzoraka koji poti¢u od je zivotinja kod kojih su se klinicki
simptomi ispoljili nakon vakcinacije***, 40 uzoraka (20 uzoraka krvi i 20 uzoraka nosnih
briseva) poreklom od deset teladi vakcinisanih atenuiranom vakcinom protiv BKK i 35 uzoraka
krvi goveda uzorkovanih 2014/15 godine (Tabela 27).

Tabela 27. Materijal za ispitivanje real-time PCR protokolima Terenski Ni$ i Vakcinalni Ni§
Broj uzoraka od Broj uzoraka Broj uzoraka

Broj uzoraka T Ukupan
Uzorak od sumnjivih sumnjivih 21vvot1n_]a porel_<|<_)m qd goveda . broj
Fivotinja * nakon pocetka vakcinisanih uzorkovanih uzoraka
vakcinacije*** teladi 2014/15 godine
Puna krv 49 6 20 35 110
Bioptat koze 50 18 0 0 68
Nosni bris 6 16 20 0 42
Ukupno uzoraka 105 40 40 35 220

*sumnjive zivotinje - Zivotinje sa klinickim simptomima pre pocéetka vakcinacije
*** sumnjive Zivotinje nakon pocetka vakcinacije - Zivotinje sa klinickim simptomima nakon pocetka vakcinacije

45 EPIZOOTIOLOSKA ANALIZA EPIZOOTIJE BKK NA EPIZOOTIOLOSKOM
PODRUCJU VSI NIS

4.5.1 Podrudje ispitivanja

Epizootioloska analiza epizootije bolesti kvrgave koZe (BKK) obuhvatala je epizootioloSko
podrucje Veterinarskog specijalistickog instituta Ni§ (VSI NiS) koje se nalazi u jugoistocnom
delu R. Srbije i obuhvata pet okruga: P&injski, Jablanicki, Toplicki, Pirotski i Nisavski okrug. Na
ispitivanom podruc¢ju nadmorska visina se kre¢e od 200 do 1800 m (prosecno 1000 m).
Pograni¢no podrucje prema Bugarskoj i Severnoj Makedoniji karakteriSu brdsko-planinski
predeli sa nadmorskom visinom od 662 m do 1922 m, nepovoljna konfiguracija terena,
neizgradenost putne mreze, tako da je povezanost sa unutrasnjoS¢u R. Srbije i susednim
zemljama izuzetno losa.

Na epizootioloskom podrucja VSI Nis tokom 2016. godine populaciju goveda cinila su 92988
grla, sa proseénom gustinom od 6,6 zivotinja/km? i to u P&injskom okrugu 22600 grla (6,3
zivotinja/km?), Jablani¢kom okrugu 24141 grla (8,7 Zivotinja/km?), Pirotskom okrugu 10318 grla
(3,7 zivotinja/km?), Nisavskom okrugu 24099 (8,8 Zivotinja/km?) i u Topli¢kom okrugu 12276
grla (5,5 Zivotinja/km?) (podaci epizootioloske sluzbe VSI Ni§). Imajuéi u vidu proizvodne
kategorije goveda, najzastupljenije su bile mlecne krave sa uceS¢em od 64,15%, telad 24,29%,
priplodni bikovi 8,90%, i junice i bikovi za tov sa uceS¢em od 2,66% u ukupnoj populaciji
prijem¢ivih Zivotinja (podaci epizootioloske sluzbe VSI NiS§). Na ispitivanom podrucju goveda
se najces¢e drze u okviru individualnih gazdinstva (mini farme) sa do 10 grla na gazdinstvu
(EFSA, 2017). Srednje i velike farme goveda na ovom podrucju su retke.
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4.5.2 Prikupljanje epizootioloskih podataka

U cilju epizootioloske analize epizootije BKK goveda na epizootioloSkom podru¢ju VSI Nis,
koja je obuhvatala podatke o broju zarista, broju prijemcivih Zivotinja na gazdinstvima, broju
obolelih i uginulih zivotinja, primenjene mere kontrole, suzbijanja i iskorenjivanja BKK i pojavu
klinickih simptoma posle vakcinacije (postvakcinalne komplikacije), koriS¢eni su podaci
epizootioloske sluzbe VSI Ni§ i Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede i zastite zivotne
sredine (Ministarstvo) R. Srbije. Podaci o geografskoj duzini i $irini za svako ZariSte preuzeti su
sa internet platforme EMPRES Global Animal Disease Information System (EMPRES-i)
(http://empres-i.fao.org/eipws3a/). Podaci o klimatskim uslovima (temperatura i relativna
vlaznost vazduha) za 2016. godinu preuzeti su iz Republickog hidrometeoroloskog zavoda Srbije
(RHMZ).

Tokom epizootije BKK na podruc¢ju R. Srbije mere kontrole i eradikacije BKK sprovodene su na
osnovu odluke Ministarstva i Nacionalnog kriznog centra za kontrolu posebno opasnih zaraznih
bolesti R. Srbije. U okviru doktorske disertacije opisane su i analizirane sprovedene mere i
postignuti rezultati na epizootioloskom podruc¢ju VSI Nis.

Tokom trajanja epizootije BKK na podrucju R. Srbije “slucaj bolesti” podrazumevao je pojavu
opsteg infektivnog sindroma (poviSena temperatura, gubitak apetita, pad mlecnosti 1 dr.) i/ili
pojavu &vorova u kozi (lokalnih i/ili generalizovanih), sa ili bez laboratorijske potvrde. ,,Zariste”
je definisano kao pojava jednog ili viSe slucajeva bolesti u odredenom stadu (gazdinstvu).

4.6 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Dobijeni rezultati molekularnih ispitivanja su analizirani deskriptivnim statistickim metodama
(aritmeti¢ka sredina (X), standardna devijacija (SD), koeficijent varijacije (CV)) i relativni
brojevi. Poredenje Ct vrednosti dobijenih razli¢itim protokolima za izvodenje real-time PCR
metode je ispitano primenom t-testa. Za odredivanje osetljivosti i specifi¢nosti razlicitih
protokola za izvodenje metode real-time PCR 1 nested PCR kori$¢en je online statisticki program
MedCalc statistical software (https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php) sa nivoom
pouzdanosti od 95%. Medusobno slaganje rezultata dobijenih primenom razliCitih testova
uradeno je Kappa statistickom analizom. Rezultati dobijeni primenom razli¢itih protokola
poredeni su pomodu y? testa, a primenjivan je nivo pouzdanosti od 95%. Statisticka obrada
podataka je izvrSena pomocu statistickog programa GraphPad Prism 6 (GraphPad, San Diego,
CA, SAD) i Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft Corp., Redmond, WA, SAD).

Prikupljeni epizootioloski podaci obradeni su pomoc¢u programa Microsoft Office Excel 2010, a
zatim prebaceni u statisti¢ki paket GraphPad Prism 6 (GraphPad, San Diego, CA, SAD). Za
deskripciju podataka koriS¢eni su medijana i opseg (podaci koji ne podlezu normalnoj raspodeli).
Ucestalosti su prikazivane kao apsolutne i relativne frekvencije izrazene u procentima. Za
poredenje dve grupe podataka korii¢en je ¥ test, a u svim poredenjima primenjivan je nivo
znacajnosti od 95%. Rezultati su predstavljeni tabelarno i graficki preko kartograma i
histograma.

EpizootioloSka karta je napravljena pomocu kompjuterskog programa QGIS 3.4 software na
osnovu podataka o geografskim koordinatama podrucja utvrdenih ZariSta i tacnog datuma
registrovanja svih zariSta BKK.

Pomoc¢u on-line konvertera https://www.advancedconverter.com/map-tools/find-altitude-by-
coordinates, na osnovu geografske Sirine/geografske duzine mesta na kome se zariste pojavilo,
za svako zarite utvrdena je nadmorska visina. Proseéne vrednosti za nadmorsku visinu su
preracunate u programu Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft Corp., Redmond, WA, SAD).
Udaljenost izmedu ZzariSta je izraCunata na osnovu geografske Sirine/geografske duzine svakog
zariSta. Polaze¢i od pretpostavke da svako novo zariSte moze da nastane od prostorno najblizeg
zariSta u periodu od 1 do 30 dana, izraCunat je opseg Sirenja epizootije BKK u vremenu i
prostoru na epizootioloskom podruc¢ju VSI Nis.
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5. REZULTATI

5.1 REZULTATI IZOLACIJE VIRUSA BKK, SEKVENCIRANJA GENOMA |
MOLEKULARNIH ISPITIVANJA

5.1.1 Rezultati izolacije virusa BKK

Za izolaciju virusa BKK koriS¢eno je deset uzoraka bioptata koze goveda sa ispoljenim
klini¢kim simptomima BKK u kojima je prethodno primenom real-time PCR (Bowden i sar.,
2008 i KV-2) utvrdeno prisustvo nukleinske kiseline, kori$éena je ¢elijska linija MDBK. Virus
BKK je izolovan iz jednog uzorka bioptata koze (1/10), a pojava CPE registrovana je posle
druge pasaze. Prisustvo virusa BKK u kulturi ¢elija je potvrdeno primenom klasi¢nih
virusolo$kih metoda (VNT) i molekularnih metoda (real-time PCR protokol prema Bowden i
sar., 2008 i KV-2 protokol). I1zolovani virus dobio je naziv Pcinj 1 i drugi je izolat virusa BKK sa
podrucja R. Srbije.

5.1.2 Rezultati titracije izolovanog virusa (Pcinj 1) i VNT

Nakon sprovedene titracije (opisano u delu 4.1.4.1) utvrdeno je da je titar izolovanog virusa
BKK (Pc¢inj 1) iznosio 6,0 logio TCID/sp u 1,0 ml. U virus neutralizacionom testu (VNT) sa
specifiénim pozitivnim serumom, soj Pc¢inj 1 je nautralisan specifiénim pozitivnim serumom
protiv virusa BKK u titru 1:16, odnosno 4 log, dok u reakciji sa negativnim krvnim serumom
nije bilo inhibicije rasta izolata virusa BKK, odnosno nije utvrdeno prisustvo specifi¢nih antitela
(titar <2, odnosno <1 logy). Titar virusa u povratnoj ,,back* titraciji se kretao u rasponu od 30 do
300 TCID/sp, a u kontroli ¢elija nije utvrden CPE §to ukazuje da je VNT bio validan.

5.2 REZULTATI SEKVENCIRANJA DELA GENOMA VIRUSA BKK | FILOGENETSKA
ANALIZA

Primenom metode direktnog sekvenciranja po Sanger-u (Sanger i sar., 1977) odreden je redosled
nukleotida delova gena RPO30, GPCR, EEV i P32 izolovanog virusa (Pcinj 1) i virusa
detektovanih u Sest uzoraka bioptata koZe u kojima je molekularnim metodama utvrdeno
prisustvo genoma virusa BKK. Dobijene sekvence za sedam uzoraka su obradene i analizirane
koriS¢enjem softvera MEGA 6.0 1 uporedene sa odgovaraju¢im analognim sekvencama za svaki
uzorak, kao i sa analognim sekvencama deponovanim u banci gena (GenBank), koris¢enjem
osnovnog pretrazivaca za uporedivanje sekvenci (Basic Local Alignment Search Tool - BLAST)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) u cilju utvrdivanja stepena sli¢nosti ili razlike izmedu
njih.

5.2.1 Filogenetska analiza na osnovu RPO30, GPCR, EEV i P32 gena

Sekvenciranjem sedam proizvoda PCR reakcije: izolovanog virusa BKK (Pcinj 1) i Sest
ekstrahovanih nukleinskih kiselina virusa BKK iz uzoraka bioptata koze (identifikovani virusi)
uz koris¢enje odgovarajucih prajmera za odredeni deo gena (RPO30, GPCR, EEV, P32),
dobijene su sekvence duzine 780 bp za deo RPO30 gena, 760 bp za deo GPCR, 664 bp za deo
EEV gena i 681 bp za deo P32 gena.

Izradom filogenetskog stabla 1 filogenetskom analizom uradenom na osnovu RPO30, GPCR,
EEV i P32 gena utvrdeno da su nukleotidne sekvence delova gena izolovanog soja Pcinj 1 i Sest
identifikovanih virusa BKK goveda sa epizootioloskog podru¢ja VSI Nis$ bile identi¢ne (100%
sli¢nosti izmedu analognih nukleotidnih sekvenci).
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Rezultati ispitivanja su pokazali da su nukleotidne sekvence delova gena izolovanog soja Pcinj 1
i Sest identifikovanih virusa BKK bile identi¢ne sa analognim nukleotidnim sekvencama soja
Serbia/Bujanovac/2016. Imajué¢i u vidu 100% podudarnost izmedu analognih nukleotidnih
sekvenci soja Pcinj 1 i Sest identifikovanih virusa BKK sa sojem Serbia/Bujanovac/2016 (svi sa
epizootioloskog podruc¢ja VSI Nis), u cilju izrade filogenetskog stabla i filogenetske analize
koriS¢en je soj Serbia/Bujanovac/2016.

Filogenetska analiza je pokazala da oba soja virusa izolovana na podrucju R. Srbije
(Serbia/Bujanovac/2016 i Pcinj 1), kao i virusi detektovani u bioptatima koze pripadaju
podgrupi/podklasteru terenskih sojeva virusa BKK. Nukleotidne sekvence dela RPO30, GPCR,
EEV 1 P32 gena imale su 100% sli¢nosti sa analognim sekvencama terenskih sojeva virusa BKK
izolovanih na podru¢ju Grcke (Evros/GR/15), Ruske Federacije (Dagestan/2015), lzraela
(155920/2012) i Juzne Afrike (Neethling Warmbaths LW) i nizi stepen sli¢nosti sa vakcinalnim
sojevima virusa BKK (Neethling-LSD vaccine-OBP, SIS-Lumpyvax vaccine i Neethling-
Herbivac vaccine).

KX764644.1 Lumpy skin disease virus strain Neethling-Herbivac vaccine complete genome
99 i . : ;
4| KX764645.1 Lumpy skin disease virus strain Neethling-LSD vaccine-OBP complete genome

KX764643.1 Lumpy skin disease virus strain SIS-Lumpyvax vaccine complete genome

70

— MH646674.1 Lumpy skin disease virus strain LSDV/Russia/Saratov/2017 complete genome
AF325528.1 Lumpy skin disease virus NI-2490 isolate Neethling 2490 complete genome

85 1KX683219.1 Lumpy skin disease virus strain KSGP 0240 complete genome

MH893760.2 Lumpy skin disease virus strain LSDV/Russia/Dagestan/2015 complete genome

AF409137.1 Lumpy skin disease virus NW-LW isolate Neethling Warmbaths LW complete genome
KY702007.1 Lumpy skin disease virus isolate SERBIA/Bujanovac/2016 complete genome

KX894508.1 Lumpy skin disease virus isolate 1556920/2012 complete genome
KY829023.3 Lumpy skin disease virus isolate Evros/GR/15 complete genome

| KC951854.1 Goatpox virus FZ complete genome

= AYQ77835.1 Goatpox virus Pellor complete genome
\T{ AY077836.1 Goatpox virus G20-LKV complete genome

KX576657.1 Goatpox virus strain Gorgan complete genome

[— AY077832.1 Sheeppox virus 10700-99 strain TU-V02127 complete genome
R KT438550.1 Sheeppox virus isolate SPPV-GH complete genome
R KT438551.1 Sheeppox virus isolate SPPV-GL complete genome

100

AY(Q77833.1 Sheeppox virus A complete genome
731 AY077834.1 Sheeppox virus NISKHI complete genome

0.005

Slika 1. Filogenetsko stablo na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci RPO30 gena virusa Serbia/Bujanovac/2016
sa sekvencama CaPV preuzetim iz banke gena (GenBank)

Filogenetskom analizom uradenom na osnovu RPO30 gena u posebnu podgrupu, blisku
vakcinalnim sojevima virusa, izdvaja se soj virusa izolovan u Ruskoj Federaciji
(LSDV/Russia/Saratov/2017) za koji postoje izvestaji koji ukazuju da je u pitanju prvi
rekombinantni virus BKK (Sprygin i sar., 2018b). Izmedu soja LSDV/Russia/Saratov/2017 i
Serbia/Bujanovac/2016 utvrdena je podudarnost u redosledu nukleotida od 99,99% (Slika 1).

Filogenetsko stablo 1 filogenetska analiza uradena na osnovu GPCR 1 P32 gena pokazala je da su
nukleotidne sekvence delova gena GPCR i P32 izolovanog soja Pcinj 1 i Sest identifikovanih
virusa BKK bile identi¢ne sa analognim nukleotidnim sekvencama soja Serbia/Bujanovac/2016.
Utvrdeno je da oba soja virusa izolovana na podrucju R. Srbije (Serbia/Bujanovac/2016 i Pcinj
1), kao i virusi detektovani u bioptatima koze pripadaju podgrupi/podklasteru terenskih sojeva
virusa BKK. Nukleotidne sekvence dela GPCR i P32 gena izolovanog i identifikovanih virusa
imale su 100% sli¢nosti sa analognim sekvencama terenskih sojeva virusa BKK izolovanih na
podru¢ju Grcke (Evros/GR/15), Ruske Federacije (Dagestan/2015), lzraela (155920/2012) i
Juzne Afrike (Neethling Warmbaths LW) i nizi stepen sli¢nosti sa vakcinalnim sojevima virusa
BKK (Neethling-LSD vaccine-OBP, SIS-Lumpyvax vaccine i Neethling-Herbivac vaccine).
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KX764643.1 Lumpy skin disease virus strain SIS-Lumpyvax vaccine complete genome
4{ KX764644.1 Lumpy skin disease virus strain Neethling-Herbivac vaccine complete genome

KX764645.1 Lumpy skin disease virus strain Neethling-LSD vaccine-OBP complete genome

KC951854.1 Goatpox virus FZ complete genome
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KX576657.1 Goatpox virus strain Gorgan complete genome
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R KT438550.1 Sheeppox virus isolate SPPV-GH complete genome
R KT438551.1 Sheeppox virus isolate SPPV-GL complete genome

0.0020

Slika 2. Filogenetsko stablo na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci GPCR gena virusa Serbia/Bujanovac/2016
sa sekvencama CaPV preuzetim iz banke gena (GenBank)

Filogenetska analiza na osnovu GPCR i P32 gena je takode pokazala da se soj
LSDV/Russia/Saratov/2017 izdvaja u posebnu podgrupu/podklaster i nalazi se izmedu podgrupe

terenskih u vakcinalnih sojeva virusa, pri ¢emu je utvrdena slicnost sa analognim sekvencama
soja LSDV/Russia/Saratov/2017 i Serbia/Bujanovac/2016 od 99,99% (Slika 2 i Slika 3).
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Slika 3. Filogenetsko stablo na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci P32 gena virusa Serbia/Bujanovac/2016 sa
sekvencama CaPV preuzetim iz banke gena (GenBank)

Filogenetska analiza uradena na osnovu EEV gena pokazala je da soj Serbia/Bujanovac/2016,
kao i1 soj Pcinj 1 i virusi detektovani u uzorcima bioptata koze imaju 100% podudarnost u
redosledu nukleotida sa terenskim sojevima virusa BKK izolovanim u Gr¢koj (Evros/GR/15),
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Ruskoj Federaciji (Dagestan/2015), Izraelu (155920/2012) i Juznoj Africi (Neethling Warmbaths
LW) i nizi stepen sli¢nosti sa vakcinalnim sojevima virusa BKK (Neethling-LSD vaccine-OBP,
SIS-Lumpyvax vaccine i Neethling-Herbivac vaccine).

Filogenetska analiza uradena na osnovu EEV gena pokazala je da se soj izolovan u Ruskoj
Federaciji LSDV/Russia/Saratov/2017 nalazi u podgrupi/podklasteru sa vakcinalnim sojevima
virusa BKK (SIS-Lumpyvac vaccine, Neethling Herbivac vaccine i Neethling-LSD vaccine
OBP), pri ¢emu je podudarnost analognih sekvenci vakcinalnih sojeva 1 soja
Serbia/Bujanovac/2016 iznosila 99,98% (Slika 4).
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Slika 4. Filogenetsko stablo na osnovu poredenja nukleotidnih sekvenci EEV gena virusa Serbia/Bujanovac/2016 sa
sekvencama CaPV preuzetim iz banke gena (GenBank)

5.2.2 Filogenetska analiza celog genoma virusa BKK soj Serbia/Bujanovac/2016

Uvidom u filogenetsko stablo formirano na osnovu poredenja celog genoma soja
Serbia/Bujanovac/2016 sa celim genomima 19 CaPV koji se nalaze u banci gena (GenBank)
utvrdeno je da se virus izolovan na podrucja R. Srbije (soj Serbia/Bujanovac/2016) nalazi u
podgrupi/podklasteru sa terenskim sojevima virusa BKK. Filogenetskom analizom utvrdena je
podudarnost u redosledu nukleotida sa sojem izolovanim u Grékoj (Evros/GR/15) od 99,99%,
Izraelu (155920/2012) 99,98%, Ruskoj Federaciji (Dagestan/2015) 99,96% i Juznoj Africi
(Neethling Warmbaths LW) 99,95%. Manji stepen podudarnosti u redosledu nukleotida utvrden
je sa vakcinalnim sojevima virusa BKK i to Neethling-LSD vaccine-OBP (98,88%), SIS-
Lumpyvax vaccine (98,87%) i Neethling-Herbivac vaccine (98,87%). Filogenetska analiza
pokazala je da se soj izolovan u Ruskoj Federaciji (LSDV/Russia/Saratov/2017) sa kojim soj
Serbia/Bujanovac/2016 ima podudarnost u redosledu nukleotida od 99,07%, izdvaja u posebnu
podgrupu/podklaster virusa BKK koja se nalazi izmedu podgrupe terenskih i vakcinalnih sojeva
virusa (Slika 5). Na osnovu rezultata dobijenih filogenetskom analizom utvrdeno da soj virus
BKK izolovan u R. Srbiji (Serbia/Bujanovac/2016) sli¢an terenskim sojevima virusa BKK koji
su izolovani u razli¢itim delovima sveta.
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Slika 5. Filogenetsko stablo formirano na osnovu poredenja celog genoma virusa Serbia/Bujanovac/2016 sa celim
genomima CaPV preuzetim iz banke gena (GenBank) (Manic¢ i sar., 2019)

5.3 REZULTATI ISPITIVANJA KLINICKIH UZORAKA MOLEKULARNIM METODAMA

Na pocetku epizootije u R. Srbiji dijagnostika BKK se zasnivala na detekciji genoma virusa
BKK koris¢enjem real-time PCR metode protokol prema Bowden i sar. (2008) (Bowden)
specifican za sve CaPV (virus BKK, virus boginje ovaca i boginje koza) preporucen je protokol
od strane OIE-a (OIE!, 2018). Tokom epizootije na podruéju R. Srbije u dijagnostiku BKK
uveden je protokol KV-2 za izvodenje real-time PCR metode koji je specifi¢an za terenske
sojeve virusa BKK (pripremljen i validovan u Nacionalnoj referentnoj laboratoriji za
kapripoksviruse R. Srbije VSI Kraljevo) (Vidanovi¢ i sar., 2016). Uvodenjem vakcinacije protiv
BKK, u cilju utvrdivanja prisustva terenskog ili vakcinalnog soja virusa, ili oba soja istovremeno
kod goveda kod kojih su se klini¢ki simptomi ispoljili nakon vakcinacije koris¢en je protokol za
izvodenje nested PCR metode (Menasherow i sar., 2014).

5.3.1 Rezultati dobijeni primenom protokola Bowden i sar. (2008) i KV-2

Real-time PCR protokolom prema Bowden-u od 167 uzoraka poreklom od goveda sa klinickim
simptomima ispoljenim pre vakcinacije (sumnjive*), genom virusa BKK utvrden je u 79,6%
(133/167) ispitanih uzoraka, i to 87,8% (72/82) bioptata koze, 62,5% (5/8) nosnih briseva i
72,7% (56/77) Kkrvi.

Od 66 uzoraka krvi goveda koji su bili u kontaktu sa obolelim (prijemc¢ive**) genom virusa
BKK je detektovan u jednom uzorku 1,5% (1/66).

Sprovedenim ispitivanjem utvrdene su razlike u dobijenim Ct vrednostima u zavisnosti od vrste
uzorka. Utvrdeno je da su bioptati koze imali najnize Ct vrednosti (Ct od 14,07 do 36,59,
prosecno 19,86) u odnosu na uzorke nosnih briseva (Ct od 15,69 do 35,67, prose¢no 27,51) i
uzorke krvi (Ct od 20,80 do 36,38, prosecno 28,52) (Tabela 28). Dobijeni rezultati pokazuju da
je najveca koncentracija virusa dokazana u uzorcima bioptata koze u odnosu na uzorke nosnih
briseva i krv.
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Tabela 28. Rezultati ispitivanja uzoraka protokolom prema Bowden i sar. (2008) i KV-2 i prose¢ne Ct vrednosti
utvrdene kod nevakcinisanih Zivotinja

Broj Bowden i sar. (2008) KV-2
Uzorak P“‘P? Ispitanih Pozitivno Srednja Ct Pozitivno Srednja Ct
zivotinja uzoraka 0 0
(n) n (%) vrednost n (%) vrednost
Bioptat *sumnjive 82 72 (87,8) 72 (87,8)
koze **prijemCive 0 0 19,86 0 20,15
< -
Nosni bris ——JIVe 8 > (625) 751 —2029) 574
**prijemcCive 0 0 0
*sumnjive 77 56 (72,7) 54 (70,1)
KV Sprijemeive 66 1(L5) 28,52 1(L5) 30,18
*sumnjive 167 133 (79,6) 131 (78,4)
Ukupno. 5 rijemtive 66 1(L5) 2530 1(L5) 26,10
Ukupno ~ Sumnmive+  ,qq 134 (57,5) 132 (56,7)
prijemcive

Primenom KV-2 protokola od 167 uzoraka koji poticu od sumnjivih Zivotinja genom virusa
BKK je detektovan u 78,4% (131/167) uzoraka, i to 87,8% (72/82) uzoraka bioptata koze, 62,5%
(5/8) uzoraka nosnih briseva i 70,1% (54/77) uzoraka krvi.

Od 66 uzoraka krvi koji poti¢u od prijem¢ivih zivotinja genom virusa BKK je detektovan, kod
jedne Zivotinje 1,5% (1/66).

Primenom oba real-time PCR protokola genom virusa BKK je detektovan u 39 uzoraka
poreklom od goveda sa klini¢kim simptomima ispoljenim nakon vakcinacije (sumnjive nakon
vakcinacije)*** i to u 100% ispitanih uzoraka bioptata koze (18/18) i krvi (6/6) i u 93,8%
(15/16) uzoraka nosnih briseva. Kod jedne Zivotinje kod koje je uzorak nosnog brisa bio
negativan, genom virusa BKK detektovan u uzorku krvi.

Iz Tabele 28. se vidi da su i primenom KV-2 protokola najnize Ct vrednosti utvrdene u
bioptatima koze (Ct od 14,16 do 38,42, prosec¢no 20,15), u odnosu na nosne briseve (Ct od 17,94
do 33,85, prosecno 27,96) i uzorke krvi (Ct od 22,14 do 38,61, prosecno 30,18).

5.3.2 Rezultati dobijeni protokolom - Menasherow i sar. (2014)

Nested PCR (Menasherow i sar., 2014) koris¢en je u cilju utvrdivanja prisustva terenskog i/ili
vakcinalnog soja virusa (ili oba soja istovremeno) u uzorcima poreklom od sumnjivih Zivotinja
(pre vakcinacije) i goveda kod kojih su se simptomi ispoljili posle vakcinacije. Ukupno je
ispitano 105 uzoraka 1 to 50 bioptata koze, 6 nosnih briseva i 49 uzoraka krvi poreklom od 68
sumnjivih zivotinja.

Prisustvo genoma terenskog soja virusa utvrdeno je kod 60 goveda. Kao sto se vidi iz Tabele 29.
genom terenskog soja virusa BKK detektovan je u 86,7% ispitanih uzoraka sumnjivih goveda, sa
najveéim procentom pozitivnih bioptata koze (96,0%), zatim uzoraka krvi (81,6%), dok je
najmanje bilo pozitivnih uzoraka nosnih briseva (50,0%).

Tabela 29. Rezultati ispitivanja uzoraka sumnjivih goveda (pre pocetka vakcinacije) primenom real-time i nested
PCR protokola

Pozitivno na Pozitivno na

Broj Pozitivno —  Pozitivno — Pozitivno — S . .
Lo terenski soj vakcinalni soj
ispitanih protokol protokol protokol
Uzorak (protokol (protokol
uzoraka Bowden KV-2 Menasherow
) n (%) n (%) n (%) Menasherow)  Menasherow)
n (%) n (%)
Bligréiat 50 50 (100) 50 (100) 48 (96,0) 48 (96,0) 0(0)
Nosni bris 6 4 (75,0) 4 (75,0) 3(50,0) 3(50,0) 0(0)
Krv 49 46 (93,9) 44 (89,8) 40 (81,6) 40 (81,6) 0(0)
Ukupno 105 100 (95,2)  98(93,3) 91 (86,7) 91 (86,7) 0(0)

42



Na slici 6. prikazan je deo rezultata dobijenih protokolom prema Menasherow-u za uzorke Kkoji
su poticali od sumnjivih Zivotinja pre pocetka vakcinacije. Na slici elektroforezograma u liniji 2
uocava se prisustvo PCR produkta duzine 404 bp $to ukazuje da je u uzorku prisutan terenski soj
virusa (Serbia/Bujanovac/2016). U liniji 3 (vakcinalni soj Neethling) uo¢avaju dve trake - dva
PCR produkta duzine 184 bp i 229 bp. Kod ispitivanih uzoraka (linije 5-10) uocava se samo
jedna traka duzine 404 bp Sto potvrduje da je u uzorcima prisutan terenski soj virusa BKK.

(4) A3

2
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o
S

(1) X1
(2) A
(3) A2
(5) A4
(7) AB
(8) A7
(9) AB
(10)B1

[l
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Slika 6. Rezultati nested PCR protokola prema Menasherow-u. Linija 1 - ladder, linija 2 - terenski soj virusa BKK
(Serbia/Bujanovac/2016), linija 3 - vakcinalni soj virusa BKK, linija 4 - negativna kontrola, linija 5, 6, 7, 8, 9 10 -
uzorci pozitivni na terenski soj virusa BKK (Manic¢ i sar., 2019)

Ispitivanjem 40 uzoraka (18 uzoraka bioptata koze, 6 uzoraka krvi i 16 uzoraka nosnih briseva)
od 20 Zivotinja kod kojih su se klini¢ki simptomi ispoljili nakon vakcinacije genom virusa BKK
je utvrden kod svih 20 goveda. Iz Tabele 30. se vidi da je 92,5% (37/40) uzoraka bilo pozitivno, i
to 100% (18/18) uzoraka bioptata koze, 87,5% (14/16) uzoraka nosnih briseva i 83,3% (5/6)
uzoraka krvi.

Nakon primene restrikcionog enzima, u 97,3% (36/37) uzoraka je utvrdeno prisustvo genoma
terenskog soja virusa, i to 100% (18/18) uzoraka bioptata koze, 92,9% (13/14) uzoraka nosnih
briseva 1 100% (5/5) uzoraka krvi. U cetiri uzorka (10,8%) utvrden je genom vakcinalnog soja
virusa i to u dva uzorka nosnih briseva 14,3% (2/14) i dva uzorka krvi 40% (2/5).

U tri uzorka poreklom od 3 Zivotinje, 1 to dva uzorka krvi (5% od svih ispitanih uzoraka) 1
jednom uzorku nosnog brisa (2,5% od svih ispitanih uzoraka) utvrdeno je istovremeno prisustvo
vakcinalnog i terenskog soja virusa BKK. Prisustvo genoma samo vakcinalnog soja virusa
dokazano je u jednom uzorku nosnog brisa (2,5% od svih ispitanih uzoraka). Rezultati dobijeni
primenom nested PCR metode mogli bi ukazivati na postvakcinalne komplikacije kod jedne
zivotinje (Tabela 30).
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Tabela 30. Rezultati ispitivanja uzoraka sumnjivih goveda (nakon pocetka vakcinacije) primenom real-time i nested
PCR protokola

Broj pozitivnih  Broj pozitivnih

. S Broj Broj
Broj Broj pozitivnih L P uzoraka na uzoraka na
Lo pozitivnih pozitivnih s . R
ispitanih uzoraka terenski soj vakcinalni soj
Uzorak uzoraka uzoraka
uzoraka Bowden (Menasherow) n  (Menasherow) n
KV-2 Menasherow
(n) n (%) n (%) n (%) (% uodnosuna (% uodnosu na
broj pozitivnih)  broj pozitivnih)
Bl'(‘;‘;gat 18 18(100,0)  18(100,0) 18 (100,0) 18 (100,0) 0(0,0)
Nosni bris 16 15 (93,8) 15 (93,8) 14 (87,5) 13 (92,9) 2 (14,3)
Krv 6 6 (100,0) 6 (100,0) 5 (83,3) 5 (100,0) 2 (40,0)
Ukupno 40 39 (97,5) 39 (97,5) 37 (92,5) 36 (97,3) 4 (10,8)

Od 40 ispitanih uzoraka poreklom od vakcinisanih teladi koji su uzorkovani tokom 2019. godine
kada u R. Srbiji epizootija BKK nije bila prisutna, primenom protokola prema Menasherow-u
bila su pozitivna tri uzoraka (dva uzorka krvi i jedan uzorak nosnog brisa). Sva tri uzorka su bila
pozitivna na prisustvo vakcinalnog soja virusa BKK. Isti uzorci su bili pozitivni i primenom
protokola prema Bowden-u, dok su primenom KV-2 protokola svi ispitani uzorci (n=40) bili
negativni.

5.3.3 Rezultati dobijeni komercijalnim real-time PCR testom

Komercijalnim real-time PCR testom (Bio-T kit® Lumpy Skin Disease-DIVA, wild strains)
ispitano je 40 uzoraka poreklom od 20 goveda sa ispoljenim klini¢kim simptomima nakon
vakcinacije. Genom virusa BKK detektovan je u 39 uzoraka. Prisustvo terenskog soja virusa
dokazano je u 35 uzoraka (87,5%), a istovremeno prisustvo terenskog i vakcinalnog soja virusa u
Cetiri uzorka (10,0%) (Tabela 31).

Tabela 31. Rezultati ispitivanja uzoraka komercijalnim real-time PCR testom
Broj pozitivnih uzoraka Broj pozitivnih uzoraka

Broj pozitivnih uzoraka

Uzorak Ispitano terenski soi virusan terenski i vakcinalni soj - vakcinalni soj virusa
(n) ) virusa (% u odnosu na broj (% u odnosu na broj
(%) N A
ispitanih) ispitanih)

Bioptat koze 18 18 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Nosni bris 16 13 (81,3) 2 (12,5) 0 (0,0)
Krv 6 4 (66,6) 2 (33,3) 0(0,0)
Ukupno 40 35 (87,5) 4 (10,0) 0 (0,0)

5.3.4 Rezultati dobijeni protokolom KV-vac

Ispitivanjem 40 uzoraka od goveda nakon vakcinacije real-time PCR protokolom KV-vac
vakcinalni soj virusa BKK detektovan je u Cetiri uzorka (10,0%) i to 2 nosna brisa i 2 uzorka
krvi. Ispitivanjem 20 uzoraka krvi i 20 uzoraka nosnih briseva 10 teladi uzorkovanih petog i
desetog dana nakon vakcinacije vakcinalni soj je detektovan u samo 3 (7,5%) uzorka poreklom
od dva teleta i to u jednom uzorku nosnog brisa i dva uzorka krvi. Utvrdeno je da su uzorci krvi
imali nize Ct vrednosti (prose¢no 25,46) u odnosu na uzorke nosnih briseva (prose¢no 25,88)
(Tabela 32).
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Tabela 32. Rezultati ispitivanja uzoraka protokolom KV-vac i proseéne Ct vrednosti

KV-vac
Uzorak Grupa zivotinja Isp(lr:z;mo Pozitivno Srednja Ct
n (%) vrednost
Bioptat nakon vakcinacije 18 0 i
koze vakcinisana telad 0 0
_ nakon vakcinacije 16 2 (12,5)
Nosni bris vakcinisana telad 20 1 (5,0) 2588
nakon vakcinacije 6 2 (33,3)
Krv vakcinisana telad 20 2 (10,0) 2546
nakon vakcinacije 40 4 (10,0)
Ukupno vakcinisana telad 40 3 (7,50) 25,64
Ukupno 80 7 (8,75) -

5.4 REZULTATI VALIDACIJE NOVIH REAL-TIME PCR PROTOKOLA ZA DETEKCIJU
TERENSKOG | VAKCINALNOG SOJA VIRUSA BKK

5.4.1 Rezultati validacije real-time PCR protokola za detekciju terenskog soja virusa BKK

(Terenski Nis)

Sekvenca prajmera i probe dizajniranih za real-time PCR protokol za detekciju terenskih sojeva
virusa BKK Terenski Ni§, zasnivala se na razlikama (mismatches) u redosledu nukleotida
izmedu terenskog (Serbia/Bujanovac/2016) i vakcinalnog soja virusa (Neethling) u delu
LSDVO008 gena. Zahvaljujuéi specificnom vezivanju probe u delu LSDV008 gena terenskog soja
virusa BKK omoguceno je da se real-time PCR protokolom Terenski Ni§ detektuje terenski soj

virusa BKK.

5.4.1.1 Efikasnost protokola Terenski Ni§

Efikasnost protokola Terenski Ni§ odredena je na osnovu standardne krive i nagiba krive.
Utvrdeni nagib krive iznosio je -3,33 $to ukazuje na efikasnost od 99,66% (Slika 7). Vrednosti

efikasnosti, RSq (dR) i nagiba krive su date u Tabeli 33.

Standard Curve

Ct

Log CO

Detector: Terenski Nis, Slope: -3.327075, Intercept: 48 131523, R2: 0.999519

Document: StandardnaTerenski11_11.sds (Standard Curve)

Slika 7. Standardna kriva za real-time PCR protokol - Terenski Ni§
*Vrednosti nagiba standardne krive izmedu -3,1 i -3,6 daju efikasnost PCR reakcije izmedu 90 i 110% (TFS, 2016)
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Tabela 33. Efikasnost, RSq (dR) i nagib krive za Terenski Ni§ i Vakcinalni Ni§ protokol

Protokol Target Efikasnost RSq (dR)  Nagib krive
Terenski Ni§ Yakima Yellow 99,66% 0,999 -3,33
Vakcinalni Ni§ FAM 98,84% 0,979 -3,35

5.4.1.2 Analiti¢ka osetljivost protokola Terenski Ni§

Na osnovu sprovedenih ispitivanja (opisano u tacki 4.4.3.2) utvrdena granica osetljivosti za
protokol Terenski Nis bila ja 0,4 TCIDso/ml (za nivo pouzdanosti od 95%).

5.4.1.3 Analiti¢ka specifi¢nost protokola Terenski Ni§

Analiticka specifiénost odredena je tako $to je pripremljenim protokolom ispitano sedam uzoraka
pozitivnih na prisustvo genoma virusa boginja ovaca (Corum, Kalmykia_Russia_2016,
Yaroslavl_Russia_2016, Oman i tri uzorka Ardel soja), Cetiri uzoraka pozitivnih na genom
boginja koza (Oman, Dangarinskyi Russia, Gorgan, Iraq i SA), dva uzorka pozitivha na
prisustvo genoma terenskih (Bulgaria/2016 i Serbia/Bujanovac/2016) i Sest uzoraka pozitivnih
na prisustvo genoma vakcinalnih (Neethling) sojeva virusa BKK (Tabela 25).

Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da protokol Terenski Ni§ nije specifican samo za
terenske sojeve virusa BKK i da proba koriSéena za ovaj protokol ima poklapanja u redosledu
nukleotida sa delom genoma virusa boginja ovaca (SPPV) i boginja koza (GTPV). Sprovedenim
ispitivanjem utvrdena je pozitivna reakcija sa svih sedam uzoraka pozitivnih na genom SPPV i
tri uzorka pozitivna na GTPV.

Protokolom Terenski Nis§ dobijeni su negativni rezultati prilikom ispitivanja Sest uzoraka koji
sadrze vakcinalni (Neethling) soj virusa BKK ¢ime je utvrdeno da se protokolom Terenski Ni$
mozZe diferencirati prisustvo terenskih od vakcinalnih sojeva virusa BKK u ispituju¢im uzorcima.

5.4.1.4 Granicéna vrednost (Cut-off) protokola Terenski Ni§

Granic¢na vrednost protokola Terenski Ni§ je izraCunata na osnovu srednje Ct vrednosti dobijene
ispitivanjem genoma virusa Serbia/Bujanovac/2016 razblazenog do granice analiticke
osetljivosti (0,4 TCIDso/ml) uradenim kroz dvadeset ponavljanja i uvecane za dve standardne
devijacije (SD). Utvrdena srednja Ct vrednost (X) iznosila je 38,14, a SD 0,8487. Na osnovu
ovih podataka izracunata je grani¢na vrednost:

Grani¢na vrednost (Cut-off) = 38,14 + 2 x 0,8487 = 39,8374 = 40

Utvrdena Cut-off vrednost za protokol Terenski Ni§ Ct je 40, §to znaci da se uzorak sa dobijenom
Ct vrednosti koja je manja ili jednaka 40 (Ct < 40) smatra pozitivnim.

5.4.1.5 Unakrsna reaktivnost protokola Terenski Nis

Imaju¢i u vidu da ispitivanjem ekstrahovane DNK/RNK 26 razli¢itth mikroorganizama
protokolom Terenski Ni$ nije dobijena pozitivna reakcija ni na jedan od ispitanih
mikroorganizama iskljuena je unakrsne reaktivnosti (Cross reactivity) prajmera i proba
koriS¢enih u ovom protokolu.

5.4.1.6 Ponovljivost protokola Terenski Ni§

Odredivanje ponovljivosti protokola Terenski Ni§ izvrSeno je tako Sto je isti uzorak (genom
virusa Serbia/Bujanovac/2016) ispitivan u dvadeset ponavljanja koja su izvedena tokom pet dana
(ukupno 100 ispitivanja). Za svako ispitivanje odredene su srednje Ct vrednosti (X ), standardna
devijacija (SD) i koeficijenti varijacije (CV) (Tabela 34).
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Utvrdena srednja SD iznosila je 0,821, a CV 2,50. Dobijeni rezultati ukazuju da pripremljeni
protokol ima dobru ponovljivost imaju¢i u vidu vrednost CV, odnosno male varijacije u

dobijenim Ct vrednostima pri ponavljenim ispitivanjima (t test 0,73; p>0,05).

Tabela 34. Rezultati ispitivanja ponovljivosti za real-time PCR protokol Terenski Ni§

Ponavljanje 1 2 3 4 5
Ct (AR) Ct (AR) Ct (AR) Ct (AR) Ct (AR)

1 31,858 33,172 32,135 32,971 33,143
2 33,002 32,370 34,267 32,172 33,502
3 33,235 32,277 33,214 32,371 33,409
4 33,268 31,288 32,584 32,217 33,451
5 33,145 33,217 33,512 33,168 33,305
6 32,123 33,168 33,385 31,190 32,293
7 33,053 32,190 34,283 33,007 33,199
8 32,048 33,482 33,229 34,167 33,150
9 32,560 32,327 34,129 31,543 31,431
10 33,065 33,555 32,543 33,533 32,719
11 31,852 32,675 32,430 33,065 34,275
12 33,006 31,438 32,227 32,542 32,130
13 32,501 32,732 33,289 33,467 33,562
14 33,321 31,132 33,180 33,625 33,430
15 34,409 33,370 33,529 33,413 32,607
16 31,836 34,117 34,270 31,313 33,241
17 33,100 33,542 32,657 32,5632 34,272
18 32,659 32,269 32,426 32,762 32,168
19 33,761 32,652 33,765 31,487 33,955
20 31,145 31,347 34,563 32,624 33,783
X 32,747 32,616 33,281 32,659 33,151
SD 0,768 0,853 0,761 0,827 0,737
CcVv 2,35 2,62 2,29 2,53 2,22

5.4.1.7 Reproduktivnost protokola Terenski Ni§

Unutarlaboratorijska reproduktivnost protokola Terenski Ni§ utvrdena je tako §to je isti uzorak
ispitan od strane dva analitiara koris¢enjem iste opreme. Nakon ispitivanja odredene su
prose¢ne Ct vrednosti (X ), standardna devijacija (SD) i koeficijenti varijacije (CV) za dobijene
rezultate oba analitiCara (Tabela 35). Analizom dobijenih rezultata nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu prosecnih Ct vrednosti koje su dobijene izvodenjem protokola Terenski
Ni$ od strane dva analiticara (t test 0,38; p>0,05). Dobijena vrednost CV ukazuje na dobru

reproduktivnost pripremljenog protokola.

Tabela 35. Rezultati ispitivanja reproduktivnosti za real-time PCR protokol Terenski Ni§

Reproduktivnost Analiti¢ar A Analiti¢ar B
Ct (AR) Ct (AR)
1 33,301 34,608
2 34,378 34,041
3 34,807 33,954
4 34,698 33,990
5 34,754 33,827
6 34,570 32,769
7 34,443 33,584
8 33,450 32,685
X 34,300 33,682
SD 0,591 0,656
CVv 1,72 1,95
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5.4.1.8 Robustnost protokola Terenski Nis§

Robustnost protokola Terenski Nis ispitana je tako $to je protokol izveden sa odredenim
modifikacijama koje su podrazumevale upotrebu dva razlicita real-time PCR uredaja, pripremu
reakcione smeSe koriste¢i tri razli¢ita master miksa 1 izvodenjem PCR reakcije sa razli¢itim
koncentracijama prajmera i proba (Tabela 36).

Tabela 36. Rezultati ispitivanja robustnosti real-time PCR protokola Terenski Nis

Modifikovana Modifikovana Modifikovana Modifikovana Modifikovana
Procedura

procedura | procedura Il procedura lll  proceduralV  procedura V
Applied Applied Applied AriaMx Real-  AriaMx Real-  AriaMx Real-
PCR uredaj biosystems  biosystems biosystems Time PCR Time PCR Time PCR
7500 Fast 7500 Fast 7500 Fast System System System
. Applide Thermo . Applide Thermo
Master miks AS%&IST Biosystems, Scientific, A&'\IBT Biosystems, Scientific,
SAD** SAD*** SAD** SAD***
r;%”ecr'a . 4000Mi  360NM i 440nM i 400nM i 360NM i 440nM i
P eroba 200nM 180nM 220nM 200nM 180nM 220nM
Ct 32,764 32,604 32,725 33,053 32,860 32,874
SD 0,399 0,834 0,823 0,915 0,837 0,617
CcVv 1,22 2,56 2,51 2,77 2,55 1,88

*Brilliant 111 Ultra fast qPCR mastermix (Agilent, SAD); **Path-ID™ ¢gPCR Master Mix (Applide Biosystems,
SAD), ***Maxima Probe gPCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific, SAD)

Analizom dobijenih rezultata nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu prose¢nih Ct
vrednosti koje su dobijene modifikacijama (t test 0,10; p>0,05).

5.4.2 Rezultati ispitivanja dobijeni primenom protokola Terenski Ni§

Protokolom Terenski Ni§ ukupno je ispitano 145 uzoraka (68 bioptata koze, 22 nosnih briseva,
55 krvi) poreklom od 88 Zzivotinja, i to 105 uzoraka poreklom od 68 sumnjivih goveda i 40
uzoraka poreklom od 20 goveda kod kojih su se klinicki simptomi ispoljili nakon vakcinacije.
Takode, protokolom Terenski Ni§ ispitano je 40 uzoraka poreklom od deset vakcinisanih teladi
(20 uzoraka krvi i 20 uzoraka nosnih briseva uzorkovanih petog i desetog dana nakon
vakcinacije) i 35 sigurno negativnih uzoraka na virus BKK (uzorci krvi goveda uzorkovani
tokom 2014. i 2015. godine).

Primenom real-time PCR protokola Terenski Ni§ od 145 ispitanih uzoraka prisustvo genoma
virusa BKK utvrdeno je u 95,2% (138/145) uzoraka, 1 to 100% (68/68) uzoraka bioptata koze,
92,7% (51/55) uzoraka krvi i 72,7% (16/22) uzoraka nosnih briseva. Od 105 uzoraka koji poti¢u
od sumnjivih zivotinja, prisustvo genoma virusa BKK utvrdeno je u 94,3% (99/105) uzoraka, 1 to
100% (50/50) uzoraka bioptata koze, 66,7% (4/6) uzoraka nosnih briseva i 91,8% (45/49)
uzoraka krvi. Od 40 uzoraka sumnjivih Zivotinja nakon vakcinacije (n=40) primenom real-time
PCR protokola Terenski Ni§ genom virusa BKK je detektovan u 39 (97,5%).

Utvrdeno je da su bioptati koze imali nize Ct vrednosti (Ct od 14,55 do 37,49, prosecno 21,52) u
odnosu na uzorke nosnih briseva (Ct od 17,67 do 34,05, prose¢no 26,91) i uzorke krvi (Ct od
23,43 do 38,99, prose¢no 30,28) (Tabela 37).
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Tabela 37. Rezultati real-time PCR protokola Terenski Nis i prose¢ne Ct vrednosti

Terenski Ni§

e Ispit - -
Uzorak Grupa zivotinja Sp(ln?no Pozitivno Srednja Ct
n (%) vrednost
Bioptat pre vakcinacije 50 50 (100,0) 215
koze nakon vakcinacije 18 18 (100,0) '
o pre vakcinacije 6 4 (66,7)
Nosni bris nakon vakcinacije 16 15 (93,8) 26,91
pre vakcinacije 49 45 (91,8)
K —— 2
v nakon vakcinacije 6 6 (100,0) 30,28
pre vakcinacije 105 99 (94,3)
Ukupno nakon vakcinacije 40 39 (97,5) 25,96
Ukupno 145 138 (95,2) -

Ni u jednom uzorku poreklom od vakcinisane teladi, kao i u uzorcima krvi goveda uzorkovanih
2014. 1 2015. godine protokolom Terenski Ni§ nije utvrdeno prisustvo terenskog soja virusa
BKK.

5.4.3 Rezultati validacije real-time PCR protokola za detekciju vakcinalnog soja virusa BKK
(Vakcinalni Nis)

Sekvenca prajmera i probe koji su dizajnirani za real-time PCR protokol za detekciju vakcinalnih
sojeva virusa BKK Vakcinalni Ni§, zasniva se na razlikama (mismatches) u redosledu nukleotida
izmedu terenskog 1 vakcinalnog soja virusa BKK u delu LSDV146 gena. Zahvaljujuci
specifiénom vezivanju probe u delu LSDV146 gena vakcinalnog (Neethling) soja virusa BKK
omoguceno je da se real-time PCR protokolom Vakcinalni Ni§ detektuju vakcinalni sojevi virusa
BKK, dok se kod terenskog soja zbog razlike u redosledu nukleotida u LSDV146 genu ovim
protokolom dobija negativan rezultat.

5.4.3.1 Efikasnost protokola Vakcinalni Ni§

Efikasnost protokola Vakcinalni Ni§ odredena je na osnovu standardne krive i nagiba krive.
Nagib standardne krive iznosio je -3,35 Sto ukazuje na efikasnost od 98,84% (Slika 8). Vrednosti
nagiba krive, RSq (dR) i efikasnosti za protokol Vakcinalni Ni§ date su u Tabeli 33.

Standard Curve

/

Log CO

Detector: Vakc Nis, Slope: -3.353005, Intercept: 41,160851, R2: 0.979178
Document: Standardna kriva Vakcinaini Nis_2 sds (Standard Curve)

Slika 8. Standardna kriva za real-time PCR protokol - Vakcinalni Ni§
*Vrednosti nagiba standardne krive izmedu -3,1 i -3,6 daju efikasnost PCR reakcije izmedu 90 i 110% (TFS, 2016)
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5.4.3.2 Analiti¢ka osetljivost protokola Vakcinalni Ni§

Na osnovu sprovedenih ispitivanja (opisano u tacki 4.4.3.2) utvrdena granica osetljivosti za
protokol Vakcinalni Ni$ iznosi 0,2 TCIDso/ml (za nivo pouzdanosti od 95%).

5.4.3.3 Analiticka specificnost protokola Vakcinalni Ni§

Analiticka specifi¢nost protokola Vakcinalni Ni$ odredena je tako Sto je ispitano sedam uzoraka
pozitivnih na SPPV (Corum, Kalmykia_Russia 2016, Yaroslavl_Russia 2016, Oman i tri uzorka
Ardel soja), ¢etiri uzoraka na GTPV (Oman, Dangarinskyi Russia, Gorgan, Iraq i SA), kao i dva
uzorka pozitivna na prisustvo genoma terenskih (Bulgaria/2016 i Serbia/Bujanovac/2016) i Sest
uzoraka pozitivnih na prisustvo genoma vakcinalnih (Neethling) sojeva virusa BKK (Tabela 25).

Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da je protokol Vakcinalni Ni§ specifican samo za
vakcinalne sojeve virusa BKK, imaju¢i u vidu da ovim protokolom nije dobijen pozitivan
rezultat ispitivanja uzoraka koji sadrze genom ostalih kapripoksvirusa (sedam sojeva SPPV i
Cetiri soja GTPV) i terenskih sojeva virusa BKK. Na osnovu sprovedenih ispitivanja moze se
zakljuciti da se ovim protokolom detektuju samo vakcinalni sojevi virusa BKK, odnosno mogu
se razlikovati vakcinalni od terenskih sojeva virusa BKK, kao i vakcinalni sojevi virusa BKK od
SPPV i GTPV.

5.4.3.4 Granicna vrednost (Cut-off) protokola Vakcinalni Nis

Grani¢na vrednost protokola Vakcinalni Ni§ je izraCunata na osnovu srednje Ct vrednosti
dobijene ispitivanjem vakcinalnog (Neethling) soja virusa razblazenog do granice analiticke
osetljivosti (0,2 TCIDso/ml) kroz dvadeset ponavljanja i uvecane za dve standardne devijacije
(SD). Utvrdena srednja Ct vrednost ( X) iznosila je 38,33, a standardna devijacija (SD) 0,7128.
Na osnovu ovih podataka izracunata je grani¢na vrednost:

Grani¢na vrednost (Cut-off) = 38,33 + 2 x 0,7128 = 39,7556 = 40

Utvrdena Cut-off vrednost za protokol Vakcinalni Ni§ Ct (Ct) je 40, $to znaci da se uzorak sa
dobijenom Ct vrednosti koja je manja ili jednaka 40 (Ct < 40) smatra pozitivnim.

5.4.3.5 Unakrsna reaktivnost protokola Vakcinalni Nis

Ispitivanjem uzoraka ekstrahovane DNK/RNK referentnih sojeva razli€itih mikroorganizama
utvrdeno je da protokolom Vakcinalni Ni§ nije dobijen pozitivan rezultat ni na jedan od
navedenih mikroorganizama c¢ime je isklju¢ena moguénost unakrsne reaktivnosti (Cross
reactivity) prajmera i proba koris¢enih u ovom protokolu.

5.4.3.6 Ponovljivost protokola Vakcinalni Ni§

Odredivanje ponovljivosti protokola Vakcinalni Ni§ izvrSeno je tako Sto je uzorak genoma
Neethling soja virusa testiran kroz dvadeset ponavljanja tokom pet dana (ukupno 100
ispitivanja). Za svako ispitivanje odredene su srednje Ct vrednosti ( X), standardna devijacija
(SD) i koeficijenti varijacije (CV) (Tabela 38). Utvrdena srednja SD iznosila je 0,796, a CV
2,17. Imajuci u vidu male varijacije u dobijenim Ct vrednostima pri ponovljenim ispitivanjima (t
test 0,76; p>0,05) dobijeni rezultati ukazuju da pripremljeni protokol ima dobru ponovljivost.
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Tabela 38. Rezultati ispitivanja ponovljivosti za real-time PCR protokol Vakcinalni Ni§

Ponavljanje 1 2 3 4 5
Ct (AR) Ct (AR) Ct (AR) Ct (AR) v (AR)

1 36,710 35,779 37,157 36,509 37,448

2 35,944 37,179 36,652 37,134 36,985

3 35,732 35,732 36,509 37,036 36,877

4 36,394 35,266 38,003 36,138 37,389

5 36,401 35,412 36,397 36,758 37,543

6 35,476 36,197 36,043 36,625 36,515

7 36,091 36,050 37,029 36,631 37,059

8 36,673 36,001 36,220 37,166 37,489

9 37,971 34,950 36,858 37,840 38,201
10 37,172 35,446 36,002 36,488 37,632
11 37,371 36,277 36,235 37,940 37,113
12 37,217 36,672 36,268 36,612 38,290
13 36,168 34,351 36,145 36,201 38,347
14 36,190 34,774 37,123 37,632 38,075
15 37,007 35,062 38,053 37,113 36,734
16 36,167 35,180 37,048 36,124 36,895
17 36,994 36,623 36,675 36,234 36,125
18 36,895 36,654 36,869 36,542 36,563
19 36,885 36,137 37,624 36,129 36,115
20 36,065 37,675 37,672 36,254 36,127
X 36,576 35,871 36,829 36,755 37,176
SD 0,620 0,842 0,635 0,567 0,711
CVv 1,70 2,35 1,72 1,54 191

5.4.3.7 Reproduktivnosti protokola Vakcinalni Ni§

Unutarlaboratorijska reproduktivnost protokola Vakcinalni NiS§ ispitana je tako Sto je isti uzorak
ispitan od strane dva analitiara koriS¢enjem iste opreme. Nakon sprovedenog ispitivanja
odredene su srednjih Ct vrednosti (X), standardna devijacija (SD) i koeficijenti varijacije (CV)
za rezultate koje su dobila oba analiticara (Tabela 39). Analizom dobijenih rezultata nije
utvrdena statisticki znafajna razlika izmedu srednjih Ct vrednosti dobijenih izvodenjem
protokola Vakcinalni Ni$ od strane dva analitiCara (t test 0,74; p>0,05). Utvrdena vrednost CV
ukazuje na dobru reproduktivnost protokola Vakcinalni Nis.

Tabela 39. Rezultati ispitivanja reproduktivnosti za real-time PCR protokol Vakcinalni Ni§

Reproduktivnost Analitiar A Analiti¢ar B
Ct (AR) Ct (AR)
1 37,301 38,608
2 38,378 38,041
3 38,807 37,954
4 38,698 37,990
5 38,754 37,827
6 38,570 36,769
7 38,443 37,584
8 37,450 36,685
SD 0,591 0,656
X 38,300 37,682
CcVv 1,54 1,74
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5.4.3.8 Robustnost protokola Vakcinalni Ni§

Robustnost protokola Vakcinalni Ni$ ispitana je tako $to protokol izvoden uz primenu odredenih
modifikacija, a koje su podrazumevale koriS¢enje dva razli¢ita real-time PCR uredaja, pripremu
reakcione smeSe koriste¢i tri razli¢ita master miksa 1 izvodenjem PCR reakcije sa razli¢itim
koncentracijama prajmera i proba (Tabela 40).

Tabela 40. Rezultati ispitivanja robustnosti real-time PCR protokola Vakcinalni Nis

Modifikovana Modifikovana Modifikovana Modifikovana Modifikovana

Procedura procedura | procedura Il procedura Ill  procedura IV procedura V
Applied Applied Applied AriaMx Real-  AriaMx Real-  AriaMx Real-
PCR uredaj biosystems  biosystems biosystems Time PCR Time PCR Time PCR
7500 Fast 7500 Fast 7500 Fast System System System
. Applide Thermo . Applide Thermo
Master miks A&IBT Biosystems, Scientific, A&"IBT Biosystems, Scientific,
SAD** SAD*** SAD** SAD***
r;%”eﬁ'a [ 400nMi  3600M | 440nM i 400NM i 360NM i 440nM i
P eroba 200nM 180nM 220nM 200nM 180nM 220nM
Ct 36,128 35,441 35,646 36,638 36,726 36,751
SD 0,453 0,971 0,505 0,798 0,362 0,722
cVv 1,254 2,740 1,417 2,178 0,986 1,964

*Brilliant 111 Ultra fast gPCR mastermix (Agilent, SAD); **Path-ID™ ¢gPCR Master Mix (Applide Biosystems,
SAD), ***Maxima Probe gPCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific, SAD)

Analizom dobijenih rezultata nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu prose¢nih Ct
vrednosti koje su dobijene modifikacijama (t test 1,33; p>0,05).

5.4.4 Rezultati ispitivanja dobijeni protokolom Vakcinalni Ni§

Real-time PCR protokolom Vakcinalni Nis ispitano je ukupno 145 uzoraka (68 bioptata koze, 22
nosnih briseva, 55 krvi) od 88 Zivotinja, 1 to 105 uzoraka od 68 sumnjivih goveda, 40 uzoraka od
20 goveda kod kojih su se klinicki simptomi ispoljili nakon vakcinacije, 40 uzoraka poreklom od
deset vakcinisanih teladi (20 uzoraka krvi i 20 uzoraka nosnih briseva uzorkovanih petog i
desetog dana nakon vakcinacije) i 35 krvi goveda uzorkovanih tokom 2014. i 2015. godine.

Rezultati ispitivanja navedenih uzoraka protokolom Vakcinalni Ni§ prikazani su u Tabeli 41.
Sprovedenim ispitivanjem utvrdeno je da je ukupno bilo pozitivno 2,76% (4/145) uzoraka, i to
3,64% (2/55) uzoraka krvi i 9,09% (2/22) uzoraka nosnih briseva, dok bioptati koze nisu bili
pozitivni na prisustvo vakcinalnog soja virusa. Uzorci krvi su imali nize Ct vrednosti (prose¢no
25,87) u odnosu na uzorke nosnih briseva (prose¢no 26,41). Svi pozitivni uzorci su poticali od
zivotinja nakon vakcinacije 10,0% (4/40).

Tabela 41. Rezultati real-time PCR protokola Vakcinalni Nis§ i proseéne Ct vrednosti

Vakcinalni Ni§

Ispitano

Uzorak Grupa Zivotinja Pozitivno Srednja Ct
(n)
n (%) vrednost
Bioptat pre vakcinacije 50 0 i
koze nakon vakcinacije 18 0
_— pre vakcinacije 6 0

Nosni bris nakon vakcinacije 16 2 (12,5) 26,41
Krv pre vakcinacije 49 0

nakon vakcinacije 6 2 (33,3) 25,87

pre vakcinacije 105 0
Ukupno nakon vakcinacije 40 4(10,0) 26,10
Ukupno 145 4(2,76) -
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U uzorcima krvi goveda iz 2014. i 2015. godine kao ni u uzorcima poreklom od goveda pre
vakcinacije nije utvrdeno prisustvo vakcinalnog soja virusa BKK.

Od 40 uzoraka poreklom od deset vakcinisanih teladi tri (7,5%) uzorka su bila pozitivna na
prisustvo genoma vakcinalnog soja virusa. Petog dana nakon vakcinacije od 20 ispitanih uzoraka
(10 uzoraka krvi i 10 uzoraka nosnih briseva) samo jedan uzorak krvi (5,0%) je bio pozitivan na
prisustvo genoma vakcinalnog soja virusa BKK, dok su desetog dana nakon vakcinacije od 20
ispitanih uzoraka (10 uzoraka krvi i 10 uzoraka nosnih briseva) bila pozitivna dva uzorka, jedan
uzorak krvi i jedan uzorak nosnog brisa (10,0%).

Poredenjem rezultata dobijenih ispitivanjem 40 uzoraka od deset vakcinisanih teladi (20 uzoraka
krvi i 20 uzoraka nosnih briseva uzorkovanih petog i desetog dana nakon vakcinacije)
protokolom prema Menasherow-u, KV-vac i Vakcinalni Ni§ protokolom dobijen je isti broj
pozitivnih uzoraka primenom sva tri protokola.

5.4.5 Odredivanje specifi¢nosti i osetljivosti novih real-time PCR protokola
Odredivanje specifi¢nosti (Sp) i osetljivosti (Se) real-time PCR protokola uradena je prema
modelu prkazanom u Tabeli 42.

Tabela 42. Model izraGunavanja specifi¢nosti i osetljivosti real-time PCR protokola
Stvarni status

Test Pozitivni Negativni Ukupno
Rezultati Pozitivni Stvarno pozitivni (SP) Lazno pozitivni (LP) SP+LP
testa Negativni Lazno negativni (LN) Stvarno negativni (ST) SN+ LN
Ukupno SP+ LN SN+ LN Ukupno
SOpi:tilfJigll?(fsttSSep Se SP/ (SP+LN) Sp SN/(SN+LP)
i Se=——_x100 ific sp=—_x100
Osetljivost T Specifi¢nost = oveis =

5.4.5.1 Odredivanje specifi¢nosti i osetljivosti protokola Terenski Ni§

Dijagnosticka osetljivost 1 specificnost protokola Terenski Ni§ je izraCunata na osnovu rezultata
dobijenih ispitivanjem 145 uzoraka (105 uzoraka poreklom od sumnjivih zivotinja i 40 uzoraka
poreklom od vakcinisanih Zivotinja sa klinickim simptomima posle vakcinacije). Kao standardni
test koriséen je real-time protokol Bowden i sar. (2008), koji je preporucen real-time PCR
protokol za detekciju virusa BKK od strane OIE (OIE?, 2018).

U Tabeli 43. su prikazani rezultati dobijeni protokolom Terenski Ni§ u odnosu na protokol
Bowden i sar. (2008).

Tabela 43. Prikaz specifi¢nosti i osetljivosti protokola Terenski Ni§ u odnosu na protokol prema Bowden-u
Stvarni status

Protokol .
Terenski Nig pro_tc_Jko_I prema Bowden i sar. (20_08)_ Ukupno
Pozitivni Negativni
Pozitivni Stvarno pozitivni (SP) Lazno pozitivni (LP) SP+LP
Rezultati 138 0 138
Negativni Lazno negativni (LN) Stvarno negativni (SN) SN + LN
egativni 1 6 7
SP+LN SN + LN Ukupno
Ukupno 139 6 145
Osetljivost Se Se SP/ (SP+LN) Sp SN/(SN+LP)
Specifi¢nost Sp 99,28 100
__ 138 _ _ & _
Se = Tae:1 ¥ 100 =99,25% Sp v X 100 = 100%
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Na osnovu izraunatih vrednosti utvrdena dijagnosticka osetljivost protokola Terenski Ni§
iznosila je 99,28% (95% CI: 96,06% do 99,98%), a dijagnosticka specifi¢nost 100% (95% CI:
54,07% do 100%).

Kao §to se vidi iz Tabele 43. od 139 uzoraka pozitivnih protokolom prema Bowden-u,
protokolom Terenski Ni§ registrovano je 138 pozitivnih uzoraka. Utvrden je samo jedan lazno
negativan uzorak i to uzorak krvi koji je imao visoku Ct vrednost, odnosno nisku koncentraciju
virusa BKK. Osetljivost od 99,28% 1 specificnost od 100% ukazuju na dobre karakteristike
pripremljenog real-time protokola za detekciju terenskih sojeva virusa BKK.

Imaju¢i u vidu da se KV-2 protokol koristio u dijagnostici BKK tokom epizootije BKK
specificnost i osetljivost protokola Terenski Ni§ je odredena i u odnosu na KV-2 protokol. U
Tabeli 44. dat je prikaz rezultata ispitivanja uzoraka primenom protokola Terenski Ni§ i KV-2
protokola.

Tabela 44. Rezultati ispitivanja protokola Terenski Ni§ u odnosu na KV-2 protokol
Stvarni status

Protokol
Terenski Ni§ — KV-2 protokol — Ukupno
Pozitivni Negativni
Pozitivni Stvarno pozitivni (SP) Lazno pozitivni (LP) SP+LP
Rezultati 137 L 138
Negativni Lazno negativni (LN) Stvarno negativni (SN) SN + LN
egativni 0 7 7
SP+LN SN+ LN Ukupno
Ukupno 137 8 145
Osetljivost Se Se SP/ (SP+LN) Sp SN/(SN+LP)
Specifi¢nost Sp 100 87,50
__ 137 _ __7 _
Se= P ¥ 100 = 100% Sp —y X 100 = 87,50%

Na osnovu dobijenih rezultata, utvrdena dijagnosticka osetljivost protokola Terenski Ni§ u
odnosu na KV-2 protokol iznosila je 100% (95% CI: 97,34% do 100,00%), a dijagnosti¢ka
specificnost 87,50% (95% CI: 47,35% do 99,68%).

Kao $to se vidi iz Tabele 44, KV-2 protokolom detektovano je 137 pozitivnih uzoraka, a
protokolom Terenski Ni§ 138 pozitivnih uzoraka. Analizom dobijenih rezultata registrovan je
jedan laZno pozitivan uzorak i to uzorak krvi za koji je utvrdena visoka Ct vrednost, odnosno
niska koncentracija virusa BKK.

5.4.6 Odredivanje specifi¢nosti i osetljivosti protokola za nested PCR (Menasherow i sar.,
2014) u odnosu na protokole za izvodenje real-time PCR metode (Bowden i sar., 2008) i
KV-2

S obzirom na dobijene rezultate koji ukazuju na manju osetljivost nested PCR protokola u
odnosu na real-time PCR protokole izracunata je dijagnosticka osetljivost i specificnost
protokola prema Menasherow i sar. (2014) u odnosu na protokol prema Bowden i sar. (2008) i
KV-2 protokol.

Dijagnosticka osetljivost 1 specificnost protokola prema Menasherow 1 sar. (2014) su
izraCunavane na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem 145 uzoraka (105 uzoraka poreklom od
sumnjivih zivotinja 1 40 uzoraka poreklom od vakcinisanih Zivotinja sa klinickim simptomima
posle vakcinacije).

U Tabeli 45. su prikazani rezultati dobijeni protokolom prema Menasherow i sar. (2014) u
odnosu na protokol prema Bowden i sar. (2008).
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Tabela 45. Prikaz specifi¢nosti i osetljivosti protokola prema Menasherow i sar. (2014) u odnosu na protokol prema
Bowden i sar. (2008)

Stvarni status

Protokol prema

Menasherow i sar. (2014) prqtpkql prema Bowden i sar. (2098)_ Ukupno
Pozitivni Negativni
Pozitivni Stvarno pozitivni (SP) Lazno pozitivni (LP) SP+LP
Rezultati 127 0 — 127
- Lazno negativni (LN) Stvarno negativni (SN) SN + LN
Negativni
12 6 18
UKupno SP+LN SN+ LN Ukupno
P 139 6 145
Osetljivost Se Se SP/ (SP+LN) Sp SN/(SN+LP)
Specifi¢nost Sp 91,37 100
127 _ _ & _
Se= 12 X 100 =91,37% Sp v * 100 = 10095

Na osnovu dobijenih rezultata, dijagnosticka osetljivost protokola prema Menasherow-u u
odnosu na protokol prema Bowden-u iznosila je 91,37% (95% CI: 85,41% do 95,46%), a
dijagnosticka specificnost 100% (95% CI: 54,07% do 100%).

U Tabeli 46. su prikazani rezultati dobijeni protokolom prema Menasherow i sar. (2014) u
odnosu na KV-2 protokol.

Tabela 46. Prikaz specifi¢nosti i osetljivosti protokola prema Menasherow i sar. (2014) u odnosu na KV -2 protokol
Stvarni status

Protokol prema

Menasherow i sar. (2014) —— KV-2 protokol — Ukupno
Pozitivni Negativni
Pozitivni Stvarno pozitivni (SP) Lazno pozitivni (LP) SP+LP
Rezultati 127 0 127
Lo Lazno negativni (LN) Stvarno negativni (SN) SN+ LN
Negativni
10 8 18
UKUDNO SP + LN SN+ LN Ukupno
P 137 8 145
Osetljivost Se Se SP/ (SP+LN) Sp SN/(SN+LP)
Specifi¢nost Sp 92,70 100
117 _ _ & _
Se= 27510 % 100 = 92,70% Sp oo % 100 = 100%

Kao $to se vidi iz Tabele 46. od 137 uzoraka pozitivnih KV-2 protokolom, protokolom prema
Menasherow i sar. (2014) registrovano je 127 pozitivnih uzoraka. Utvrdeno je 10 lazno
negativnih uzoraka koji su imali visoku Ct vrednost, odnosno nisku koncentraciju virusa BKK.
Na osnovu dobijenih rezultata, dijagnosticka osetljivost protokola prema Menasherow-u u
odnosu na KV-2 protokol iznosila je 92,70% (95% CI: 86,99% do 96,44%), a dijagnosticka
specifi¢nost 100% (95% CI: 59,04% do 100%).
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5.4.7 Uporedni prikaz rezultata dobijenih primenom razli¢itih protokola za izvodenje real-time
PCR i nested PCR metode za detekciju terenskog soja virusa

U Tabeli 47. dat je uporedni prikaz rezultata dobijenih ispitivanjem 145 uzoraka primenom tri
protokola za izvodenje real-time PCR metode i protokolom za izvodenje nested PCR metode.

Tabela 47. Uporedni prikaz rezultata real-time PCR protokola (Bowden, KV-2, Menasherow, Terenski Nig)

o Bowden . KV-2 ___ Menasherow Terenski Nis§ '
Uzorak Sii%ri?nj a splrgano Pozitivno Sre((:JItnja Pozitivno Srednja  terenski soj Pozitivno Sreéjtnja
0, 0 0
") yrednost "™ vrednost  + - n (%) vrednost
pre
Bioptat  vakcinacije 50 50 (100) 2051 50 (100) 2010 48 2 50 (100) 7152
koze ~ nakon 18 18(100) 18 (100) 18 0  18(100)
vakcinacije
pre
Nosni  vakcinacije 6 4(66.7) 2715 4 (66,7) 27 63 3 3 4(66,7) 2501
s nakon 16 15(93,8) 15 (93,8) 13 2 15(93.8)
vakcinacije
Szr;la(cinaci'e 49 46 (93.9) 44 (89,8) 40 9  45(918)
Krv nakon J 2808 — 29,36 30,28
vakcinacije 6 6 (100) 6 (100) 5 1 6 (100)
pre
vakcinacije 100 100(35.2) 98 (93,3) 91 14 99 (94,3)
Ukupno nakon ) S ) -
vakcinacije 20 39(97.9) 39 (97,5) 36 4 39(97,5)
Ukupno 145 139 (95,9) 24,67 24,76 127 18 138(95,2) 25,96

Primenom ¥ testa nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u broju pozitivnih uzoraka
dobijenih primenom razli¢itih protokola za izvodenje real-time PCR metode: protokola Bowden i
sar. (2008) i KV-2 protokola (y? test 0,07; p>0,05), protokola Bowden i sar. (2008) i protokola
Terenski Ni§ (¥ test 0,08; p>0,05), protokola KV-2 i Terenski Ni§ (x* test 0,07; p>0,05).
Medutim, statisticki znacajna razlika ustanovljena je u broju pozitivnih uzoraka dobijenih
primenom protokola Bowden i sar. (2008) i Menasherow i sar. (2014) (2 test 6,54; p<0,05), KV-
2 i protokola Menasherow i sar. (2014) (x* test 4,22; p<0,05) i protokola Terenski Ni§ i
Menasherow i sar. (2014) (y test 5,30; p<0,05).

U Tabeli 48. dat je uporedni prikaz srednjih Ct vrednosti dobijenih protokolima prema Bowden-
u, KV-2 i Terenski Nis za ispitane uzorke (n=145).

Tabela 48. Uporedni prikaz srednjih Ct vrednosti PCR protokola

PCR protokol Srednja Ct vrednost min Ct max Ct
Bowden 24,67 14,07 36,59
KV-2 24,76 14,16 38,61
Terenski Ni§ 25,96 14,55 38,99

Primenom t-testa, nije utvrdena statisticki znaCajna razlika izmedu srednjih Ct vrednosti
dobijenih ispitivanjem istih uzoraka primenom ova tri protokola za izvodenje metode real-time
PCR (t-test, p>0,05).
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5.4.8 Kappa (k) statisticka analiza rezultata dobijenih primenom razlicitih protokola za
detekciju terenskog soja virusa BKK

U cilju ispitivanja usaglasenosti rezultata dobijenih primenom razli¢itih molekularnih testova
odredena je Kappa (k) saglasnost. Kappa vrednost se moze kretati od 1 za potpunu podudarnost
do 0 za podudarnost koja je jednaka onoj koja bi se o¢ekivala pri slu¢ajnoj podudarnosti testova.
Smatra se da je idealna podudarnost ako je k vrednost >0,81, skoro idealna podudarnost kada je k
od 0,61 do 0,80, prili¢na podudarnost od 0,41 do 0,60, srednja ili umerena podudarnost od 0,21
do 0,40, beznacajna podudarnost za <0,20 i nema podudarnosti za vrednost 0.

U Tabeli 49. prikazana je Kappa saglasnost protokola Bowden i sar. (2008) i KV-2.

Tabela 49. Poredenje saglasnosti protokola prema Bowden i sar. (2008) i KV-2 protokola
protokol prema Bowden i sar. (2008)

Test i rezultati Pozitivni Negativni Ukupno
Pozitivni 137 2 139
KV-2 protokol Negativni 0 6 6
Ukupno 137 8 145

Na osnovu izra¢unatih vrednosti dobijena Kappa vrednost za protokole prema Bowden-u i KV-2
iznosila je 0,850, Sto predstavlja skoro idealnu usaglasenost ova dva protokola.

Analizom dobijenih rezultata utvrdena je neusaglasenost u pozitivnim i negativnim rezultatima
kod dva uzorka, odnosno protokolom prema Bowden-u detektovana su dva pozitivna uzoraka
vise u odnosu na KV-2. Negativni uzorci u KV-2 protokolu imali su visoke Ct vrednosti (Ct
34,59 i Ct 36,33), odnosno nisku koncentraciju virusa BKK.

U Tabeli 50. prikazana je Kappa saglasnost izmedu protokola prema Bowden-u i protokola
prema Menasherow-u (terenski soj virusa BKK).

Tabela 50. Poredenje saglasnosti protokola Bowden i sar. (2008) i nested PCR protokola Menasherow i sar. (2014)

. . protokol prema Bowden i sar. (2008) Ukupno
Testirezultati Pozitivni Negativni
protokolprema  pogitjyni 127 12 139
Menasherow-u (terenski soj
virusa) Negativni 0 6 6
Ukupno 127 18 145

Utvrdena Kappa saglasnost rezultata dobijenih protokolom Bowden i sar. (2008) i protokolom
Menasherow i sar. (2014) je iznosila 0,467 $to ukazuje na prili¢nu podudarnost izmedu ova dva
protokola. Analizom dobijenih rezultata utvrdena je neusaglasenost u dobijenim rezultatima za
12 uzoraka, odnosno protokolom prema Bowden-u genom virusa BKK je detektovan u 12
uzorka viSe nego protokolom prema Menasherow-u. Negativni uzorci u protokolu prema
Menasherow-u imali su visoke Ct vrednosti odnosno nisku koncentraciju virusa BKK.

U Tabeli 51. prikazana je Kappa saglasnost protokola Bowden i sar. (2008) i komercijalnog real-
time PCR testa.

Tabela 51. Poredenje saglasnosti protokola Bowden i sar. (2008) i komercijalnog real-time PCR testa

. . protokol prema Bowden i sar. (2008) Ukupno
Testirezultati Pozitivni Negativni
komercijalni real- Pozitivni 39 0 39
time PCR test Negativni 0 1 1
Ukupno 39 1 40

Utvrdena Kappa saglasnost protokola prema Bowden-u i komercijalnog real-time PCR testa za
terenski soj virusa BKK je iznosila 1, §to ukazuje na idealnu usaglaSenost ova dva testa.
Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da nije postojala neusaglasenost u pozitivnim i
negativnim rezultatima izmedu ova dva testa.
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U Tabeli 52. prikazana je Kappa saglasnost protokola Bowden i sar. (2008) i Terenski Nis.

Tabela 52. Poredenje saglasnosti protokola Bowden i sar. (2008) i Terenski Ni§
protokol prema Bowden i sar. (2008)

Test i rezultati Pozitivni Negativni Ukupno
e Pozitivni 138 1 139
protokol Terenski Nis Negativni 0 5 5
Ukupno 138 7 145

Na osnovu izracunatih vrednosti dobijena Kappa vrednost za protokole prema Bowden-u i
Terenski Nis iznosila je 0,919, Sto predstavlja skoro idealnu usaglaSenost ova dva protokola.
Analizom dobijenih rezultata utvrdena je neusaglaSenost u dobijenim rezultatima za jedan
uzorak, odnosno protokolom prema Bowden-u genom virusa BKK je detektovan u jednom
uzorku vise nego protokolom Terenski Nis. Negativan uzorak u protokolu Terenski Ni§ je imao
visoku Ct vrednost odnosno nisku koncentraciju virusa BKK.

U Tabeli 53. prikazana je Kappa saglasnost izmedu protokola KV-2 i protokola prema
Menasherow-u (terenski soj virusa BKK).

Tabela 53. Poredenje saglasnosti protokola KV-2 i nested PCR protokola Menasherow i sar. (2014)
KV-2 protokol

Test i rezultati Pozitivni Negativni Ukupno
protokol prema Menasherow-u Pozitivni 127 10 137
(terenski soj virusa) Negativni 0 8 8
Ukupno 127 18 145

Utvrdena Kappa saglasnost rezultata dobijenih KV-2 protokolom i protokolom prema
Menasherow-u je iznosila 0,584 §to ukazuje na prilicnu podudarnost izmedu ova dva protokola.
Analizom dobijenih rezultata utvrdena je neusaglasenost u dobijenim rezultatima za 10 uzoraka,
odnosno KV-2 protokolom genom virusa BKK je detektovan u 10 uzorka vise nego protokolom
prema Menasherow-u. Uzorci koji nisu detektovani protokolom prema Menasherow-u imali su
visoke Ct vrednosti, odnosno nisku koncentraciju virusa BKK.

U Tabeli 54. prikazana je Kappa saglasnost izmedu protokola KV-2 i komercijalnog real-time
PCR testa za terenski soj virusa BKK.

Tabela 54. Poredenje saglasnosti protokola KV-2 i komercijalnog real-time PCR testa
KV-2 protokol

Test i rezultati Pozitvni Negativni Ukupno
komercijalni real-time PCR test Pozitivni 39 0 39
(terenski soj virusa) Negativni 0 1 1
Ukupno 39 1 40

Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da nije postojala neusaglaSenost u pozitivnim i
negativnim rezultatima izmedu ova dva testa. Utvrdena Kappa saglasnost KV-2 protokola i
komercijalnog real-time PCR testa za terenski soj virusa BKK je iznosila 1, §to ukazuje na
idealnu usaglasenost ova dva testa.

U Tabeli 55. prikazana je Kappa saglasnost izmedu protokola KV-2 i protokola Terenski Nis.

Tabela 55. Poredenje saglasnosti protokola KV-2 i Terenski Ni§
KV-2 protokol

Test i rezultati Pozitivni Negativni Ukupno
N Pozitivni 137 1 138
protokol Terenski Nis Negativni 0 7 7
Ukupno 138 8 145

Na osnovu izracunatih vrednosti dobijena Kappa vrednost za protokole KV-2 i Terenski Nis
iznosila je 0,930, Sto predstavlja skoro idealnu usaglasenost ova dva protokola.
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Analizom dobijenih rezultata utvrdena je neusaglaSenost u dobijenim rezultatima kod jednog
uzorka, odnosno protokolom Terenski Ni§ genom virusa BKK je detektovan u jednom uzorku
vise nego protokolom KV-2. Uzorak koji nije detektovan KV-2 protokolom imao je visoku Ct
vrednost odnosno nisku koncentraciju virusa BKK.

U Tabeli 56. prikazana je Kappa saglasnost izmedu nested PCR protokola prema Menasherow i
sar. (2014) i komercijalnog real-time PCR testa.

Tabela 56. Poredenje saglasnosti nested PCR protokola prema Menasherow i sar. (2014) i komercijalnog real-time

PCR testa
nested PCR protokol prema
Test i rezultati Menasherow-u (terenski soj virusa) Ukupno
Pozitivni Negativni
komercijalni real-time PCR Pozitivni 36 3 39
test (terenski soj virusa) Negativni 0 1 1
Ukupno 39 1 40

Analizom dobijenih rezultata utvrdena je neusaglaSenost u dobijenim rezultatima kod tri
uzoraka, odnosno komercijalnim real-time PCR testom genom virusa BKK je detektovan u tri
uzorka vise nego protokolom prema Menasherow-u. Utvrdena Kappa saglasnost rezultata
dobijenih KV-2 protokolom i protokolom prema Menasherow-u je iznosila 0,375 §to ukazuje na
srednju ili umerenu podudarnost ova dva testa.

U Tabeli 57. prikazana je Kappa saglasnost izmedu nested PCR protokola prema Menasherow i
sar. (2014) i protokola Terenski Nis.

Tabela 57. Poredenje saglasnosti nested PCR protokola prema Menasherow i sar. (2014) i Terenski Ni§ protokola

nested PCR protokol prema Menasherow-u Ukupno
Test i rezultati (terenski soj virusa)
Pozitivni Negativni
protokol Terenski Nis Pozm_vnl_ 127 0 127
Negativni 11 7 18
Ukupno 138 7 145

Na osnovu izraCunatih vrednosti dobijena Kappa vrednost za nested PCR protokol prema
Menasherow i sar. (2014) i Terenski Ni§ protokol iznosila je 0,527, §to predstavlja prili¢énu
usaglaSenost ova dva protokola.

Analizom dobijenih rezultata utvrdena je neusaglasenost u dobijenim rezultatima kod 11
uzoraka, odnosno protokolom Terenski Nis genom virusa BKK je detektovan u 11 uzoraka vise
nego nested PCR protokolom prema Menasherow-u. Negativni uzorci primenom protokola
prema Menasherow-u imali su visoke Ct vrednosti, odnosno nisku koncentraciju virusa BKK.

U Tabeli 58. prikazana je Kappa saglasnost izmedu komercijalnog real-time PCR testa i
protokola Terenski Nis.

Tabela 58. Poredenje saglasnosti komercijalnog real-time PCR testa i protokola Terenski Ni§

komercijalni real-time PCR test (terenski Ukupno
Test i rezultati S0j virusa)
Pozitivni Negativni
N Pozitivni 39 0 39
protokol Terenski Nis Negativni 0 1 1
Ukupno 39 1 40

Iz Tabele 58. se vidi da podudarnost u dobijenim rezultatima za svih 40 ispitanih uzoraka (k=1)
Sto ukazuje na idealnu podudarnost ova dva protokola.
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5.4.9 Uporedni prikaz rezultata dobijenih primenom razli¢itih protokola za izvodenje real-time
PCR i nested PCR metode za detekciju vakcinalnih sojeva virusa BKK

U Tabeli 59. dat je uporedni prikaz rezultata dobijenih primenom nested PCR protokola
(Menasherow i sar., 2014) i tri real-time PCR protokola za detekciju vakcinalnih sojeva virusa
BKK (KV-vac, Vakcinalni Ni§ protokola i komercijalnog real-time PCR testa) za 185 ispitanih
uzoraka (105 uzoraka poreklom od sumnjivih Zivotinja, 40 uzoraka poreklom od vakcinisanih
zivotinja sa klinickim simptomima posle vakcinacije, 40 uzoraka od vakcinisane teladi).

Tabela 59. Uporedni prikaz rezultata real-time PCR i nested PCR protokola za detekciju vakcinalnih sojeva

Menasherow KV-vac Vakcinalni Nis$ Komercijalni
Grupa Ispitano  vakcinalni . Srednja - Srednja real-time
Vzorak 1 otinja (n) 0] Ponz'(f)'/")”o ct Ponz'(to'/")”o ct PCR test
+ - 0 vrednost 0 vrednost + -
pre
Bioptat  vakcinacije 50 0 50 na i 0 i na na
koze  nakon 18 0 18 0 0 0 18
vakcinacije
pre. 6 0 6 na 0 na na
vakcinacije
Nosni  nakon 16 2 14 2(125) 258 2(125) 2678 2 14
bris vakcinacije
vakcinisana
telad 20 1 19 1(5,0) 1(5,0) na na
pre. 49 0 49 na 0 na  na
vakcinacije
Krv nakon 5 2 4 2(400) 2546  2(40) 2587 2 4
vakcinacije
vakcinisana
telad 20 2 18 2 (10,0) 2 (10,0) na na
pre
vakcinacije 105 0 105 na 0 na na
nakon
Ukupno vakcinacije 40 4 36 4 (10,0) 25,64 4 (10,0) 26,10 4 36
vakcinisana
telad 40 3 37 3(7,5) 3(7,5) na na
Ukupno 185 7 178 7 7(3,78) 4 36

*na- nije analizirano

Primenom ¥ testa nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u broju pozitivnih uzoraka
dobijenih primenom razli¢itih protokola za izvodenje real-time PCR metode: protokola
Menasherow i sar. (2014), KV-vac, Vakcinalni Ni§ protokola i komercijalnog real-time PCR
testa (y° test 1; p>0,05). Primenom t-testa, nije utvrdena statisticki zna¢ajna razlika izmedu Ct
vrednosti dobijenih ispitivanjem istih uzoraka primenom ova tri protokola za izvodenje metode
real-time PCR (t-test, p>0,05).

5.4.10 Kappa (k) statisticka analiza rezultata dobijenih primenom razlicitih protokola za
detekciju vakcinalnog soja virusa BKK

Imajuéi u vidu da ne postoji standardni protokol za detekciju vakcinalnog soja virusa BKK za
odredivanje osetljivosti i specifi¢nosti protokola Vakcinalni Ni§ uradena je Kappa (k) saglasnost
u cilju utvrdivanja usaglaSenosti rezultata dobijenih ovim protokolom sa rezultatima dobijenim
protokolom prema Menasherow-u, KV-vac protokolom i komercijalnim real-time PCR testom.

U Tabeli 60. prikazana je Kappa saglasnost izmedu nested PCR protokola prema Menasherow i
sar. (2014) i protokola Vakcinalni Nis.
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Tabela 60. Poredenje saglasnosti nested PCR protokola prema Menasherow i sar. (2014) i protokola Vakcinalni Ni$
protokol prema Menasherow-u

Test i rezultati (vakcinalni soj virusa) Ukupno
Pozitivni Negativni
. Lo Pozitivni 7 0 7
protokol Vakcinalni Nis Negativni 0 178 178
Ukupno 7 178 185

Na osnovu izraCunatih vrednosti dobijena Kappa vrednost za nested PCR protokol prema
Menasherow i sar. (2014) i Vakcinalni Ni§ protokol iznosila je 1, $to predstavlja idealnu
usaglasenost ova dva protokola.

U Tabeli 61. prikazana je Kappa saglasnost izmedu protokola KV-vac i Vakcinalni Nis.

Tabela 61. Poredenje saglasnosti nested PCR protokola KV-vac i Vakcinalni Nis

. . KV-vac
Test i rezultati Pozitivni Negativii Ukupno
. . Pozitivni 7 0 7
protokol Vakcinalni Nis Negativni 0 73 73
Ukupno 7 73 80

Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da nije postojala neusaglasenost u pozitivnim i
negativnim rezultatima izmedu ova dva protokola. Utvrdena Kappa saglasnost protokola KV-vac
i Vakcinalni Ni$ je iznosila 1, §to ukazuje na idealnu usaglasenost ova dva protokola.

U Tabeli 62. prikazana je Kappa saglasnost izmedu komercijalnog real-time PCR testa i
protokola Vakcinalni Nis.

Tabela 62. Poredenje saglasnosti komercijalnog real-time PCR testa i protokola Vakcinalni Ni§
komercijalni real-time PCR test

Test i rezultati (vakcinalni soj virusa) Ukupno
Pozitivni Negativni
. Lo Pozitivni 4 0 4
protokol Vakcinalni Nis Negativni 0 36 6
Ukupno 4 36 40

Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da nije postojala neusaglasenost u pozitivnim 1
negativnim rezultatima izmedu ova dva testa. Utvrdena Kappa saglasnost komercijalnog real-
time PCR testa i protokola Vakcinalni Ni$ je iznosila 1, §to ukazuje na idealnu usaglasenost ova
dva testa.

Zbirni prikaz uporednih rezultata ispitivanja uzoraka poreklom od Zivotinja obolelih tokom
epizootije BKK, vakcinisanih goveda koja su ispoljili klinicke simptome nakon vakcinacije
tokom 2016. godine, kao i teladi vakcinisane tokom 2019. godine sa epizootioloSkog podrucja
VSI Ni§ primenom Sest razli¢itih PCR protokola (prema Bowden-u, KV-2, KV-vac, Terenski
Nis, Vakcinalni Ni$ i nested PCR protokol prema Menasherow-u) i interpretacija rezultata
prikazani su u Prilogu 1.
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5.5 EPIZOOTIOLOSKA ANALIZA EPIZOOTIJE BKK NA EPIZOOTIOLOSKOM
PODRUCJU VSI NIS

5.5.1 Prvi slucaj BKK na podrudju R. Srbije

Na podrucju R. Srbije prvi slu¢aj BKK registrovan je na epizootioloSkom podruc¢ju VSI Nis u
P¢injskom okrugu, opstina Bujanovac, selo Ljiljance (42°25'57.4" N; 21°48'54.0" E) na
gazdinstvu sa osam zivotinja. Klini¢ki simptomi karakteristicni za BKK, povisena temperatura
(41,5°C), iscedak iz nosa i ociju, smanjenje mle¢nosti, kozni ¢vorovi na celoj povrsini tela
veli¢ine 0,5 do 2 cm 1 generalizovana limfadenopatija registrovani su kod jedne Zivotinje (slika
9). Sumnja na BKK postavljena je na osnovu klini¢kih simptoma 4. juna, a bolest je potvrdena 7.
juna 2016. godine na osnovu molekularnih ispitivanja - detekcijom virusa BKK u bioptatu
koznih ¢vorova i punoj krvi sumnjive Zivotinje. Dana 7. juna 2016. godine, Uprava za veterinu
Ministarstva poljoprivrede i zastite Zivotne sredine, proglasila je teritoriju op$tine Bujanovac
zarazenim podru¢jem, a teritoriju Pcinjskog upravnog okruga ugrozenim podrucjem.
Registrovano ZariSte se nalazilo na udaljenosti od oko 28 km od najblizeg ZariSta u Severnoj
Makedoniji (German, Kriva Palanka) u kojoj se BKK pojavio u aprilu mesecu 2016. godine
(slika 13) (OIE?, 2016).

Slika 9. Prvi registrovani slu¢aj BKK (opStina Bujanovac, selo Ljiljance, 7. jun, 2016. godine) (foto: Veterinarski
specijalisti¢ki institut ,,Ni§*, Nis)

5.5.2 Analiza pojave Zarista BKK i izrada epizootioloSke karte (mapirane Zarista)

Epizootija BKK na podru¢ju R. Srbije trajala je od 7. juna do 1. oktobra 2016. godine i
registrovana je u 11 okruga (Slika 12).
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- Legenda:

10 Zarazeni okrug
< Prvo zariste BKK u Srbiji
®  Zariste BKK u junu

Slika 10. Prikaz zarista BKK u R. Srbiji u junu 2016. godine

Legenda:
[ Zarazeniokrug
< Prvo zariste BKK u Srbiji
®  Zariste BKK ujunu
@  Zariste BKK u julu

Slika 11. Prikaz Zarista BKK u R. Srbiji u junu i julu 2016. godine
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Legenda:

MADARSKA Zarazeni okrug

Prvo Zariste BKK u Srbiji

O
I' ®  Zaridte BKK
HRVATSKA ‘
. ”‘ -~ RUMUNIJA
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BOSNA ‘ By T S
I AH\ :

2

g
B

SEVERNA MAKEDONIJA

BUGARSKA

ALBANIJA

Slika 12. Mapa zarista BKK u R.Srbiji 2016. godine

Tokom epizootije BKK na podru¢ju R. Srbije registrovano je ukupno 225 ZariSta od kojih 189
(84%) na epizootioloskim podrucju VSI Nis. Na ovom podruc¢ju tokom juna meseca zariSta BKK
su registrovana u tri okruga: P¢injskom, Jablani¢kom 1 Pirotskom. U julu mesecu BKK je
dijagnostikovana i u Toplickom okrugu. Na epizootioloSkom podru¢ju VSI Ni§ bolest nije
dijagnostikovana jedino u Nisavskom okrugu.

Najveci broj zarista BKK na teritoriji R. Srbije registrovan je na podrucju P¢injskog okruga
(169; 75,1% od ukupno registrovanih zariSta), zatim u Raskom okrugu (17; 7,6%)
(epizootiolosko podrucje VSI Kraljevo), Pirotskom okrugu (11; 4,9%), Zajecarskom (9; 4,0%)
(VSI Zajecar), Jablanickom (7; 3,1%) 1 Zlatiborskom okrugu (5; 2,2%) (VSI Kraljevo). U dva
okruga: Toplickom (VSI Ni§) 1 Rasinskom (VSI Kraljevo) registrovano je po 2 zarista (0,9%),
dok je u tri okruga: Brani¢evskom (VSI Pozarevac), Moravickom (VSI Kraljevo) 1 Borskom
(VSI Zajecar) registrovano po jedno ZariSte. Najveci broj ZariSta BKK registrovan je u opStinama
koje se nalaze u pograni¢nom podrucju sa Severnom Makedonijom 1 Bugarskom 1 to u opstini
Bosilegrad (n=58) i Trgoviste (n=47) (P¢injski okrug).

Najvec¢i broj zariSta BKK pojavio se tokom juna i1 jula meseca (n=211). U junu mesecu
registrovano je 86 (38,2%) zariSta. Tokom jula meseca registrovan je znacajno veci broj ZariSta
BKK (125; 55,6%) u odnosu na jun () test 4,92; p<0,05). Nagli pad broja Zarista registruje se u
avgustu (8; 3,6%), septembru (4; 1,8%) i oktobru mesecu (2; 0,9%) u odnosu na juni () test
43,15; p<0,05) i juli mesec (y? test 70,22; p<0,05).

Na grafikonu 1. dat je prikaz vremenske distribucije broja zarista BKK u R. Srbiji po mesecima
tokom 2016. godine.
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Grafikon 1. Vremenska distribucija broja zarista BKK u R. Srbiji po mesecima u 2016. godini
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Na epizootioloSkom podru¢ju VSI Nis§, na kome je epizootija BKK trajala je do 10. avgusta
2016. godine, najveéi broj zariSta registrovan je u julu mesecu 53,4% (n=101) i junu mesecu
45,0% (n=85), pri ¢emu nije utvrdena statisticki znaajna razlika u broju ZariSta registrovanih
tokom ova dva meseca (x? test 0,96; p>0,05). Medutim, broj Zarista naglo je smanjen tokom
avgusta, kada su registrovana samo tri Zarista (1,6%), u odnosu na jun i jul mesec (3 test 63,96;
p<0,05; 2 test 75,54; p<0,05). Tokom septembra u ispitivanom podruéju nije prijavljen ni jedan
slucaj bolesti.

Na grafikonu 2. dat je prikaz vremenske distribucije broja zarista BKK na epizootioloskom
podrucju VSI Nis.

Grafikon 2. Vremenska distribucija ZariSta BKK na epizootioloskom podrucju VSI Nis§ po mesecima u 2016. godini
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Epizootija je najduze trajala u RaSkom i P¢injskom okrugu, a najkrace u okruzima u kojima je
registrovan manji broj zariSta (Tabela 63).
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Tabela 63. Broj zariSta, prvi i poslednji prijavljeni sluc¢ajevi BKK po okruzima u Srbiji tokom epizootije 2016.

godine
Okrug Broj zarista BKK ~ Prvi prijavljeni sluéaj BKK  Poslednji prijavljeni slu¢aj BKK
P¢injski 169 07.06.2016 10.08.2016
Raski 17 13.07.2016 01.10.2016
Pirotski 11 26.06.2016 28.07.2016
Zajecarski 9 21.06.2016 13.07.2016
Jablanicki 7 13.06.2016 22.07.2016
Zlatiborski 5 21.07.2016 02.08.2016
Toplicki 2 13.07.2016 29.07.2016
Rasinski 2 15.07.2016 18.07.2016
Branicevski 1 13.07.2016 13.07.2016
Borski 1 14.07.2016 14.07.2016
Moravicki 1 28.07.2016 28.07.2016
Ukupno 225 07.06.2016 01.10.2016

5.5.3 Analiza prostorne i vremenske distribucije epizootije BKK na epizootioloskom podrudju
VSI Ni§

Prostorna i vremenska distribucija epizootije BKK na epizootioloSkom podruc¢ju VSI Ni§ je
izraCunata u programu Microsoft Office Excel na osnovu podataka o0 geografskoj
Sirini/geografskoj duzini lokacije gde je zariSte registrovano a na osnovu pretpostavke da svako
novo zariSte moglo da nastane od prostorno i vremenski najblizeg zariSta. Za vremenski opseg
uzet je najduZzi period inkubacije, tj. period od 1 do 30 dana. Analizom dobijenih rezultata
utvrdeno je da se 50% prostorno i vremenski medusobno bliskih Zarista nalazilo na udaljenosti
od 1,89 do 8,88 km, sa prose¢nom udaljenosti od 4,32 km, dok je prose¢no vreme pojave novih
zarista kretalo u vremenskom opsegu od 1 do 29 dana, prosecno 9 dana (Tabela 64). Na osnovu
analize prostorne i vremenske distribucije epizootije BKK na epizootioloskom podru¢ju VSI Nis
moze se pretpostaviti da su prva zariSta u R. Srbiji povezana sa zariStima u Severnoj Makedoniji
i Bugarskoj.

Posle pojave prvog ZariSta u opstini Bujanovac prijavljena su sekundarna ZariSta u P¢injskom
okrugu (opstina Bosilegrad), i to u Gornjoj Lisini udaljenoj oko 26 km od najbliZzeg Zarista u
Severnoj Makedoniji (Luke, Kriva Palanka) 1 Izvoru udaljenom oko 25 km od najbliZzeg zarista
koje se nalazilo na granici sa Bugarskom (Skrinyano, Custendil).

U periodu od pet dana nakon pojave navedenih ZariSta registrovana su ZariSta u opStini
Trgoviste: Radovnica i Crna Reka, udaljena 5 km odnosno 6 km od najblizeg ZariSta u Severnoj
Makedoniji - Luke, Kriva Palanka (slika 13). Na slici 13. dat je prikaz moguc¢eg ulaska BKK na
podrucje R. Srbije.
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PCINISKI OKRUG
Gornja Lisina
Bosilegrad
Pcinja Izvor
Bosilegrad

2016-06-08 Pcinja

Ljiljance
Bujanovac
Pcinja

2016-06-06 Radovnica, Crna reka
o) Trgoviste o 5km

= O
Pcinja

28 km Gkn

2016-06-13

Skrinyano
Kuistendil

o
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Kriva Palanka

SEVERNA MAKEDONIA 20260607
2016-06-04

Kriva Palanka
7 Bulgaria
2016-05-16

Slika 13. Prikaz moguceg ulaska BKK na teritoriju R. Srbije

Analizom podataka o nadmorskoj visini svih ZariSta BKK registrovanih na epizootioloskom
podruc¢ju VSI Nis utvrdeno je da su se zarista javljala na nadmorskoj visini od 260 do 1495 m. Iz
Tabele 64. vidi se da je 50% zarista registrovano na nadmorskoj visini od 782 m do 1234 m, a
vise od 90% zariSta na nadmorskoj visini ve¢oj od 500 m (p<0,01). Prose¢na nadmorska visina
podrudja na kojima su registrovana zarista iznosila je 992 m (Tabela 64).

Tabela 64. Rezultati vremensko-prostorne distribucije pojave zarista BKK na epizootioloskom podruéju VSI Ni§
(Manic i sar., 2019)

Parametar Min Percentil Max
10% 25%  Medijana  75% 90%

0,028 0,35 1,89 4,32 8,88 24,08 115,01

Razdaljina izmedu Zarista
(km)

Vremervlslquazmak‘ izmedu 1 3 5 9 16 23 29
zarista (dani)

Nadmorske visine (m) 260 526 782 992 1234 1340 1495

5.5.4 Stope morbiditeta, mortaliteta i letaliteta na epizootioloSkom podrucju VSI Nis

Tokom epizootije BKK na epizootioloSkom podrucju VSI Ni§ prosecna stopa morbiditeta stada
iznosila je 13,6%, i kretala se od 0 (Nisavski okrug) do 16,9% (P¢injski okrug) (Tabela 65).
Utvrdeno je da postojala statisticki veoma znacajna razlika u stopi morbiditeta na podrucju
P¢injskog okruga u odnosu na ostale okruge () test 35,18; p<0,001). Prose¢na stopa mortaliteta
stada iznosila je 0,4%, pri ¢emu je utvrdena statisticki veoma znacajna razlika u stopi mortaliteta
izmedu okruga (y? test 15,55; p<0,001) imaju¢i u vidu da je mortalitet registrovan u samo dva
okruga Pc¢injskom (0,5%) 1 Jablanickom okrugu (1,6%). Stopa letaliteta kretala se od 3,1% u
P¢injskom okrugu do 12,5% u Jablanickom. U Tabeli 65. prikazane su stope morbiditeta,
mortaliteta i letaliteta u stadima tokom epizootije BKK na epizootioloskom podru¢ju VSI Nis.
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Tabela 65. Morbiditet, mortalitet i letalitet BKK na epizootioloskom podru¢ju VSI Ni§

Populacija . Broj Morbiditet u Mortalitet u Letalitet u
goveda u Broj o
Okrug ispitivanom sarista prijemcivih stadu stadu stadu
pruvan Fivotinja n (%) n (%) n (%)
podrucju
P¢injski 22600 169 1149 194 (16,9) 6 (0,5) 6(31)
Pirotski 10318 11 391 16 (4,1) 0 0
Jablanicki 24141 7 61 8 (13,1) 1(1,6) 1(12,5)
Toplicki 12276 2 17 2 (11,8) 0 0
Nisavski 24099 0 0 0 0 0
Ukupno 92988 189 1618 220 (13,6) 7(0,4) 7(3,2)
2 test 35,18 15,55 0,80
p-vrednost <0,001** <0,001** 0,850 NS

NS Nema statisticki znacajne razlike (p>0,05)
** StatistiCki veoma znacajna razlika (p<0,001)

NajviSa stopa morbiditeta utvrdena je u kategoriji mle¢nih krava (208; 94,55%), u odnosu na
telad (6; 2,73%), junice (4; 1,82%) i priplodne i tovne bikove (2; 0,90%) (32 test 39,88; p<0,01)
(Tabela 66). Mortalitet je zabelezen samo kod mle¢nih krava (5; 0,48%) i teladi (2; 0,51). U
Tabeli 66. vidi se da je najvisa stopa letaliteta utvrdena kod teladi (33,3%) u odnosu na mle¢ne
krave (2,4%) (¢ test 15,85; p<0,001). Od ukupno sedam uginulih Zivotinja 5 (71,43%) su
pripadale kategoriji mle¢nih krava, a uginula su i 2 teleta (% test 15,85; p<0,01).

Tabela 66. Morbiditet i mortalitet prema proizvodnim kategorijama goveda na epizootioloSkom podru¢ju VSI Ni§

Broj prijemcivih zZivotinja u

Proizvodne kategorije ispitivanom podrudju Morbiditet Mortalitet Letalitet
0 0 0
(VSI Ni§, 2016) n (%) n (%) n (%) n (%)
Krave 1038 (64,15) 208 (94,55) 5 (0,48) 5 (2,40)
Telad 393 (24,29) 6 (2,73) 2 (0,51) 2 (33,33)
Priplodni bikovi i
bikovi 7 tov 144 (8,90) 2 (0,90) 0 0
Junice 43 (2,66) 4 (1,82) 0 0
Ukupno 1618 220 (13,6) 7 (0,40) 7 (3,20)
% test 39,88 0,96 15,85
p-vrednost <0,001** 0,81Ns <0,001**

NS Nema statisti¢ki znacajne razlike (p>0,05)
** StatistiCki veoma znacajna razlika (p<0,001)

U odnosu na starosne kategorije najvise je obolelih goveda starijih od 5 godina (126; 57,3%), u
odnosu na goveda starosti izmedu 2 i 5 godina (45; 20,5%) i zivotinja mladih od 2 godine (49;
22,3%) (x? test 56,85; p<0,01).

U odnosu na broj zivotinja u stadu/ZariStu utvrdeno je da je BKK u najve¢em procentu (50%)
registrovana u ZariStima sa prose¢nim brojem goveda od 3 do 10 (6 zivotinja) u 28,6% slucajeva
u Zzari$tima sa manje od 3, i u 21,4% slu¢ajeva u zaristima sa vie od 10 Zivotinja (y? test 19,18;
p<0,01).
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5.6 ANALIZA MERA KONTROLE I SUZBIJANJA BKK NA EPIZOOTIOLOSKOM
PODRUCJU VSI NIS

Mere kontrole i suzbijanja BKK na teritoriji R. Srbije sprovodene su prema Zakonu o
veterinarstvu R. Srbije, a u skladu sa direktivom EU 92/119/EC. U Upravi za veterinu
Ministarstva poljoprivrede i zaStite zivotne sredine R. Srbije formirani su Nacionalni krizni
centar, dok je u VSI Nis formiran Regionalni krizni centar, kao i lokalni krizni centri rasporedeni
u pet okruga koji su pod nadzorom VSI Ni§ (P¢injski, Jablanicki, Pirotski, Toplicki i NiSavski).

U slucaju klinicke sumnje na BKK vrSena je epizootioloska analiza, klini¢ki pregled i
uzorkovanje materijala za laboratorijsku dijagnostiku.

5.6.1 Mere suzbijanja BKK pre sprovodenja vakcinacije

Pre pocetka vakcinacije populacije goveda protiv BKK, nakon prvog laboratorijski potvrdenog
slucaja bolesti u naseljenom mestu gde je zariSte registrovano, svaki novi klinicki slucaj se
smatrao pozitivnim na BKK (bez laboratorijske potvrde) i sva goveda u zaristu su bez obzira na
zdravstveni status uklanjana primenom stamping out metode. Dezinfekcija i dezinsekcija u
zariStu su sprovodene istog dana kada i eutanazija i neskodljivo uklanjanje leSeva iz zarista.

Analizom podataka o vremenskom periodu od postavljanja sumnje na BKK do zavrSetka mera
suzbijanja (eutanazija, zakopavanje leSeva, dezinfekcija i dezinsekcija) za svako zariste,
utvrdeno je de je taj period iznosio prosecno 2,2 dana. Statistickom obradom podataka utvrdeno
je da je u 81,0% (153/189) zarista suzbijanje BKK sprovedeno u periodu do 72h, od toga u
46,6% (88/189) zarista u periodu do 24h. U samo 19,0% (36/189) ZzariSta mere suzbijanja su
sprovedene posle 72 sata. NajduZzi vremenski period od postavljanja sumnje do sprovodenja mera
suzbijanja BKK (15 dana) registrovan je u jednom Zaristu (Grafikon 3).

Grafikon 3. Broj dana od postavljanja sumnje na BKK do sprovodenja stamping out metode u Zaristima u
istrazivanom podrucju
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5.6.2 Mere kontrole i suzbijanja nakon vakcinacije

Na podru¢ju R. Srbije vakcinisano je ukupno 875380 goveda (99,7% od ukupne populacije
goveda na podru¢ju R. Srbije). Na epizootioloSkom podru¢ju VSI Ni§ ukupno je vakcinisano
92760 (10,6%) u odnosu na broj goveda u R.Srbiji sa obuhvatom vakcinacije od 100%. Prema
hitnosti vakcinacije teritorija R. Srbije je podeljena na tri zone. Zona A obuhvatala je dva okruga
sa epizootioloskog podru¢ja VSI Nis - Pcinjski 1 Jablanic¢ki okrug gde je vakcinacija zapocCeta
24.06.2016. godine, a zavrSena 11.07.2016. godine. Zonu B su ¢inila tri okruga koja se nalaze na
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epizootioloskom podrucju VSI Ni§ (Pirotski, Topli¢ki i NiSavski okrug) gde je vakcinacija
zapoceta 27.06.2016. godine, a zavrSena 25.07.2016. godine. Preostali deo R. Srbije je ¢inio
zonu C.

Nakon sprovodenja vakcinacije u cilju suzbijanja BKK u zaristu sprovodio se stamping out samo
zivotinja sa ispoljenim klini¢kim simptomima bolesti.

Tokom suzbijanja BKK u R. Srbiji ukupno je eutanazirano 709 goveda, pre pocetka vakcinacije
567 (80,0%) i tokom vakcinacije 142 (20,0%). Na epizootioloSkom podrucju VSI Ni§ ukupno je
eutanazirano 603 grla goveda (84,5% od ukupnog broja eutanaziranih goveda na teritoriji R.
Srbije). Pre pocetka vakcinacije eutanazirano je 87,6% zivotinja, odnosno 87,3% nakon pocetka
vakcinacije u odnosu na ukupan broj eutanaziranih zivotinja na teritoriji R. Srbije. Pre pocetka
vakcinacije na epizootioloskom podrucju VSI Ni§ eutanaziran je znacajno veci broj goveda (479;
79,44%), u odnosu na period posle vakcinacije (124; 20,56%), (x? test 244,71, p <0,001) (Tabela
67).

Tabela 67. Broj zarista BKK i broj eutanaziranih Zivotinja pre i posle pocetka vakcinacije na epizootioloskom

podrucju VSI Ni§
Okrug Pocetak vakcinacije test p- Ukupno
Pre Posle vrednost

Pinjski Zariste _ 83 86 0,05 0,818NS 169
Eutanazirano 421 105 221,62 <0,001** 526

Tablamicki Zariste . 5 2 1,29 0,257 Ns 7
Eutanazirano 37 2 34,91 <0,001** 39

Pirotski Zariite . 2 9 4,46 0,035* 11
Eutanazirano 21 15 1,66 0,198NS 36

Toplicki Zariste _ 0 2 2,00 0,157 Ns 2
Eutanazirano 0 2 1,82 0,178NS 2

1. Zariste 0 0 - - 0
Niavki Eutanazirano 0 0 - - 0
Ukupno Zariste . 90 99 0,43 0,513NS 189
Eutanazirano 479 124 244,71 <0,001** 603

NS Nema statisticki zna¢ajne razlike (p>0,05).
* Statisticki znacajna razlika (p<0,05).
** StatistiCki veoma znacajna razlika (p<0,001).

Na epizootioloskom podrucju VSI Nis poslednji slucajevi BKK dijagnostikovani su 10. avgusta
2016. godine u dva zariSta koja su registrovana u P¢injskom okrugu, u jednom Zaristu devetog, a

u drugom tridesetog dana posle zavrSene vakcinacije. Mesec dana nakon zavrSetka vakcinacije
na epizootioloskom podru¢ju VSI Nis nije registrovan ni jedan slucaj bolesti.

5.6.3 Pojava klinickih simptoma kod goveda nakon vakcinacije protiv BKK

Na podru¢ju VSI Ni§ postvakcinalne komplikacije nisu sistemski prac¢ene. Klini¢ki simptomi
nakon vakcinacije zabeleZeni su kod 124 goveda (0,13% od ukupnog broja vakcinisanih na
ispitivanom podrucju). Utvrdeno je da su se klinicki simptomi javljali u periodu od 1 do 30 dana
posle vakcinacije, (prose¢no 8,77 dana SD#5,45). Sve zZivotinje koje su pokazivale klinicke
simptome nakon vakcinacije su eutanazirane. U Tabeli 68. dati su klinicki simptomi koji su se
javljali kod vakcinisanih Zivotinja, a na slici 14. su prikazane Zivotinje sa karakteristicnim
klinickim simptomima bolesti sa epizootioloskog podrucja VSI Nis.

Iz Tabele 68. se vidi da je u 95,2% slucajeva registrovana poviSena telesna temperatura sa
difuzno rasporedenim ¢vorovima po kozi, kod 46,8% ¢vorovi su registrovani na vimenu, a kod
43,5% slucajeva na vulvi. Pad mlecnosti je registrovan u 28,2%, a iscedak iz nosa u 20,0%
slu¢ajeva. Otok ekstremiteta registrovan je u 15,3% slucajeva, a ulcerozne promene i kraste kao i
pojava dijareje u 1,6 % slucajeva.
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Tabela 68. Klini¢ki simptomi kod Zivotinja nakon sprovedene vakcinacije (podruéje VSI Nig)

Klinicki simptomi Broj Zivotinja %

(n)

Opsta slabost i smanjen apetit 110 88,7
Povisena telesna temperatura i kozni ¢vorovi difuzno 118 952
rasporedeni po celom telu '

Cvorovi na vimenu 58 46,8
Cvorovi na vulvi 54 43,5
Lokalizovani kozni ¢vorovi 6 4.8
Pad mle¢nosti 35 28,2
Iscedak iz nosa 25 20,2
Otok ekstremiteta 19 15,3
Ulcerozne promene i kraste po telu i dijareja 2 1,6

Primenom real-time PCR protokola prema Bowden i sar. (2008), KV-2 protokola (Vidanovi¢ i
sar., 2016) 1 nested PCR protokola (Menasherow 1 sar., 2014), Terenski Ni§, Vakcinalni Nis,
KV-vac i komercijalnim real-time PCR testom ispitano je 40 uzoraka (18 uzoraka bioptata koze,
6 uzoraka krvi i 16 uzoraka nosnih briseva) od 16,1% (20/124) goveda kod kojih su se klinicki
simptomi pojavili nakon vakcinacije. Kod svih ZzZivotinja pregledom navedenih uzoraka
registrovano je prisustvo terenskog ili koinfekcija terenskog i vakcinalnog soja virusa BKK
(rezultati molekularnih ispitivanja prikazani su u delu 5.3).

4 2w % e PEOAR e R ¥ioe 348
Slika 14. Klini¢ki simptomi BKK kod goveda na epizootioloskom podruéju VSI Ni§ (foto: VSI ,,Nis*“, Ni§) (Manic¢ i
sar., 2019)
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6. DISKUSIJA

Bolest kvrgave koze (BKK) je infektivno oboljenje goveda koje je do 2012. godine bilo
ograniceno na region africkog kontinenta. U periodu izmedu 2012. i 2014. godine BKK se
pojavila u vecini zemalja Bliskog Istoka, Turskoj i delu Kipra (EFSA, 2015; Tuppurainen i Oura,
2014). U avgustu 2015. godine BKK se prvi put pojavila na podru¢ju Evrope. U R. Srbiji BKK
je prvi put utvrdena u junu 2016. godine u P¢injskom okrugu (selu Ljiljance, opstina Bujanovac).
Prvi registrovani slu¢aj bolesti je dijagnostikovan na osnovu epizootioloskih podataka, klinic¢kih
simptoma i laboratorijskih ispitivanja uzoraka primenom real-time PCR metode (Mani¢ i sar.,
2019).

Izolacija virusa BKK na kulturi ¢elija i identifikacija virusa primenom klasi¢nih virusoloskih
(virus neutralizacija) i molekularnih metoda predstavljaju standardnu proceduru za dijagnostiku
BKK (OIE?, 2018). Tokom epizootije u R. Srbiji iz uzoraka obolelih Zivotinja sa epizootioloskog
podrucja VSI Nis izolovan je virus BKK, a izolovani soj dobio je naziv Serbia/Bujanovac/2016.
Nakon izolacije uradeno je sekvenciranje kompletnog genoma (Toplak 1 sar., 2017) i1 soj
Serbia/Bujanovac/2016 je deponovan u banci gena (GenBank) u kojoj se trenutno nalazi jo§ 13
kompletnih genoma virusa BKK izolovanih iz razli¢itih delova sveta (http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/GenBank/).

Laboratorijska dijagnostika BKK se pored klasi¢nih metoda virusoloske dijagnostike (izolacija
virusa i VNT), danas prvenstveno zasniva na molekularnim metodama, kao Sto su
konvencionalni PCR i real-time PCR (OIE!, 2018; Haegemen i sar., 2019). U poredenju sa
klasicnim metodama, prednost molekularnih metoda ogleda se u njihovoj visokoj osetljivosti i
specifinosti, relativno brzom izvodenju, moguénosti analize velikog broja uzoraka 1 ispitivanju
uzoraka koji nisu podesni za izolaciju virusa (Haegeman i sar., 2019).

Tokom izrade doktorske disertacije izvrsena je izolacija virusa BKK na kulturi éelija (MDBK) iz
klini¢kih uzoraka goveda sa epizootioloSkog podrucja VSI Nis. Izolacija je bila uspeSna nakon
druge pasaze iz jednog uzorka bioptata koze goveda (10%; 1/10), iako je genom virusa BKK
detektovan molekularnim metodama (real-time PCR) u svim uzorcima (100%; 10/10). Znac¢ajno
niZa osetljivost metode izolacije virusa u odnosu na molekularne metode opisana je i u drugim
studijama (Babiuk i sar., 2008a). Dobijeni izolat je potvrden VNT i primenom dva protokola za
izvodenje real-time PCR metode Bowden i sar. (2008) i KV-2. Izolovani virus je dobio naziv
Pcinj 1 1drugi je izolat virusa BKK sa epizootioloSkog podruc¢ja VSI Nis.

U cilju molekularne karakterizacije izolovanog virusa (Pcinj 1), i virusa detektovanih
molekularnim metodama iz Sest uzoraka bioptata koze goveda izvrSeno je sekvenciranje delova
Cetiri gena (RPO30, GPCR, EEV i P32) metodom po Sangeru (Sanger i sar., 1977).
Sekvenciranjem su dobijene sekvence duzine 780 bp za RPO30 gen, 760 bp za GPCR, 664 bp za
EEV i 681 bp za P32 gen. Poredenjem nukleotidnih sekvenci cetiri gena izolovanog soja Pcinj 1
sa analognim sekvencama sest identifikovanih virusa BKK utvrdena je podudarnost u redosledu
nukleotida od 100%, takode podudarnost u redosledu nukleotida od 100% utvrdena je
poredenjem nukleotidnih sekvenci Cetiri gena izolovanog soja Pcinj 1 i Sest identifikovanih
virusa BKK sa analognim sekvencama soja Serbia/Bujanovac/2016.

Imaju¢i u vidu potpunu podudarnost soja Pcinj 1, virusa detektovanih u Sest uzoraka bioptata
koze 1 soja Serbia/Bujanovac/2016 prilikom izrade filogenetskog stabla koris¢en je soj
Serbia/Bujanovac/2016. Filogenetsko stablo obuhvatilo je pored soja Serbia/Bujanovac/2016 i
19 CaPV registrovanih u banci gena (GenBank), ¢ija je podudarnost nukleotidnih sekvenci
delova gena RPO30, GPCR, EEV i P32 sa analognim nukleotidnim sekvencama soja
Serbia/Bujanovac/2016 bila od 99 do 100%. Uprkos visokoj podudarnosti u redosledu
nukleotida izmedu CaPV (Tulman i sar., 2002) filogenetska analiza na osnovu RPO30, GPCR,
EEV i P32 gena pokazala je da se svi CaPV svrstavaju u tri grupe/klastera koje ¢ine SPPV,
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GTPV i virus BKK, pri ¢emu se jasno uocava da se u okviru grupe virusa BKK, nalaze dve
podgrupe u koje se grupisu terenski i vakcinalni sojevi virusa BKK (Mafirakureva 1 sar., 2017;
Adedeji i sar., 2019; Sameea Yousefi i sar., 2018; Molini i sar., 2018).

Filogenetskom analizom utvrdeno je da se virus Serbia/Bujanovac/2016 nalazi u podgrupi sa
ostalim terenskim sojevima virusa BKK koji su izolovani u razli¢itim delovima sveta: Gr¢koj
(Evros/GR/15), Ruskoj Federaciji (Dagestan/2015), lzraelu (155920/2012) i Juznoj Africi
(Neethling Warmbaths LW) sa podudarnos$¢u u redosledu nukleotida od 100%. Dobijeni rezultati
ukazuju da je virus BKK visoko konzerviran (Tulman i sar., 2001). Medutim, u Turskoj je na
osnovu uporedivanja GPCR gena 37 terenskih sojeva virusa izolovanih u razli¢itim regionima
utvrdena podudarnost u redosledu nukleotida od 99,8% 1 100%, Sto ukazuje da je u periodu
2014/15 godine na podrucju Turske cirkulisalo vise od jednog soja virusa (Sevik i Dogan, 2016).
Takode, uvidom u filogenetska stabla, utvrden je nizi stepen podudarnosti analognih sekvenci
RPO30, GPCR, EEV i P32 gena virusa Serbia/Bujanovac/2016, Pcinj 1 i Sest identifikovanih
virusa BKK u odnosu na vakcinalne sojeve (SIS-Lumpyvac vaccine, Neethling Herbivac vaccine
I Neethling-LSD vaccine OBP) koji se koriste za vakcinaciju goveda na podru¢ju R. Srbije. Ova
¢injenica ukazuje na moguénost upotrebe gena RPO30, GPCR, EEV 1 P32 terenskih sojeva za
pripremu i standardizaciju molekularnih dijagnostickih testova kojima se mogu razlikovati
terenski od vakcinalnih sojeva virusa.

Pored visokog stepena konzerviranosti genoma virusa BKK odredene studije ukazale su na
moguénost rekombinacije virusa BKK. U Ruskoj Federaciji izolovan je virus BKK
(LSDV/Russia/Saratov/2017), za koji postoje izvestaji da je u pitanju rekombinantni soj (Sprygin
i sar., 2018b). Na osnovu RPO30, GPCR i P32 gena na filogenetskom stablu uradenom u ovoj
doktorskoj disertaciji ovaj soj se izdvaja u posebnu podgrupu koja se nalazi izmedu terenskih u
vakcinalnih sojeva virusa, pri ¢emu je filogenetskom analizom utvrdena podudarnost u redosledu
nukleotida od 100% navedenog soja sa vakcinalnim, odnosno 99,99% sa terenskim sojevima
virusa. Medutim, na osnovu EEV gena soj LSDV/Russia/Saratov/2017 se nalazi u podgrupi sa
vakcinalnim sojevima virusa BKK.

Filogenetsko stablo i filogenetska analiza zasnovana na poredenju celog genoma soja
Serbia/Bujanovac/2016 sa celim genomima drugih CaPV (BKK, SPPV, CPPV) koji se nalaze u
banci gena (GenBank) pokazali su da se soj izolovan na podrucju R. Srbije nalazi u podgrupi sa
terenskim sojevima virusa BKK iz drugih delova sveta. Najvec¢a podudarnost u redosledu
nukleotida celog genoma soja Serbia/Bujanovac/2016 od 99,99% utvrdena je sa grékim sojem
Evros/GR/15, a najnizi stepen podudarnosti od 99,07% sa sojem LSDV/Rusija/Saratov/2017, pri
¢emu se ovaj soj na filogenetskom stablu izdvaja u posebnu podgrupu koja se nalazi izmedu
terenskih 1 vakcinalnih sojeva virusa BKK (Mani¢ i sar., 2019). Nizi stepen podudarnosti u
redosledu nukleotida soja Serbia/Bujanovac/2016 utvrden je sa vakcinalnim sojevima virusa
BKK (98,87% u odnosu na soj SIS-Lumpyvax vaccine i soj Neethling-Herbivac vaccine i 98,88%
u odnosu na soj Neethling-LSD vaccine-OBP). Pored toga Sto se filogenetskom analizom na
osnovu uporedivanja celih genoma virusa dobijaju detaljnije informacije o nukleotidnoj
podudarnosti izmedu sojeva, u odnosu na filogenetsku analizu koja je zasnovana na sekvenci
dela gena, sekvenciranje delova gena ima veliki znacaj u dijagnostici jer je na taj nain moguce
za krace vreme genetski okarakterisati izolovani virus S§to je vazno u molekularnoj
epizootiologiji, kao 1 pripremi odredenih dijagnostickih testova (Mani¢ 1 sar., 2019).

Pocetkom epizootije BKK na podrucju jugoistocne Evrope, preporucena metodologija za
dijagnostiku BKK zasnivala se na primeni real-time PCR protokola (Bowden i sar. 2008) i
konvencionalnog PCR protokola (Ireland i Binepal, 1998) (OIE?, 2018). Uporednim ispitivanjem
rezultata dobijenih primenom navedenih protokola utvrdena je veca osetljivost protokola za
izvodenje real-time PCR metode u odnosu na konvencionalni PCR (Stubbs i sar., 2012).
Nedostatak protokola prema Bowden 1 sar. (2008) je u tome §to je on specifican za sve
kapripoksviruse, i njime nije moguce razlikovati terenske od vakcinalnih sojeva virusa BKK. U
zemljama u kojima su prisutne boginje ovaca i koza radi diferencijacije virusa BKK od SPPV i
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GTPV koris$éeni su specificni protokoli. U Grckoj je koris¢en konvencionalni PCR - protokol
prema Lamien i sar. (2011a) koji kao target region ima GPCR gen (Agianniotaki i sar., 2017b),
dok je u Turskoj koriséen real-time PCR protokol prema Gelaye i sar. (2013) koji kao target
region ima RPO30 gen (Sevik i Dogan, 2017).

Imajuci u vidu da boginje ovaca i koza nisu prisutne u R. Srbiji, i nije radena vakcinacija goveda
protiv. BKK, na pocetku epizootije utvrdivanje prisustva genoma virusa BKK u klinickim
uzorcima zasnivalo se na primeni protokola za real-time PCR Bowden i sar. (2008). Tokom
trajanja epizootije u NRL za kapripoksviruse R. Srbije razvijen je real-time PCR protokol KV-2,
kojim se detektuju samo terenski sojevi virusa BKK (Vidanovi¢ i sar., 2016). Pored R. Srbije
KV-2 protokol je koris¢en u dijagnostici BKK 1 u zemljama u okruzenju (Crna Gora, Bosna 1
Hercegovina) (Petrovi¢ i sar., 2017).

Primenom protokola Bowden i sar. (2008) i KV-2 ispitano je 233 uzoraka (167 uzoraka od
goveda sa klini¢kim simptomima ispoljenih pre vakcinacije - 77 uzoraka pune krvi, 82 bioptata
koze, 8 nosnih briseva 1 66 uzoraka pune krvi goveda bez klinickih simptoma koje su bile u
kontaktu sa obolelim zivotinjama).

Primenom oba real-time PCR protokola genom virusa BKK je detektovan u najve¢em procentu
(87,8%) u bioptatima koze u kojima je utvrdena i1 najveca koncentracija virusa §to se moze
objasniti ¢injenicom da je virus moguce detektovati u koznim ¢vorovima i do 92 dana nakon
infekcije (Sprygin i sar., 2018a; Zeynalova i sar., 2016; Tuppurainen i sar., 2005). Imajuci u vidu
kratku viremiju (6 do 15 dana) (Babiuk i sar., 2008a; Tuppurainen i sar., 2005), nalaz visokog
procenta pozitivnih uzoraka krvi (>70%), koji je bio znacajno veci u odnosu na nalaze dobijene
ispitivanjima u Ruskoj Federaciji (13%) 1 Azerbejdzanu (40%) (Sprygin i sar., 2018a; Zeynalova
i sar., 2016) moze ukazivati na ¢injenicu da su uzorci krvi uzimani u ranoj fazi infekcije. I pored
malog broja pregledanih nosnih briseva (n=8) virus BKK je utvrden u 62,5% uzoraka, pri ¢emu
je poznato da se virus BKK moZe detektovati u nosnim brisevima u niskim koncentracijama u
kratkom vremenskom periodu (od 12-18 dana nakon infekcije) (Babiuk i sar., 2008a). Dobijeni
rezultati ukazuju da je u cilju sigurne dijagnoze potrebno ispitati viSe vrsta uzoraka, kako od
Zivotinja sa ispoljenim klinickim simptomima, tako i od Zivotinja koje su bile u kontaktu sa
obolelim, a imajuci u vidu da je jedan pozitivan uzorak krvi poticao od Zivotinje bez ispoljenih
klini¢kih simptoma. Visoka usaglaSenost rezultata dobijenih primenom oba protokola (k=0,850)
ukazuju na pouzdanu laboratorijsku dijagnostiku BKK na podruc¢ju R. Srbije.

S obzirom da je na podrucju R. Srbije uvedena vakcinacija goveda vakcinom protiv BKK koja
sadrzi Neethling soj virusa (OBP, Juzna Afrika) za koju postoje podaci da moze dovesti do
blagih ili sistemskih reakcija kod vakcinisanih Zivotinja (Ben-Gera i sar., 2015; Abutarbush i
sar., 2016; Katsoulos i sar., 2017; Bedekovi¢ i sar., 2018), u cilju razlikovanja infekcije od
postvakcinalnih komplikacija bila je neophodna primena dijagnosti¢kih testova kojima je
moguce razlikovati terenski od vakcinalnih sojeva virusa BKK. Do pojave epizootije na podrucju
jugoistocne Evrope protokol za izvodenje nested PCR metode prema Menasherow i sar. (2014)
je bio jedini dostupan protokol kojim je bilo moguée napraviti razliku izmedu terenskih 1
vakcinalnih sojeva virusa BKK u ispituju¢im uzorcima (Haegeman i sar., 2019). Imajuci u vidu
da se protokolom prema Bowden i sar. (2008) detektuju svi CaPV i terenski i vakcinalni soj
virusa BKK, nakon pocetka vakcinacije u cilju dijagnostike koris¢en je pored KV-2 protokola i
nested PCR prema Menasherow i sar. (2014).

U cilju procene specifi¢nosti i osetljivosti nested PCR (Menasherow i sar., 2014), kao i znacaja
ovog protokola u dijagnostici BKK ispitani su uzorci poreklom od goveda sa ispoljenim
klini¢kim simptomima pre vakcinacije, kao 1 40 uzoraka poreklom od 20 goveda sa simptomima
ispoljenim posle vakcinacije. Ispitivanjem uzoraka krvi, bioptata koze i nosnih briseva goveda sa
klini¢kim simptomima koji su se ispoljili posle vakcinacije primenom protokola prema Bowden i
sar. (2008) i KV-2 u 97,5% (39/40) uzoraka poreklom od svih 20 goveda utvrdeno je prisustvo
terenskog soja virusa BKK, a jedan uzorak (uzorak nosnog brisa) je bio negativan. Medutim,
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nested PCR testom (Menasherow i sar., 2014) terenski soj virusa detektovan je u 36 uzoraka, u
tri uzorka detektovani su terenski i vakcinalni soj virusa BKK (Sto je ukazuje da su goveda
vakcinisana u periodu inkubacije), a kod jedne zivotinje (u uzorku nosnog brisa) detektovan je
samo vakcinalni soj virusa u kome je KV-2 protokolom detektovan terenski soj virusa sa
visokom Ct vrednosti. Dobijeni rezultati ukazuju da je Zivotinja prilikom vakcinacije verovatno
bila u fazi viremije, a da je koncentracija DNK terenskog soja virusa bila niska tako da nije
detektovana protokolom prema Menasherow-u.

Na osnovu dobijenih rezultata, primenom Kappa statisticke analize utvrdena je prili¢na
usaglaSenost protokola Bowden i sar. (2008) i KV-2 sa nested PCR protokolom (k=0,467 i k=
0,584). Utvrdena specifi¢nost nested PCR protokola (Menasherow 1 sar., 2014) u odnosu na real-
time PCR protokole prema Bowden i sar. (2008) i KV-2 iznosila je 100%, a osetljivost 91,37%,
odnosno 92,70%. I pored visoke specifi¢nosti, niza osetljivost, kao 1 €injenice da je postupak
izvodenja slozen i dugotrajan, nested PCR ne predstavlja metodu izbora za brzu dijagnostiku
BKK (Vidanovi¢ i sar., 2016; Stubbs i sar., 2012).

Do epizootije BKK na teritoriji Evrope nije bilo komercijalno dostupnih PCR testova. Jedan od
prvih koji se pojavio na trzistu bio je DIVA PCR test (Bio-T kit® Lumpy Skin Disease - DIVA,
Biosellal, Francuska) pri ¢emu u trenutku naSeg istrazivanja nije postojala validaciona studija
sprovedena od strane proizvodaca. Validaciona studija za navedeni test je u meduvremenu
uradena prema francuskom standardu (U47-600-2) i test je implementiran i akreditovan u
Francuskoj (Pelletier i sar., 2018). U cilju provere prisustva terenskog i/ili vakcinalnog soja
virusa BKK ovim testom je ispitano 40 uzoraka poreklom od 20 Zivotinja kod kojih su se
klini¢ki simptomi ispoljili nakon vakcinacije. Sprovedenim ispitivanjem terenski soj virusa je
utvrden u 39 uzoraka, pri ¢emu je u Cetiri uzorka istovremeno detektovan i vakcinalni soj virusa
BKK. Uporedujuci rezultate dobijene protokolom prema Bowden i sar. (2008) i KV-2 protokola
sa komercijalnim real-time PCR testom primenom Kappa statisticke analize utvrdeno je da je
izmedu ovih protokola postojala idealna usaglaSenost (k=1). U odnosu na protokol prema
Bowden i sar. (2008) osetljivost i specifi¢nost komercijalnog real-time PCR testa iznosila je
100% (Pelletier i sar., 2018). Medutim, uporedujuci rezultate dobijene protokolom prema
Menasherow i sar. (2014) i komercijalnim real-time PCR testom za terenski soj virusa utvrdena
je srednja ili umerena usaglasenost (k=0,375) u dobijenim rezultatima, ukazujuéi da je protokol
prema Menasherow-u za detekciju terenskog soja virusa BKK manje osetljiv od komercijalnog
PCR testa. Na osnovu sprovedenih ispitivanja i dobijenih rezultata moze se zakljuditi da je
komercijalni real-time PCR test pouzdan, medutim, obzirom na cenu prednost imaju real-time
PCR protokoli.

Pojava epizootije BKK u Evropi, kao i masovna vakcinacija goveda atenuiranom vakcinom
uticali su da se pored real-time PCR protokola (Bowden i sar., 2008), konvencionalnog PCR
protokola (Ireland i Binepal, 1998) (OIE?, 2018) i nested PCR protokola (Menasherow i sar.,
sa velikom sigurnoS¢u moze dijagnostikovati BKK 1 omoguciti razlikovanje terenskog od
vakcinalnog soja virusa. Od 2016. godine pripremljeno je i standardizovano vise real-time PCR
protokola za detekciju terenskih sojeva BKK (Vidanovi¢ i sar., 2016; Pestova i sar., 2018) ili
DIVA protokola (Agianniotaki i sar., 2017b; Agianniotaki i sar., 2017c), a vecina protokola
zasniva se na razlikama u EEV, RPO30 ili GPCR genu izmedu terenskih i vakcinalnih sojeva
virusa BKK.

U cilju razlikovanja terenskog i vakcinalnog soja virusa BKK tokom izrade doktorske disertacije
pripremljen je i standardizovan real-time PCR protokol za detekciju terenskog soja virusa BKK —
koji je nazvan Terenski NiS 1 Cije se sekvence prajmera i probe zasnivaju na razlikama
(mismatches) u redosledu nukleotida terenskog i vakcinalnog soja virusa BKK na LSD008 genu.
U cilju validacije protokola Terenski Ni§ ispitane su analiticke 1 dijagnosticke performanse
pripremljenog protokola, pri ¢emu je utvrdena visoka efikasnost (99,66%) (TFS, 2016), dobra
analiticka osetljivost (0,4 TCIDso/ml), zadovoljavajuca ponovljivost, reproduktivnost, robusnost,
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kao 1 odsustvo unakrsne reaktivnosti. Ispitivanjem analiticke specificnosti utvrdeno je da se
protokolom Terenski Ni$ uspe$no mogu razlikovati terenski od vakcinalnih sojeva virusa BKK.
Medutim, imajuéi u vidu da su ovim protokolom dobijeni pozitivni rezultati na sedam uzoraka
virusa boginja ovaca (SPPV) i Cetiri uzoraka virusa boginja koza (CPPV), utvrdeno je da
pripremljen i standardizovan protokol nije specifi¢an samo za terenske sojeve virusa BKK, veé¢
se ovim protokolom detektuju i ostali kapripoksvirusi.

Utvrdeno je da je specifi¢nost protokola Terenski Ni§ u odnosu na protokol prema Bowden i sar.
(2008) 100%, a osetljivost 99,28%, pri ¢emu je utvrden samo jedan lazno negativan uzorak koji
je imao visoku Ct vrednost, odnosno nisku koncentraciju virusa BKK. Primenom Kappa
statistiCke analize utvrdena je idealna usaglasenost ova dva real-time PCR protokola (k=0,919),
kao 1 idealna usaglasenost protokola Terenski Ni§ i KV-2 (k=0,930). Uporedujuci Ct vrednosti
dobijene protokolom Terenski Nis§, Bowden i sar. (2008) i KV-2 (t-test, p>0,05), utvrdeno je da
sva tri real-time PCR protokola imaju slicne dijagnosticke performanse. Takode, idealna
usaglasenost (k=1) utvrdena je i u odnosu na komercijalni real-time PCR test.

Poredenjem rezultata dobijenih nested PCR protokolom prema Menasherow i sar. (2014) i
protokolom Terenski Ni§ ustanovljena je manja podudarnost (k=0,527), u odnosu na rezultate
dobijene protokolima za real-time PCR. Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da je
protokolom Terenski Ni§ genom virusa BKK detektovan u 11 uzoraka vise (XZ test 5,30; p<0,05),
pri ¢emu su svi uzorci imali visoke Ct vrednosti, odnosno nisku koncentraciju virusa, $to ukazuje
na nizu analiticku osetljivost nested PCR protokola. Protokol Terenski Ni§ ima prednost u
odnosu na nested PCR ne samo u pogledu jednostavnosti izvodenja i tumacenja rezultata, ve¢ i u
pogledu vece osetljivosti protokola jer se njime, za razliku od nested PCR detektuju i1 slabo
pozitivni uzorci.

Na osnovu sprovedenih ispitivanja utvrdeno je da se protokol Terenski Ni§ moze koristiti u
dijagnostici BKK u zemljama gde je bolest prisutna i gde se primenjuje vakcina od Neethling
soja virusa, ali gde nisu prisutne boginje ovaca i koza i ne koristi se vakcina protiv boginja ovaca
za vakcinaciju goveda protiv BKK.

Do pojave epizootije na teritoriji Evrope vakcinalni soj virusa BKK je mogao da se detektuje
samo nested PCR protokolom prema Menasherow i sar. (2014). Poslednjih godina razvijeni su
DIVA PCR protokoli kojima se omogucava razlikovanje vakcinalnih od terenskih sojeva virusa
BKK ¢ija je primena od sustinskog interesa za efikasan nadzor prilikom sprovodenja eradikacije
i vakcinacije (Menasherow i sar., 2016; Agianniotaki i sar., 2017c). Do danas je objavljen jedan
real-time PCR protokol koji je specifican samo za detekciju vakcinalnog soja virusa BKK, a
kojim se detektuje deo LSDV008 gena vakcinalnih sojeva (Sprygin i sar., 2018c). NRL za
kapripoksviruse R. Srbije razvila je 1 validovala protokol specifican za detekciju vakcinalnog
soja virusa BKK (KV-vac), koji se takode zasniva na razlikama na LSDV008 genu izmedu
terenskih i vakcinalnih sojeva virusa (podaci nisu objavljeni).

Imajuéi u vidu nedostatak protokola za detekciju vakcinalnog soja virusa, tokom izrade ove
doktorske disertacije, razvijen je protokol za detekciju vakcinalnog soja virusa (Vakcinalni Nis)
¢ije se sekvence prajmera i probe zasnivaju na razlikama (mismatches) u redosledu nukleotida
1izmedu terenskog 1 vakcinalnog soja virusa BKK na LSD146 genu.

U procesu validacije protokola Vakcinalni Ni§ utvrdeno je da pripremljeni protokol ima
adekvatnu efikasnost (98,84%) (TFS, 2016), dobru analiti¢ku osetljivost (0,2 TCIDso/ml),
analiti¢ku specifi¢nost, ponovljivost, reproduktivnost i robusnost, kao i odsustvo unakrsne
reaktivnosti sa drugim mikroorganizmima §to daje mogucnost da ovaj protokol nade svoju
primenu u drugim laboratorijama. Ispitivanja analiticke specificnosti su pokazala da se
protokolom Vakcinalni Ni§ razlikuju terenski od vakcinalnih sojeva virusa BKK i da je ovaj
protokol specifican samo za detekciju vakcinalnih sojeva virusa.
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Protokolom Vakcinalni Ni§ ispitano je 220 uzoraka (105 uzoraka poreklom od 68 sumnjivih
goveda pre vakcinacije, 40 uzoraka koji poti¢u od sumnjivih Zivotinja nakon vakcinacije, 40
uzoraka poreklom od deset vakcinisanih teladi i 35 sigurno negativnih uzoraka na virus BKK).
Utvrdeno je da su svi uzorci poreklom od Zivotinja pre vakcinacije bili negativni. Ispitivanjem 40
uzoraka od 20 vakcinisanih goveda genom vakcinalnog soja virusa BKK detektovan je u 10%
(4/40), kao i u tri (7,5%) uzorka poreklom od 10 teladi koja su vakcinisana 2019. godine.
Uporedivanjem rezultata dobijenih ispitivanjem istih uzoraka nested PCR metodom
(Menasherow i sar., 2014), protokolom KV-vac, Vakcinalni Ni$ i komercijalnim real-time PCR
testom ustanovljena je idealna usaglasenost (k=1) svih navedenih testova u detekciji vakcinalnog
soja virusa. Iako postoje studije kojima je dokazana veca osetljivost real-time PCR protokola u
odnosu na nested PCR protokol (Vidanovi¢ i sar., 2016; Stubbs i sar., 2012), rezultati uporednog
ispitivanja uzoraka na prisustvo genoma vakcinalnog soja virusa BKK protokolom Vakcinalni
Nis 1 nested PCR testom nisu pokazali razlike u osetljivosti izmedu ova dva protokola. Na
osnovu sprovedenog ispitivanja utvrdeno je da se pripremljen i standardizovan real-time PCR
protokol Vakcinalni Ni§ moze koristiti u cilju sigurne diferencijacije inficiranih od vakcinisanih
zivotinja. Ovaj protokol ima prednosti u odnosu na nested PCR zbog jednostavnosti u izvodenju
I brzine dobijanja rezultata. Prednost protokola Vakcinalni Ni§ u odnosu na komercijalni real-
time PCR test je pored cene i taj $to komercijalni real-time PCR test ne detektuje specifi¢no
vakcinalni soj virusa BKK, ve¢ se interpretacija rezultata tumaci preko Ct vrednosti dobijene za
dva ciljna regiona - ciljni region koji je zajednic¢ki za vakcinalni i terenski soj virusa i ciljni
region za terenski soj, Sto komplikuje interpretaciju rezultata.

Nesumnjivo, odluka o primeni protokola za dijagnostiku BKK (protokol specifican za CaPV,
specifican za terenski i/ili vakcinalni soj virusa BKK) trebala bi se zasnivati na epizootioloskom
statusu u drzavi (da li se BKK javlja enzootski ili je drzava slobodna od BKK, da li su prisutne
SPPV 1 GTPV) 1 vrsti primenjene vakcine protiv BKK. U slu¢aju pojave BKK 1 potrebe za
ispitivanjem velikog broja uzoraka preporuka je da se Koristi protokol prema Bowden i sar.
(KV-2, Terenski Ni$), a samo pozitivni uzorci bi se ispitivali protokolima specificnim za
terenske odnosno vakcinalne sojeve virusa. Za razlikovanje terenskog od vakcinalnog soja virusa
prednost imaju real-time PCR protokoli u odnosu na nested PCR Menasherow i sar. (2014) jer
imaju vecu osetljivost, jednostavniji su za izvodenje i brzi (za izvodenje real-time PCR protokola
potrebno je oko 1,5h, a za izvodenje nested PCR protokola sa restrikcionim enzimom potrebno je
7-8h).

Epizootioloska analiza epizootije BKK obuhvatila je utvrdivanje broja ZariSta, brzine Sirenja
epizootije, analizu prostorne i vremenske distribucije epizootije BKK, mapiranje epizootije i
ispitivanje ucestalosti klini¢kih simptoma kod goveda posle vakcinacije na epizootioloSkom
podrucju VSI Nis.

Poznavajué¢i epizootioloske karakteristike 1 dosadaSnje obrasce Sirenja bolesti u zemljama
jugoistocne Evrope, pojava BKK u R. Srbiji bila je ocekivana. Imaju¢i u vidu moguénosti
prenoSenja virusa BKK vektorima i neovlas¢enim kretanjem Zivotinja, ¢ak i1 kratko prisustvo
zaraZzenih Zivotinja predstavljalo je zna€ajan rizik za Sirenje zaraze u prijemcivoj populaciji
zivotinja (EFSA, 2017). U trenutku pojave prvih ZariSta na teritoriji R. Srbije najbliza ZariSta
BKK u susednim zemljama (Bugarska 1 Severna Makedonija) nalazila u pogranicnom podrucju
na udaljenosti od 25 do 30 km (Manic¢ i sar., 2019).

Ne postoje dokazi o nacinu prenosa bolesti na podrucje R. Srbije, ali se moZe pretpostaviti da su
insekti preneti vetrom ili uneti prevoznim sredstvima iz susednih zemalja odgovorni za
prenosenje virusa BKK. Period godine u kojem je doSlo do epizootije BKK, prosecne mesecne
temperature vazduha, gustina naseljenosti goveda u istrazivanom podrucju, izraCunate prosecne
prostorne i vremenske udaljenosti izmedu najblizih Zarista (4,32 km/9 dana), ukazuju na znacaj
hematofagnih insekata u transmisiji BKK na teritoriju R. Srbije (Mani¢ i sar., 2019). Ova
pretpostavka u skladu je sa rezultatima prostorne i vremenske distribucije epizootije BKK na
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Balkanu koja je pokazala da je Sirenje bolesti na manje udaljenosti (<10-15 km/nedeljno)
povezano sa prenosom virusa BKK inficiranim vektorima, ali i kontaktima izmedu inficiranih i
prijemCivih goveda (Mercier i sar., 2018). Nije utvrdeno da li je u pograni¢nim podrucjima bilo
slucajeva ilegalnog transporta ili prodaje Zivotinja.

Tokom epizootije BKK u R. Srbiji je registrovano 225 zarista, od toga na ispitivanom podrucju
189, odnosno 84% od ukupnog broja ZzariSta. Na epizootioloSkom podrucju VSI Ni§ koji
obuhvata pet okruga, epizootija BKK je registrovana u cetiri okruga (P¢injski, Pirotski,
Jablanicki 1 Toplicki okrug). Najveci broj zariSta je registrovan u P¢injskom okrugu (75,1% svih
zariSta u Srbiji). U Pirotskom okrugu registrovano je 11 zarista (4,9%), u Jablani¢kom 7 (3,1%) 1
u Toplickom okrugu dva zarista (0,9%) koja su se pojavila nakon zavrSene vakcinacije. Bolest
nije registrovana jedino u NiSavskom okrugu. Razlog zasto se epizootija nije proSirila na
NiSavski okrug je nepoznat. Moguci razlog je Sto se NiSavski okrug nalazi najudaljenije od
granica sa susednim zemljama, tako da je bilo dovoljno vremena da se epizootija zaustavi
vakcinacijom zivotinja (Mani¢ i1 sar., 2019). Epizootija BKK je registrovana uglavnom u
podruc¢jima koja se grani¢e sa Bugarskom, Severnom Makedonijom, administrativnom granicom
sa Kosovom i sa Crnom Gorom (Mani¢ i sar., 2019).

Od pojave prvog slucaja BKK u Pc¢injskom okrugu, epizootija se tokom juna i jula meseca
prosirila na jugozapadni i istocni deo R. Srbije i registrovana je u ukupno 11 okruga. Tokom juna
meseca pored Sirenja epizootije na podrucju Pcinjskog, Pirotskog i Jablanickog okruga
registrovano je jedno ZariSte na udaljenosti od preko 100 km severno (Zajecarski okrug). U julu
mesecu pojavila su se joS dva zariSta na udaljenosti preko 100 km, u Borskom i Brani¢evskom
okrugu. Prema zvani¢nim izveStajima, prenos bolesti na ova podru¢ja dovodi se u vezu sa
ilegalnim transportom zivotinja, a §to je u skladu sa analizama da je za prenoSenje bolesti na
vece udaljenosti neophodno kretanje zaraZenih Zivotinja (EFSA, 2017; Mercier 1 sar., 2018).
Tokom epizootije 2016. godine u Ruskoj Federaciji pojedini slu¢ajevi BKK bili su udaljeni 800
do 1000 km od pretpostavljenog epizootioloSkog centra, pa se smatra da je Sirenje bolesti u ove
krajeve nastalo nelegalnim kretanjem i/ili trgovinom zarazenih zivotinja (Sprygin i sar., 2018a).
Broj registrovanih ZariSta BKK u R. Srbiji tokom jula meseca (125 Zarista u celoj zemlji, od toga
101 Zari$te na ispitivanom podrudju) nije bio statisti¢ki zna¢ajno veéi nego u junu mesecu () test
4,92; p<0,05), ¢emu su delom doprineli i klimatski uslovi koji su pogodovali aktivnostima
insekata (prosecna temperatura vazduha tokom jula meseca je iznosila 22°C). Nagli pad broja
zariSta tokom avgusta, septembra i oktobra meseca bio je povezan sa primenjenim merama
kontrole 1 suzbijanja BKK, a najve¢im delom sa sprovodenjem vakcinacije. Medutim, i
vremenski uslovi, odnosno pad temperature vazduha u septembru i oktobru uticao je na
smanjenje aktivnosti vektora. Sirenju epizootije doprinela je i ¢injenica da se u juznim delovima
R. Srbije, kao i zemljama u okruzenju (Grcka, Bugarska i Severna Makedonija) (Tuppurainen i
sar., 2019) Zivotinje od aprila do oktobra drze na otvorenom ili se premeStaju na zajednicke
paSnjake Sto omogucava kontakt zivotinja sa razliitim vrstama hematofagnih insekata -
potencijalnih vektora, kao i direktni kontakt Zivotinja iz razlicitih stada.

Utvrdivanje znacaja pojedinih hematofagnih insekata kao potencijalnih vektora virusa BKK
predmet je brojnih istrazivanja. lako je do sada utvrden vektorski potencijal roda Muscidae
(Stomoxys calcitrans i Biomya fasciata) (Weiss, 1968; Mellor i sar., 1987), komaraca vrste Aedes
aegipti (Chihota i sar., 2001) i krpelja vrste Rhipicephalus appendiculatus i Ambliomma
hebraeum (Tuppurainen i sar., 2013; Tuppurainen i sar., 2015a; Tuppurainen i sar., 2015b;
Lubinga i sar., 2015) ne treba zanemariti i ulogu drugih hematofagnih insekata (Culicoides,
Culicidae, Tabanidae sp.) (EFSA, 2017). Imaju¢i u vidu da se od potvrdenih vektora virusa
BKK u Srbiji pojavljuje samo S. calcitrans, moze se pretpostaviti da Su ova vrsta i ostale vrste
roda Muscidae imale ulogu u prenosenju virusa BKK. Na podruc¢ju R. Srbije u uzorcima S.
calcitrans koji su sakupljani iz okruzenja vakcinisanih Zivotinja nije utvrdeno prisustvo genoma
virusa BKK (Milovanovi¢, 2019).
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Na epizootioloskom podruéju VSI Ni§ zarista BKK su registrovana na nadmorskoj visini od 260
do 1495 m, pri ¢emu je 90% zariSta registrovano na nadmorskoj visini preko 500 m (prosecno
992 m) (Mani¢ i sar., 2019). Pojava zariSta na ve¢im nadmorskim visinama moze se objasniti
¢injenicom da se bolest pojavila u periodu kada se ve¢ina goveda napasa na planinskim
pasnjacima. Generalno, zariSta BKK se mogu pojaviti na podru¢jima sa razlicitim nadmorskim
visinama. Tako su tokom epizootije 2016. godine Zarista BKK registrovana u 16 regiona u
Ruskoj Federaciji, pri ¢emu nije utvrdena razlika u broju Zarista u odnosu na nadmorsku visinu
(Sprygin 1 sar., 2018a). U susednoj Crnoj Gori je oko 80% Zarista registrovano na nadmorskoj
visini od 1600 m i vise, §to je povezano sa geografskim karakteristikama i tradicionalnim
nacinom ispase stoke na planinskim pasnjacima u ovoj drzavi (EFSA, 2017).

Na epizootioloskom podruc¢ju VSI Nis epizootija BKK je trajala do 10. avgusta 2016. godine. Na
podrucju deset okruga epizootija je trajala oko dva meseca, izuzev u Raskom okrugu u kome je
trajala priblizno tri meseca (do 1. okrobra 2016. godine). Razlog za navedenu epizootiolosku
situaciju u RaSkom okrugu moze se objasniti ¢injenicom da se u pojedinim opStinama ovog
okruga vakcinacija goveda sprovodila sporije, $to se moze dovesti u vezu sa nomadskim
nac¢inom stocarenja i ispasom stoke na nepristupa¢nim terenima §to je otezavalo sprovodenje
vakcinacije (Mani¢ i sar., 2019). U zemljama u regionu epizootija BKK najkrace je trajala u
Crnoj Gori (1 mesec), zatim u Bugarskoj (3,5 meseci), Severnoj Makedoniji skoro $est meseci,
dok se u Grckoj epizootija javila u dva talasa i trajala je 15 meseci (tokom perioda 2015-2016.
godine). Tokom 2017. godine u Grékoj su registrovana samo dva zariSta, u Severnoj Makedoniji
cetiri zariSta, dok je u Albaniji registrovano 379 zarista (Tuppurainen i sar., 2019). Tokom 2018.
1 2019. godine u regionu Balkana nisu registrovana nova ZariSta BKK (EFSA, 2019; EFSA,
2020).

Prema izvestajima iz zemalja u kojima se BKK pojavila u poslednjih nekoliko godina (zemlje
jugoistocne Evrope, Bliskog Istoka, Ruska Federacija i Azerbejdzan) uoCava se da su brzina
Sirenja epizootije, kao 1 stope morbiditeta, mortaliteta 1 letaliteta zavisile od geografskog
podrucja, aktivnosti 1 brojnosti vektora, na¢ina uzgoja stoke, rase goveda, imunskog statusa
Zivotinja 1 brzine sprovodenja mera kontrole bolesti (Sameea Yousefi i sar., 2017; Zeynalova i
sar., 2016; Kasem i sar., 2016; Sprygin i sar., 2018a). U enzootskim podrucjima BKK stope
morbiditeta se krec¢u od 5 do 45% (Coetzer, 2018), dok u podru¢jima gde se bolest nije ranije
javljala stopa morbiditeta moze i¢i i do 100% (Coetzer, 2004). Mortalitet je relativno nizak i
krece se od 1 do 3% izuzetno do 10% (Coetzer, 2018), odnosno 40% (Davies, 1991a). Analizom
podataka sa ispitivanog podrucja stopa morbiditeta kretala se od 4,1% (Pirotski okrug) do 16,9%
(P¢injski okrug). Prosecna stopa morbiditeta na epizootioloSkom podru¢ju VSI Ni§ (13,6%), bila
je priblizna prose¢noj stopi morbiditeta na teritoriji cele R. Srbije (13,3%). Najniza stopa
morbiditeta u R. Srbiji zabelezena je u Zajecarskom okrugu (0,38%), a najviSa na podrucju
Raskog (23,1%) i Moravickog okruga (33,3%) (Mani¢ i sar., 2019). Prose¢na stopa morbiditeta u
Srbiji bila je slicna stopi morbiditeta u drugim zemljama jugoisto¢ne Evrope, Severnoj
Makedoniji (14,5%), Bugarskoj (13%), Crnoj Gori (20%), Turskoj 12,3% 1 Grckoj (7%).
Izuzetak je Albanija gde je utvrdena znacajno visa stopa morbiditeta (42%) (Sevik i Dogan,
2017; Tuppurainen i sar., 2019). U Ruskoj Federaciji morbiditet se kretao od 0,5 do 100%,
prosecno 10% (Sprygin i sar., 2018a).

U R. Srbiji prosecna stopa mortaliteta je iznosila 2,1% (Tuppurainen i1 sar., 2019), a na
epizootioloskom podruc¢ju VSI Nis 0,4%, pri cemu je mortalitet registrovan samo u P¢injskom
(0,5%) 1 Jablanickom (1,6%) okrugu (Mani¢ 1 sar., 2019). U zemljama u okruZenju stopa
mortaliteta se kretala od 0,5% u Crnoj Gori, 1% u Bugarskoj, 1,5% u Gr¢koj, 6,4% u Turskoj 1
12% u Albaniji, dok u Severnoj Makedoniji mortalitet nije zabeleZen (0%) (Sevik i Dogan, 2017;
Tuppurainen i sar., 2019). Prosecna stopa letaliteta na epizootioloSkom podrucju VSI Nis
iznosila je 3,25%.

Na epizootioloskom podrucju VSI Ni§, na kome su mle¢ne krave najzastupljenija kategorija
(64,15%) u odnosu na priplodne bikove i bikove za tov (8,90%), junice (2,66%) i telad (24,29%)
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najvisa stopa morbiditeta od 94,55%, registrovana je u kategoriji mle¢nih krava, a najniza kod
teladi (2,73%) (3 test 39,88; p<0,01). Nizak morbiditet kod teladi moZe se dovesti u vezu sa
¢injenicom da se telad rede drzi na otvorenom prostoru i pasi, ¢ime se smanjuje mogucnost
kontakta sa vektorima ili inficiranim Zzivotinjama iz drugih stada (Mani¢ i sar., 2019). Stopa
mortaliteta u kategoriji teladi (0,51%) je bila priblizna stopi mortaliteta kod mlecnih krava
(0,48%), dok je letalitet kod teladi bio znatno veci (33,3%) nego kod krava (2,4%), Sto ukazuje
na ¢injenicu da su telad oboljevala sa tezim klini¢kim simptomima i da se bolest kod teladi u
tre¢ini slu¢ajeva zavrSavala uginu¢em, $to potvrduju i druge studije (Gari i sar., 2011).

U odnosu na starosne kategorije, utvrdeno je da je najveci broj obolelih zivotinja bio stariji od 5
godina (57,3%), u odnosu na kategorije starosti izmedu 2 i 5 godina (20,5%) 1 mladih od 2
godine (22,3%) (x2 test 56,85; p<0,01) (Mani¢ i sar., 2019). Veca stopa morbiditeta kod goveda
starijih od dve godine zabelezena je u Saudijskoj Arabiji (Kasem i sar., 2018), u Etiopiji je
utvrdena veca osetljivost mladih kategorija (Gari i sar., 2011), dok u Egiptu nije utvrdena
statisticki znacajna povezanost izmedu uzrasta i stope prevalencija, ukazujuéi da su razlicite
starosne kategorije podjednako izloZene riziku (Elhaig i sar., 2017). Na ispitivanom podrucju
stopa mortaliteta u kategoriji teladi i krava je bila priblizno ista, medutim, letalitet je bio znatno

.....

Stope morbiditeta, mortaliteta 1 letaliteta u R. Srbiji, kao 1 zemljama jugoistocne Evrope ne
pokazuje realno stanje imajuci u vidu ranu primenu vakcinacije, kao i sprovodenje drugih mera
kontrole i suzbijanja bolesti.

Imajuéi u vidu Sirenje epizootije BKK u regionu u cilju kontrole bolesti na podru¢ju R. Srbije
sprovedena je vakcinacija homolognom atenuiranom vakcinom pripremljenom od Neethling soja
virusa BKK (Lumpy skin Disease vaccine for Cattle, OBP, South Africa). Na epizootioloskom
podruc¢ju VSI Ni§ vakcinacija celokupne populacije goveda (100%) je zavrSena za mesec dana,
dok je na teritoriji cele R. Srbije vakcinacija 99,7% populacije goveda zavrsena za dva meseca
(do 31.08.2016.). U susednim drzavama, Bugarskoj i Crnoj Gori, vakcinacija je zavrSena u
avgustu 2016. godine, u Severnoj Makedoniji do kraja decembra 2016. godine, dok je u Gr¢koj 1
Albaniji vakcinacija nastavljena i u 2017. godini. Osim drzava u kojima se BKK pojavila, R.
Hrvatska i Bosna i Hercegovina su jedine zemlje u kojima je 2016., odnosno 2017. godine
vakcinacija uvedena kao mera kontrole, a da na svojoj teritoriji nisu imale registrovane slucajeve
bolesti (EFSA, 2017; EFSA, 2018a). Nakon zavrsetka vakcinacije celokupne populacije goveda,
u periodu od mesec dana nisu se pojavljivala nova Zari§ta BKK u R. Srbiji, Bugarskoj i Crnoj
Gori, $to je pokazalo na izuzetan znacaj vakcinacije kao mere u kontroli bolesti (Tuppurainen i
sar., 2019).

Izvestaji iz zemalja u kojima su goveda vakcinisana zivom atenuiranom vakcinom protiv BKK
ukazuju na to da su se kod izvesnog procenta Zivotinja nakon aplikacije vakcine razvile odredene
klinicke promene koje su se ispoljavale od blagih sistemskih reakcija do pojave karakteristicnih
klini¢kih promena sa pojavom ¢vorova na kozi, padom mle¢nosti, smanjenjem apetita, porastom
telesne temperature, pobacaja i dr. (Abutarbush i sar., 2016; Katsoulos i sar., 2017; Bedekovi¢ i
sar., 2018). Na epizootioloskom podru¢ju VSI Ni§ postvakcinalne komplikacija nisu sistemski
pracene, ali su prijavljene 124 zivotinje sa simptomima koji su se pojavili u periodu od jednog do
30 dana nakon vakcinacije. Pregledom uzoraka od 20 goveda primenom real-time PCR
protokola, kao i nested PCR protokolom kod svih zivotinja utvrdeno je prisustvo terenskog soja
ili je postojala koinfekcija terenskog i vakcinalnog soja ukazujuéi da se radilo o Zivotinjama koje
su vakcinisane u periodu inkubacije. Dobijeni rezultati ukazuju da primena atenuirane vakcine
koja sadrzi Neethling soj virusa BKK nije dovodila do postvakcinalnih reakcija (Manic i sar.,
2019). Medutim, u Hrvatskoj, u kojoj nije bilo slu¢ajeva BKK kod goveda su registrovane
promene nakon vakcinacije (pojava ¢vorova na kozi, pad mlecnosti i dr.). Nakon izolacije 1
sekvenciranja genoma vakcinalnog soja (Neethling soja virusa BKK) virusa BKK utvrdeno je da
je genom vakcinalnog soja virusa nakon pasaze kroz organizam goveda ostao nepromenjen
(Lojki¢ 1 sar., 2018), Sto ukazuje da je upotreba zive vakcine bezbedna i1 da je malo verovatno da
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¢e vakcinalni soj povratiti virulenciju nakon vakcinacije zivotinja (Tuppurainen i sar., 2019). Na
podrucju Balkana (osim u Hrvatskoj), istovremeno trajanje epizootije i sprovodenje vakcinacije
goveda protiv BKK, bili su razlog za tesko¢e u proceni da li su klini¢ki znaci prisutni kod
vakcinisanih zivotinja prouzrokovani vakcinalnim sojem, terenskim sojem ili sa oba soja
istovremeno.

Na pocetku epizootije u R. Srbiji primenjivan je kompletan stamping out, odnosno eutanazija
svih goveda u stadu/Zaristu u kome je potvrden bar jedan klinicki slucaj bolesti. Nakon pocetka
vakcinacije, u zariStima gde su registrovani klini¢ki sluc¢ajevi BKK, eutanazirana su samo
goveda sa ispoljenim klinickim simptomima. Tokom trajanja epizootije BKK u R. Srbiji ukupno
je eutanazirano 709 (0,075%) goveda (547 pre i 142 tokom vakcinacije) u odnosu na ukupnu
populaciju goveda u R. Srbiji, dok je na epizootioloSkom podrucju VSI Ni$ eutanazirano 603
zivotinja (479 pre 1 124 tokom vakcinacije) Sto je cak 85% u odnosu na ukupan broj
eutanaziranih zivotinja u R. Srbiji (Mani¢ i sar., 2019). Imaju¢i u vidu gore navedeno, pored
sprecavanja Sirenja bolesti, prednost uvodenja vakcinacije se ogledao i u smanjenju ekonomskih
gubitaka s obzirom da je broj eutanaziranih Zivotinja nakon vakcinacije bio znatno manji od
broja eutanaziranih Zivotinja pre vakcinacije (x test 244,71, p<0,001). U R. Srbiji broj
eutanaziranih goveda bio je znac¢ajno manji u odnosu na Severnu Makedoniju (3454; 1,54%),
Grcku (6080; 0,83), Crnu Goru (561; 0,59%) 1 Bugarsku (2814; 0,40%). Ove razlike se mogu
dovesti u vezu sa ¢injenicom da su Grcka i Bugarska sprovodile potpuni stamping out u svim
ZariStima bez obzira na vakcinaciju, dok se na podrucju Severne Makedonije 1 Gr¢ke vakcinacija
sprovodila sporije (EFSA, 2017).

Analizom vremena koje je proteklo od postavljanja sumnje do suzbijanja BKK u Zari§tima na
epizootioloskom podrucju VSI Ni§, utvrdeno je da je proseéno vreme iznosilo 2,2 dana, a u
46,6% ZariSta 24h, Sto ukazuje na izuzetno brzo reagovanje veterinarske sluzbe (Mani€ 1 sar.,
2019). Analizirajuci epizootiju BKK u R. Srbije moze se zakljuciti da je veterinarska sluzba
pokazala izuzetnu spremnost i efikasnost u suzbijanju BKK, sto je imalo veliki znacaj u
sprecavanju daljeg sirenja bolesti i dodatnih ekonomskih gubitaka kako na podrucju R. Srbije
tako i zemljama u okruzenju (Hrvatska i Bosna i Hercegovina). Na podruéju R. Srbije od 2016.
godine kada je sprovedena vakcinacija cele populacije goveda protiv BKK, svake godine se radi
revakcinacija, kao i redovna vakcinacija novorodenih zivotinja (Manic i sar., 2019).
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7. ZAKLJUCCI

1. Metodom izolacije virusa na kulturi ¢elija virus bolesti kvrgave koze goveda je izolovan
posle druge pasaze iz uzorka bioptata koze, a prisustvo virusa je potvrdeno primenom
klasi¢nih (VNT) i molekularnih metoda laboratorijske dijagnostike (real-time PCR).
Izolovani soj - Pcinj 1 je drugi izolat virusa bolesti kvrgave koze goveda sa podrucja
Republike Srhije.

2. Filogenetskom analizom uz primenu Neighbor-Joining metode ustanovljeno je da su
nukleotidne sekvence dela RPO30, GPCR, EEV i P32 gena virusa Pcinj 1 i Sest
ekstrahovanih nukleinskih kiselina virusa iz bioptata koze goveda bile 100% identi¢ne sa
analognim sekvencama soja virusa Serbia/Bujanovac/2016 i analognim sekvencama
terenskih sojeva virusa bolesti kvrgave koze goveda poreklom iz Grcke, Izraela, Ruske
Federacije 1 Juzne Afrike.

3. Analizom filogenetskog stabla formiranog na osnovu poredenja celih genoma
kapripoksvirusa (CaPV) koji se nalaze u medunarodnoj banci gena (GeneBank) utvrdeno
je da se virus izolovan u Republici Srbiji (Serbia/Bujanovac/2016) nalazi u podklasteru
sa terenskim sojevima virusa bolesti kvrgave koze goveda izolovanih iz razli¢itih delova
sveta. Najveca podudarnost u redosledu nukleotida utvrdena je sa sojevima virusa
poreklom iz Gréke (Evros/GR/15) 99,99%, lzraela (155920/2012) 99,98%, Ruske
Federacije (Dagestan/2015) 99,96% i Juzne Afrike (Neethling Warmbaths LW) 99,95%.
Manji stepen podudarnosti utvrden je sa vakcinalnim sojevima virusa bolesti kvrgave
koze Neethling-LSD vaccine-OBP (98,88%), SIS-Lumpyvax vaccine i Neethling-
Herbivac vaccine (98,87%) i sojem izolovanim u Ruskoj Federaciji
(LSDV/Russia/Saratov/2017) 99,07%.

4. Prisustvo virusa bolesti kvrgave koze utvrdeno je u 87,8% uzoraka bioptata koze, 72,7%
uzoraka krvi 1 62,5% uzoraka nosnih briseva goveda sa ispoljenim klini¢ckim simptomima
bolesti. Nalaz visokog procenta pozitivnih uzoraka krvi i nosnih briseva pokazali su da su
uzorci uzimani u ranoj fazi infekcije. Na osnovu dobijenih rezultata preporucuje se da se
u cilju sigurne dijagnoze bolesti kvrgave koze goveda od iste zivotinje ispitaju razlicite
vrste uzoraka.

5. Poredenjem rezultata ispitivanja dobijenih primenom protokola za izvodenje metode real-
time PCR, Bowden i sar. (2008) i KV-2 na osnovu dobijene vrednosti k=0,850 utvrden je
idealni nivo saglasnosti izmedu ova dva protokola koja su se koristila u dijagnostici
bolesti kvrgave koZe goveda na teritoriji Republike Srbije.

6. Poredenjem sa real-time PCR protokolom Bowden 1 sar. (2008) specifi¢nost nested PCR
protokola iznosila je 100%, a osetljivost 91,37%. Saglasnost izmedu ova dva protokola
iznosila je 0,467 §to je u rangu prilicne podudarnosti. U odnosu na real-time PCR
protokol KV-2 specifiénost nested PCR protokola iznosila je 100%, a osetljivost 92,70%,
dok je utvrdena saglasnost izmedu ova dva protokola iznosila 0,584 $to je u rangu
prili¢ne podudarnosti. Na osnovu sprovedenih ispitivanja i dobijenih rezultata utvrdeno je
da prednost u dijagnostici imaju protokoli za izvodenje real-time PCR metode u odnosu
na nested PCR zbog vece osetljivosti, ali 1 brZzeg 1 jednostavnijeg izvodenja.

7. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da je novi protokol za izvodenje real-time PCR
metode pod nazivom Terenski Ni§ specifican u identifikaciji svih kapripoksvirusa. U
odnosu na real-time PCR protokol Bowden i sar. (2008), novim protokolom mogu se
razlikovati terenski od vakcinalnih sojeva virusa bolesti kvrgave koze. Poredenjem sa
protokolom Bowden i sar. (2008) specifi¢nost protokola Terenski Nis iznosila je 100%, a
osetljivost 99,28%, dok je u odnosu na protokol KV-2 utvrdena specifi¢nost 87,50% i
osetljivost 100%. Utvrdena je potpuna saglasnost protokola Terenski Ni§ sa
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komercijalnim real-time PCR testom (k=1), idealna saglasnost sa protokolom KV-2
(k=0,930) 1 protokolom Bowden i sar. (2008) (k=0,919) i prilicna saglasnost sa nested
PCR protokolom (k=0,527). Dobijeni rezultati pokazali su da je protokol Terenski Ni§
pouzdan test koji se moze koristiti u dijagnostici bolesti kvrgave koze goveda u
enzootskim podrucjima gde nisu prisutne boginje ovaca i koza.

8. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da je novi prootokol za izvodenje real-time PCR
metode pod nazivom Vakcinalni Ni$ specifican u identifikaciji vakcinalnih sojeva virusa
bolesti kvrgave koze goveda. Kappa statistickom analizom utvrdena je potpuna
saglasnost (k=1) izmedu real-time PCR protokola Vakcinalni Ni§, KV-vac,
komercijalnog real-time PCR testa i nested PCR.

9. Na epizootioloskom podru¢ju VSI Ni§ tokom trajanja epizootije ukupno je registrovano
189 zarista bolesti kvrgave koze goveda od kojih 90 pre i 99 zarista tokom kampanje
vakcinacije. Najveci broj zariSta registrovan je u P¢injskom okrugu (169), u odnosu na
Pirotski (11), Jablanicki (7) 1 Toplicki okrug (2). Nije utvrden uticaj nadmorske visine na
Sirenje epizootije imajuéu u vidu da su zariSta registrovana na podru¢jima sa
nadmorskom visininom od 260 do 1495 m, pri ¢emu je viSe od 50% ZariSta registrovano
na nadmorskoj visini od 782 do 1234 m, prose¢no 992 m. Bolest kvrgave koze Cesce je
registrovana u ZariStima sa prose¢nim brojem goveda od 3 do 10 (50%) u odnosu na
zariSta sa manje od 3 (28,6%) i vise od 10 zivotinja (21,4%).

10. Mapiranjem svih ZariSta i primenom prostorno vremenske analize utvrdeno je da se
epizootija bolesti kvrgave koze goveda na epizootioloskom podruc¢ju VSI Ni§ Sirila
proseénom brzinom od 4,3km/9 dana. Uzimaju¢i u obzir prostornu i vremensku
udaljenost najblizih zariSta u susednim zemljama, nadmorsku visinu u pograni¢nom
podrucju, kao 1 brzinu Sirenja epizootije moze se pretpostaviti da su hematofagni insekti
imali klju¢nu ulogu u prenoSenju virusa bolesti kvrgave koze goveda na teritoriju
Republike Srbije, kao i u lokalnom S§irenju virusa na ispitivanom podrucju.

11. Utvrdena prose¢na stopa morbiditeta na nivou stada iznosila je 13,6%, mortaliteta 0,4% 1
letaliteta 3,25%. Stopa morbiditeta je bila znafajno veca u kategoriji mlecnih krava
(94,55%), u odnosu na telad (2,73%), junice (1,82%) i priplodne i tovne bikove (0,90%).
Letalitet je utvrden samo kod teladi (33,3%) i1 mlecnih krava (2,4%). Najveca
prevalencija je utvrdena kod goveda starijih od 5 godina (57,3%), u odnosu na goveda
starosti od 2 do 5 godina (20,5%) 1 mladih od 2 godine (22,3%).

12. Na epizootioloskom podrucju VSI Ni$ klinicki simptomi registrovani su, u periodu od 1
do 30 (prosecno 8,7) dana nakon vakcinacije, kod 0,13% od ukupnog broja vakcinisanih
goveda. Ispitivanjem uzoraka vakcinisanih goveda u 97,5% uzoraka utvrden je samo
terenski, a u 10% uzoraka i terenski i vakcinalni soj virusa. Na osnovu €injenice da je
terenski soj virusa detektovan kod svih vakcinisanih goveda potvrdeno je da su klinicke
promene posledica infekcije virusom bolesti kvrgave koze.

13. Dobijeni rezultati ukazuju da je u podru¢jima u kojima se sprovodi vakcinacija goveda
protiv bolesti kvrgave koze neophodna primena pouzdanih testova kojima je moguce
razlikovati terenske 1 vakcinalne sojeve virusa u ispituju¢im uzorcima. Na ovaj nacin se
jedino sigurno moze utvrditi prisustvo inficiranih Zivotinja 1 iskljuciti moguce
postvakcinalne komplikacije.

14. Sprovedena ispitivanja i dobijeni rezultati potvrdili su opravdanost primene molekularnih
metoda, kako u brzoj i pouzdanoj dijagnostici bolesti kvrgave koze goveda, tako i u
proceni epizootioloske situacije.
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Lista skrac¢enica

AGID - agar gel imunodifuzioni test

BKK — bolest kvrgave koze

CaPV - Capripoxvirus

DIVA - Differentiating Infected from Vaccinated Animals

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA — etilendiaminotetrasir¢etna kiselina

EEV gen - Extracellular Enveloped Virions gene

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (imunoenzimska imunolo$ka metoda)
GPCR - G-protein coupled chemokine receptor host-specific

GTPV — Goatpox virus (virus boginja koza)

IFAT — indirect fluorescent antibody test (test indirektne imunofluorescencije)

LSD - Lumpy skin disease

MDBK — Madin-Darby bovine kidney (¢elijska linija poreklom od bubrega goveda)
IRNK — informaciona RNK

OIE — Office International des Epizooties (The World Organization for Animal Health) (Svetska
organizacija za zdravlje zivotinja)

ORF - Open reading frame
PBS — fosfatni slani pufer
PCR — polymeraze chain reaction (lanc¢ana reakcija polimeraze)

Real-Time PCR - real-time polymeraze chain reaction (lan¢ana reakcija polimeraze u realnom
vremenu)

SPPV — Sheeppox virus (virus boginja ovaca)
TCID/so — tissue culture infective dose (infektivna doza za 50% kulture tkiva)
VNT - virus neutralizacioni test
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PRILOG 1. Uporedni prikaz rezultata primenom Sest razli¢itih PCR/real-time protokola

PCR/real-time PCR protokol

Terenski | Vakcinalni Rezultat
Vrs_t_a Oznaka uzorka Bowden KV-2 Nis Nis KV-vac qPCR protokola

materijala prema

Cq(AR) | Cq(AR) | Cq(AR) | Cq(AR) Cqar) | "B\ enasherow
u

Bioptat RS7116702821 21,18 20,05 20,19 No Cq / terenski terenski
Bioptat CS7110058342 20,36 20,44 21,07 No Cq / terenski terenski
Bioptat CS7121755008 20,46 18,24 18,94 No Cq / terenski terenski
Bioptat CS7132199834 23,64 25,74 26,47 No Cq / terenski terenski
Bioptat CS7190067026 24,77 20,85 26,38 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7104159333 18,57 18,33 19,54 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7115499552 17,29 16,70 16,91 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7124160590 19,34 19,09 19,73 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7124224733 19,09 17,34 17,76 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7116720047 17,59 16,06 18,31 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7124615618 34,68 23,26 24,30 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7132756596 14,54 16,63 17,23 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7134615632 20,75 16,82 16,65 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7135252333 20,18 18,66 18,80 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7136669726 18,45 20,04 20,56 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7143344429 30,83 31,25 32,39 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7144000770 26,25 26,39 27,11 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7146714686 20,03 21,56 21,87 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7183999233 29,56 30,53 32,69 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7184224297 28,26 30,89 31,93 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7174223632 25,58 24,85 26,48 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7174615600 21,19 21,14 20,49 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7176669654 18,79 16,19 17,89 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7156669749 17,43 16,21 18,22 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7156669792 20,66 18,73 18,95 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7103343243 23,27 20,57 17,13 No Cq / terenski terenski
Bioptat CS7180050432 16,20 14,34 15,61 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7113999868 30,18 31,54 31,14 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7122853946 16,07 15,25 15,64 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7124399356 17,07 18,13 15,79 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7125951665 20,80 19,19 20,17 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7133889487 16,26 16,18 16,75 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7144225859 25,27 23,46 22,50 No Cq / terenski terenski

Bioptat RS7146732647 32,27 31,30 29,30 No Cq / terenski Neg.
Bioptat RS7153583546 17,31 17,24 17,24 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7153887190 17,90 16,99 17,18 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7156726702 16,21 16,10 16,03 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7162855986 19,83 17,28 17,94 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7163077806 19,96 20,89 21,46 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7163386135 29,68 28,92 30,34 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7163432156 18,16 18,27 18,73 No Cq / terenski terenski

Bioptat RS7166695385 36,59 38,42 37,49 No Cq / terenski Neg.
Bioptat RS7170095271 19,36 18,20 19,55 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7171699717 20,61 21,19 22,30 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7173107879 14,07 14,16 14,55 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7190059856 17,50 17,60 17,82 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7196723886 16,10 17,93 18,05 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7145939601 17,04 17,00 17,49 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7190102770 17,70 19,14 18,13 No Cq / terenski terenski
Bioptat RS7194161124 18,59 17,69 17,06 No Cq / terenski terenski
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Bioptat 1/b 24,72 22,56 21,64 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 2/b 16,61 16,19 23,98 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 3/b 24,25 25,39 27,81 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 4/b 17,31 16,24 20,94 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 5/b 19,07 18,13 22,79 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 6/b 16,10 16,23 21,59 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 7/b 20,18 18,16 24,03 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 8/b 19,89 17,73 21,85 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 9/b 17,90 16,69 20,96 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 10/b 18,29 14,34 19,37 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 11/b 17,04 16,00 21,52 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 12/b 17,50 17,60 19,64 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 13/b 16,21 15,10 18,41 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 14/b 17,85 14,16 17,47 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 15/b 15,74 15,25 18,08 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 16/b 25,27 23,46 26,87 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 17/b 19,83 17,28 22,89 No Cq No Cq terenski terenski
Bioptat 18/b 34,59 33,02 37,17 No Cq No Cq terenski terenski
Krv RS7116702821 20,80 19,09 23,43 No Cq / terenski terenski
Krv CS7110058342 30,75 32,67 33,96 No Cq / terenski terenski
Krv CS7121755008 26,50 28,16 28,77 No Cq / terenski terenski
Krv CS7132199834 25,11 27,96 27,23 No Cq / terenski terenski
Krv CS7190067026 31,58 33,03 35,32 No Cq / terenski terenski
Krv RS7104159333 30,15 32,29 33,82 No Cq / terenski terenski
Krv RS7115499552 23,35 22,14 25,63 No Cq / terenski terenski
Krv RS7124160590 28,84 27,03 30,93 No Cq / terenski terenski
Krv RS7124224733 30,11 33,46 34,48 No Cq / terenski Neg.
Krv RS7116720047 27,73 29,24 29,36 No Cq / terenski terenski
Krv RS7124615618 30,28 31,69 32,66 No Cq / terenski terenski
Krv RS7132756596 23,35 25,25 25,76 No Cq / terenski terenski
Krv RS7134615632 26,66 28,23 29,74 No Cq / terenski terenski
Krv RS7135252333 29,47 31,65 35,22 No Cq / terenski terenski
Krv RS7136669726 30,51 32,07 33,82 No Cq / terenski Neg.
Krv RS7143344429 34,59 No Cq 37,58 No Cq / terenski Neg.
Krv RS7144000770 25,89 27,76 29,85 No Cq / terenski terenski
Krv RS7146714686 30,60 31,71 32,92 No Cq / terenski terenski
Krv RS7183999233 27,80 29,87 33,30 No Cq / terenski Neg.
Krv RS7184224297 36,33 No Cq No Cq No Cq / terenski terenski
Krv RS7174223632 28,33 29,87 30,37 No Cq / terenski terenski
Krv RS7174615600 36,38 38,61 38,99 No Cq / terenski terenski
Krv RS7176669654 26,54 28,26 28,88 No Cq / terenski terenski
Krv RS7156669749 25,43 26,79 27,15 No Cq / terenski terenski
Krv RS7156669792 30,16 31,39 34,18 No Cq / terenski terenski
Krv CS7191752695 26,54 29,57 32,45 No Cq / terenski terenski
Krv RS7104224022 30,51 32,07 32,28 No Cq / terenski terenski
Krv RS7103112214 27,72 31,08 33,89 No Cq / terenski terenski
Krv CS7110067073 27,28 29,46 32,76 No Cq / terenski terenski
Krv CS7112073703 25,20 27,14 31,54 No Cq / terenski terenski
Krv RS7113999444 27,94 29,92 32,93 No Cq / terenski terenski
Krv RS7114469900 23,76 25,89 27,40 No Cq / terenski terenski
Krv RS7134669998 27,74 29,92 29,53 No Cq / terenski terenski
Krv RS7156477934 32,36 33,85 33,86 No Cq / terenski Neg.
Krv RS7156695381 24,40 26,70 28,99 No Cq / terenski terenski
Krv RS7162855986 25,19 27,60 30,55 No Cq / terenski terenski
Krv RS7163386135 30,93 33,54 34,84 No Cq / terenski terenski
Krv RS7163775045 25,80 28,15 29,87 No Cq / terenski terenski
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Krv RS7166661744 31,30 34,28 36,64 No Cq / terenski Neg.
Krv RS7166695385 28,28 30,96 32,43 No Cq / terenski terenski
Krv RS7170095271 30,18 32,51 33,79 No Cq / terenski terenski
Krv RS7171699717 28,62 30,02 30,64 No Cq / terenski terenski
Krv RS7172574028 No Cq No Cq No Cq No Cq / Neg. Neg.
Krv RS7173107879 No Cq No Cq No Cq No Cq / Neg. Neg.
Krv RS7176669729 No Cq No Cq No Cq No Cq / Neg. Neg.
Krv RS7183887476 28,14 30,04 31,75 No Cq / terenski terenski
Krv RS7192571873 29,13 30,86 32,27 No Cq / terenski terenski
Krv RS7196714603 24,93 26,84 28,33 No Cq / terenski terenski
Krv 4 28,43 30,25 33,83 No Cq / terenski terenski
Krv 5 28,62 30,02 29,14 No Cq No Cq terenski terenski
Krv 1/k 29,88 31,59 33,87 No Cq No Cq terenski terenski
Krv 21k 2520 | 2796 | 2712 2321 22,96 \fgrkec’:zg;l \fg{fgﬁg;;
Krv 3/k 36,38 38,61 37,19 No Cq No Cq terenski Neg.
Krv 4/k 30,26 31,39 30,28 No Cq No Cq terenski terenski
Krv 5k 2077 | 3165 | 2916 2412 23,67 \fgg‘ﬁg::' \fgg‘f}g;:'
nosni bris | RS7116702821 24,19 26,76 25,89 No Cq / terenski terenski
nosni bris | RS7145939601 17,98 19,58 18,46 No Cq / terenski terenski
nosni bris | RS7174159462 29,50 31,84 30,14 No Cq / terenski Neg.
nosni bris | CS7180062411 No Cq No Cq No Cq No Cq / Neg. Neg.
nosni bris | RS7190102770 No Cq No Cq No Cq No Cq / Neg. Neg.
nosni bris | RS7194161124 27,40 28,91 27,30 No Cq / terenski terenski
nosni bris /s No Cq No Cq No Cq No Cq / Neg. Neg.
nosni bris 2/s 25,37 27,41 26,77 No Cq / terenski terenski
nosni bris 3/s 1569 | 17,94 | 1767 24,61 24,25 \fgrkecrl‘f]';:; \fgg‘;g;:'
nosni bris 4/s 27,76 28,74 28,75 No Cq No Cq terenski terenski
nosni bris 5/s 27,12 27,85 26,04 No Cq No Cq terenski terenski
nosni bris 6/s 20,96 18,95 18,26 No Cq No Cq terenski terenski
nosni bris 7ls 23,56 24,38 24,06 No Cq No Cq terenski terenski
nosni bris 8/s 31,64 32,57 33,04 No Cq No Cq terenski Neg.
nosni bris 9/s 32,75 32,47 31,38 No Cq No Cq terenski terenski
nosni bris 10/s 32,01 32,61 32,01 No Cq No Cq terenski terenski
nosni bris 11/s 32,38 32,54 32,09 No Cq No Cq terenski terenski
nosni bris 12/s 31,23 32,48 32,27 No Cq No Cq terenski terenski
nosni bris 13/s 27,25 27,92 26,24 No Cq No Cq terenski terenski
nosni bris 14/s 22,78 26,65 23,12 No Cq No Cq terenski terenski
nosni bris 15/s 3567 | 3385 | 34,05 25,91 25,22 JZL??;:;. vakcinalni
nosni bris 16/s 21,18 22,47 21,23 No Cq No Cq terenski terenski
krv 2161k/5 32,58 No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 2212k/5 28,04 No Cq No Cq 28,61 27,36 vakcinalni vakcinalni
krv 3507k/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3511k/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3513k/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3514k/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3516k/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3518k/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3520k/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3531k/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 2161h/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 2212h/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3507h/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3511h/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
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nosni bris 3513h/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3514h/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3516h/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3518h/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3520h/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3531h/5 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 2161k/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 2212k/10 29,19 No Cq No Cq 27,53 27,83 vakcinalni | vakcinalni
krv 3507k/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3511k/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3513k/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3514k/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3516k/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3518k/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3520k/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
krv 3531k/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 2161b/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 2212h/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3507b/10 28,14 No Cq No Cq 28,70 28,17 vakcinalni | vakcinalni
nosni bris 3511b/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3513b/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3514b/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3516b/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3518b/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3520b/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
nosni bris 3531b/10 No Cq No Cq No Cq No Cq No Cq Neg. Neg.
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BIOGRAFIJA

Marija Mani¢ rodena je 18. decembra 1986. godine u Vranju. Osnovnu $kolu zavrsila je u selu
Klenike, opstina Bujanovac. Srednju poljoprivredno — veterinarsku $kolu ,,Stevan Sindeli¢* smer
veterinarski tehnicar zavrSila je kao dak generacije 2005. godine u Vranju. Prvu godinu studija
na Fakultetu veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu upisala je Skolske 2005/2006.
godine, a dipolomirala u novembru 2010. godine, prva u svojoj generaciji, sa prose¢nom ocenom
poloZenih ispita 9,67. Tokom studija bila je stipendista Ministarstva prosvete i sporta Republike
Srbije (2007-2009), a na zavr$noj godini studija (2009-2010 godine) bila je stipendista
Ministarstva omladine i sporta Republike Srbije, Fonda za mlade talente. Od strane Univerziteta
u Beogradu dodeljena joj je povelja za studenta generacije.

Od januara 2011. godine stazirala je u veterinarskoj stanici “Bujanovac” iz Bujanovca. Od
februara 2012. do maja 2014. godine radila je kao istrazivaé¢ pripravnik na nacionalnom projektu
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja pod nazivom ,Ekoloska i virusoloSka
istrazivanja prisustva emerging zoonoza u rezervatima prirode Republike Srbije* (rukovodilac
prof. dr Bosiljka Duri¢i¢, evidencioni broj TR 37015, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet
u Beogradu, Katedra za zarazne bolesti zivotinja i bolesti pce la). Od maja 2014. godine do danas
radi u Veterinarskom specijalistickom institutu “Nis* gde obavlja poslove saradnika u Sluzbi za
klini¢ku mikrobiologiju, serologiju i parazitologiju i Sluzbi za bakterijske zoonoze i molekularnu
dijagnostiku.

U okrobru 2016. godine zavrSila je specijalizaciju na Katedri za mikrobiologiju, Fakulteta
veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu, ¢ime je stekla zvanje doktor veterinarske
medicine — specijalista uze specijalnosti iz oblasti mikrobiologija sa imunologijom.

Doktorske akademske studije na Fakultetu veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu
upisala je Skolske 2011/2012. godine. Ispite predvidene planom i programom doktorskih
akademskih studija polozila je sa prose¢nom ocenom 9,27.

Ucestvovala je u brojnim simpozijumima i konferencijama. Do sada je kao autor i koautor
objavila vise od 30 radova od kojih je pet publikovano u medunarodnim ¢asopisima sa SCI liste,
a Cetiri u Casopisima nacionalnog znacaja. Ostali radovi su objavljeni na skupovima nacionalnog
1 medunarodnog karaktera.
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Mpwunor 1.

U3jaBa o0 ayTopCTBY

MoTtnucanu-a: Mapuja MaHuh

6poj ynuca: 15/17

UsjaBrbyjem
[a je [oKTopCKa AucepTaumja noa HacrioBoM

,[IpUmMeHa MonekynapHux metoga y AujarHocTuum Gonectu keBpraee Koxe rosefa Ha
Teputopuju Penybnuke Cpbuje 1 huxos 3Ha4aj y NpoLeHU enu3o0TUOSOLLKE cuTyaumje”

e pe3ynTaTt ConcTBeHOr UCTpaXXnBa4dKkor paga,

e [a NpeanoXxeHa gucepraumja y UenvHN HU Y Aenosuma Huje duna npeanoxeHa
3a pobujare OWUNo koje AuvnNnoMe npema CTyAWCKUM nporpamuma Apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntaTth KOPpeKTHO HaBedeHU U

e [a Hucam KpLuMo/na ayTopcka npaBa v KOPUCTMO MHTENeKTyarlHy CBOjUHY ApYrux
niua.

MoTnuc gokropaHaa
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Y Beorpaay,
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 UCTOBETHOCTU WITaMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Wme n npesume aytopa: Mapuja Manuh
Bpoj ynuca: 15/17
Crtyaunjckm nporpam: [JoKTOpcKe akagemcke ctyauje

Hacnos paga: ,[pumeHa MonekynapHux metoaa y AvjarHoctuum 6onecTu KBprase Koxe
roeefa Ha Teputopuju Penybnuke Cpbuje n HuxoB 3Ha4yaj y NpoLeHN env3ooTUONOLLKE
cuTyaumje”

MeHTOP: ap Cona Ob6peHosuh, BaHpeaHM npodecop

ap dejan BugaHosuh, BULWM Hay4yHU capagHuK

MoTtnucanu: Mapwja Maxuh

usjaBrbyjeM Aa je WTamnaHa Bep3wja MOr JOKTOPCKOr paja WUCTOBETHa ENEKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepao/ma 3a objaBrbuBawe Ha noprtany AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteTta y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe Moju NMYHM Nogaum BesaHn 3a aobuvjake akageMcKor 3Baka
LOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe v npe3ume, roanHa u mecto pofewa n gatym oabpaHe
paga.

OBM nnM4HM nopaun mory ce 06jaBuT Ha MpexHUM CcTpaHuuama aurutande
6ubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTtanory u y nybnukaumjama YHusepsuteTa y beorpagy.

MoTtnuc poKkTtopaHaa

y Eeorpap‘y, ,/ 7 C (j 2 OLo




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBep3uteTcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® aa y [urutanHu
penosutopujym YHuBepauteTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpCKY AucepTauujy nog
HacnosoMm:

,MpMeHa MoneKynapHux meToga y anjarHocTuum 6onecTu Kepraee KoXe roeeaa Ha
TepuTopuju Peny6rnnke Cpbuje 1 UXoB 3Ha4aj y NPOLIEHN en300TMOosOoLLKe cuTyaumje”

KOja je Moje ayTopCcKo Aeno.

OucepTaumjy ca CBAM MNpunosvma npepao/na cam y enekTpoHcKoM dopmary norogHom
3a TpajHO apxuBMpaH-E.

Mojy LOKTOPCKY AucepTauujy noxparweHy y [urutanHu penosutopujym YHuBepsuTerta y
Beorpagy mory ga kopucTe CBU Koju MowTyjy oapenbe caapxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTtopcTBo
2. AYyTOpCTBO - HEKOMEpLIMjanHo
@ AyTOpPCTBO — HEKOMepuujanHo — 6e3 npepane
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLIMjanHo — AennuTy No4 UCTUM yCroBumMa
5. Aytopcteo — 6e3 npepage
6. AyTOopCcTBO — AENUTW NOA UCTUM YCroBUMa

(MonumMo [fa 3aoKpyxuTe camo jeaHy of LeCT MOHyReHUX nuueHuw, kpartak onuc
NMUEHUM AaT je Ha nonefuHu nucTa).

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagay, f3.09. Zolo
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1. AyTopcTBO - [J03BOrbaBaTe yMHOXaBare, ANCTpUBYyLMjy 1 jaBHO caoriuTaBake Aena,
U npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvH oapeheH of cTpaHe ayrtopa unu
fJaBaoua nuueHue, uak u y komepuwjanHe cspxe. OBo je HajcnobopHuja of CBUX
nueHuu.

2. AytopcTBO — HekomMepuujanHo. [lo3BorbaeaTte ymMHOXaBawe, AUCTpubyuujy u jaBHo
caonwiTaBare Aena, U npepage, ako ce HaBede vMe aytopa Ha HauvH oapeheH of
cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOSbaBa KoMmepuujandy
ynoTpeby pena.

3. AytopcTBO - HekomepuujanHo — 0Ge3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBame,
avctpubyumjy M jaBHO caonwTasawe pAena, 6e3 npomeHa, npeobnuvkosBawa WUnu
ynotpebe fena y cBOM Aeny, ako ce HaBefe VMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe
aytopa unu aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOSbaBa KomepLuwmjanHy ynoTpeby
Aena. Y ogHocy Ha CBe ocTarne NuueHLe, OBOM NULIEHLIOM Ce orpaHvyasa Hajsehu obum
npasa kopuiLherwa aena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMmepuujarHo — AenuTW noh WCTUM ycrioBuma. [losBorbasaTe
yMHOXaBate, AMCTpUOYLMjy 1 jaBHO caonwuTaBake fena, U npepaje, ako ce Hasene
Me ayTopa Ha HauuH oapefeH of CTpaHe ayTopa wWnu Aasaoua NuLeHue 1 ako ce
npepaga auCTpubyvpa nog WCTOM wnu crndHom nuvueHuom. OBa nuueHua He
[103BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby fena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBakwe, AUCTpUOYyLM)y W jaBHO
caonwTaBsamwe aena, 6e3 npomera, npeobnukosara unu ynotpebe aena y csom feny,
aKo ce HaBege vMMe aytopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wnu gasaoua
nuueHue. Oea nuueHua fo3BorbaBa komepuujandy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - [JenuTu noA WCTUM ycnosuma. [lo3eorbaBate yMHOXaBake,
ANCTpUbYLIMjy 1 jaBHO caoniwiTaBare Aena, v npepaje, ako ce Haseae vme aytopa Ha
HauuH oppeheH of CTpaHe ayTopa wnu pAasaoua nuUeHUe U ako ce npepaja
avctpubympa nog wWctom wnu  cnvyHoMm nuvueHuoMm. OBa nuvueHua [o3BoSbasa
komepumjanHy ynotpeby pena u npepapa. CnuyHa je codTBEPCKMM nuvueHuama,
OAHOCHO NMLEeHLamMa OTBOPEHOr KoAa.



