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1. UVOD

Virus infektivnog bronhitisa (IBV) je koronavirus uzro¢nik pti¢jeg infektivnog bronhitisa.
Najcesce napada pilice u kojima zahvaca respiratorni, reprodukcijski, probavni i mokraéni sustav.
Zbog velikog broja serotipova virusa infektivnog bronhitisa, bolest se iz SAD-a proSirila po
cijelom svijetu. Identificirano je Sest razli¢itih virusnih genotipova IBV-a, a njihova distribucija i
raznolikost ovisi 0 geografskom polozaju (Valastro i sur., 2016). S pojavom bolesti 1931. godine
povezuju se veliki ekonomski gubici u peradarskoj industriji zbog smanjenja ili gubitka
proizvodnje jaja te visoke stope smrtnosti peradi (Bande i sur., 2015). JoS jedna negativna strana
bolesti je Sto se lako Siri zrakom, izravnim dodirom kokos$i na farmama te neposredno mehanicki
npr. kontaminacija opreme za perad, materijala za pakiranje jaja, gnojiva, hrane, vode ili fekalija

(Ignjatovic¢ i Sapats, 2000).

Najucinkovitiji nacin suzbijanja Sirenja infektivnog bronhitisa, pa tako i smanjivanje
ekonomskih gubitaka, je primjena cjepiva. Vecina se cjepiva za IBV temelji na zivim, oslabljenim
ili nezivim virusima dobivenih iz klasi¢nih ili varijantnih serotipova. Neki sojevi IBV-a za koja
postoje cjepiva mogu nestati zbog pojave novih varijanta pa je zbog toga potreban razvoj novih
cjepiva (Meeusen i sur., 2007). Pojava novih varijanta virusa povezana je S mutacijama,
rekombinacijama te virusnim selektivnim pritiskom zbog cijepljenja ili djelomi¢no imunih ptica
(Bande i sur., 2017).

Virus pti¢jeg infektivnog bronhitisa soja sli¢nog varijantu 2 koji se joS naziva genotipski GI-23
IBV genotip GI-23 kruzi u zemljama Bliskog Istoka ve¢ skoro 20 godina. Ime je dobio po genetski
slicnom varijantu 2, a kod pili¢a zarazenih virusom sli¢cnom varijantu 2 uoceni su respiratorni i

mokrac¢ni problemi (Meir i sur., 2004).

Cilj ovog diplomskog rada je bio optimizirati uzgoj cjepiva protiv virusa pti¢jeg infektivnog
bronhitisa, sli¢nog varijantu 2 metodom dizajna eksperimenta. Stoga je bilo potrebno statistiCkom
analizom prona¢i optimum u kojem su postignuti najbolji rezultati. Ispitani su ucinci triju
¢imbenika za koje je prethodno ustanovljeno da imaju najveci utjecaj na titar virusa sli¢nog varijantu

2 tijekom uzgoja koji se provodi u svrhu razvoja cjepiva protiv pti¢jeg infektivnog bronhitisa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PTICJI INFEKTIVNI BRONHITIS

2.1.1. Povijest

Infektivni bronhitis je zarazna bolest koja se javlja u peradarskoj industriji diljem svijeta.
1931. godine u Sjevernoj Dakoti u Sjedinjenim Americkim Drzavama prvi put su opisani simptomi
bolesti koja zahvaca mlade pilice, a naj¢eS¢e napada respiratorni sustav (Schalk i Hawn, 1931).
Bolest je odgovorna za velike ekonomske gubitke u peradarskoj industriji diljem svijeta zbog
velikih varijacija u antigenima te je to potaknulo znanstvenike da vise od pola stoljeca prouc¢avaju
virus infektivnog bronhitisa (IBV, eng. infectious bronchitis virus) (Cavanagh, 2007). Virus je
prisutan diljem svijeta te je otkriven Sirok spektar razliitih serotipova i genotipova virusa

infektivnog bronhitisa (de Wit i sur., 2011).

2.1.2. Klinicka obiljezja

Klini¢ki slucajevi povezani su s respiratornim, reproduktivnim, probavnim i bubreznim
infekcijama domace peradi 1 raznih drugih vrsta ptica (Cavanagh, 2005). Virus se razmnoZava
prvenstveno u respiratornom sustavu, ali i u epitelnim stanicama drugih organa (crijeva, bubrezi,
jajovodi). Bolest se ocituje kasljanjem, kihanjem, iscjetkom iz nosa, pukotinama u traheji,
smanjenim unosom hrane, gubitkom na tezini, nateCenim sinusima, pove¢anim unosom vode,
vlaznim izmetom i depresijom, a sve te simptome uzrokuje virus koji se replicira u gornjem
respiratornom traktu te se Siri na druge organe. Infekcija virusom u nekim slu¢ajevima moze
nastetiti jajovodu Sto rezultira smanjenjem ili gubitkom proizvodnje jaja. Kod jata pili¢a u starosti
od pet do Sest tjedana smrtnost uzrokovana infektivnim bronhitisom je 20 do 30% (Ignjatovi¢ i
sur., 2002; Seifi 1 sur., 2010). Smrtnost se moze povecati ako je pili¢ izloZzen bakterijskim
infekcijama uzrokovanim bakterijama kao S$to su Escherichia coli, Ornithobacterium
rhinotracheale i Bordetella avium (Hopkins i Yoder, 1984; Matthijs i sur., 2003; Cavanagh i Gelb,

2008). lzlozenost infektivnom virusu ne mora uvijek rezultirati smréu. Pili¢i se mogu brzo



oporaviti ako su inficirani blago virulentnim sojem te nisu izloZeni bakterijskim infekcijama
(Abro, 2013).

S obzirom na tkivo koje napada, viruse infektivnog bronhitisa (IBV) dijelimo na one koje
napadaju respiratorni sustav i one koje ne napadaju respiratorni sustav (nefropatogeni). Klasi¢ni
IBV, poput serotipa Massachusetts, inficira diSne puteve, dok nefropatogeni sojevi, sojeve koje
uglavnom nalazimo u zemljama Azije i Bliskog Istoka, inficiraju najces¢e bubrege, ali i druge
organe. Tako npr. marokanski IBV-G inficira i osteuje gastrointestinalni trakt, a QX IBV, naden
u Kini, a danas se proSirio i do Europe i Afrike, uz infekciju bubrega inficira i reproduktivni sustav
$to u konacnici dovodi do velike smrtnosti (Bande i sur., 2017). Simptomi bronhitisa javljaju se

36 - 48 sati nakon izlaganja virusu (Bande i sur., 2017).

Bolest se prenosi zrakom, izravnim dodirom koko$i na farmama te neposredno
mehanickim Sirenjem npr. kontaminacija opreme za perad, materijala za pakiranje jaja, gnojiva,
hrane, vode ili fekalija (Ignjatovi¢ i Sapats, 2000). Zarazene ptice izbacuju virus u okolis i time
kontaminiraju njegovo okruzenje. U literaturi nema podataka o ljudskoj infekciji virusom pticjeg

infektivnog bronhitisa.
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{ o
(c N\
DUSNIK
JEDNJAK <
JAJOVOD {
PLUCA BUBREG f'.
_
SLIJEPO CRIJEVO REKTUM ,.j

DVANAESNIK -
BURZA

Slika 1. Prikaz mjesta napada i replikacije virusa infektivnog bronhitisa u kokosi (Cavanagh,
2005).



2.1.3. Rasprostranjenost

Identificirano je Sest razli¢itih virusnih genotipova IBV-a, a njihova distribucija i
raznolikost ovisi o geografskom polozaju (Valastro i sur., 2016). Globalne distribucije glavnih
IBV serotipova, poput Mass-tip, 4/91, D274, QX-sli¢nih i Italija02, prikazane su na slici 1. Postoje
serotipovi, kao $to su QX iz Kine, Mass iz SAD-a, 4/91 iz Velike Britanije i H120 iz Nizozemske,
koji imaju lokalne i regionalne utjecaje, ali imaju i moguénost Sirenja na druge zemlje (de Wit i
sur., 2012; Jackwood, 2012). Zbog toga cjepiva, koja se razvijaju kako bi sprijecila i kontrolirala

prijetnje koje uzrokuje virus, su najcesce bazirana na Mass/H120 soju koji se najvise proSirio.

Slika 2. Distribucija IBV serotipa uklju¢ujuc¢i Massachusetts (potjece iz SAD-a); 4/91 i D274
(potjecu iz Europe); QX sli¢ni serotipi (potjece iz Kine) i nekoliko lokalnih serotipova (Bande i
sur. 2017).

Epidemioloske indikacije potvrdile su cirkulaciju nekoliko serotipova virusa u razli¢itim
dijelovima svijeta. U Europi se virus infektivnog bronhitisa prvi put pojavio poc¢etkom 1970.
godine (Dawson i Gough, 1971). Europski serotipovi identificirani su u Velikoj Britaniji,
Francuskoj, Belgiji, Italiji, Poljskoj i Spanjolskoj (Bande i sur., 2017). U zapadnoj Europi

4



prevladavaju serotipovi 793B, Mass tip, H120, M41, IBM, Italija02 i varijanta koja je usko
povezana s kineskim QX (Worthington i sur., 2008). IBV QX-sli¢an prvi put je izoliran u Europi
2004. godine, a zabiljeZeni su u Skotskoj, Italiji, Nizozemskoj, Poljskoj, Sloveniji, Spanjolskoj,
Velikoj Britaniji i Svedskoj te je u novije vrijeme postao najzahtjevniji IBV u Europi (Bende i sur.,
2017).

2.2. VIRUS INFEKTIVNOG BRONHITISA (IBV)
2.2.1. Opce karakteristike

IBV pripada rodu Coronavirus, obitelji Coronaviridae, redu Nidovirales. Virus
infektivnog bronhitisa s jo§ nekim virusima pripada grupi 3 koronavirusa (Armesto i sur., 2009).
Od pojave SARS koronavirusa u ljudi 2002. godine pojacala je zainteresiranost za koronavirusima

u drugim vrstama, ukljucujuéi i ptice.

Virusi su nestanicni entiteti, ¢estice na granici izmedu Zive i nezive prirode. Ne mozemo
ih smatrati zivim bi¢ima jer nemaju stani¢nu gradu te nemaju sposobnost samostalnog disanja,
prehrane 1 razmnozavanja. Ono $to ih ¢ini zivima je prisutnost slozenih organskih molekula
(proteini i nukleinske kiseline) u gradi virusnih Cestica. Virusi se ne mogu samostalno
razmnoZzavati, ali se mogu umnazati unutar stanica zivih bica te ih zbog toga nazivamo parazitima.
Izvan zive stanice virus ¢e kristalizirati. Kristalizacija je proces karakteristi¢an za rast minerala te
ga to Cini dijelom nezive prirode. Virusi pripadaju najmanjim bioloskim objektima duljine 20 do
400 nm. Virus je graden od kapside, kapsomere, nukleokapside i vanjskog omotaca. Jednolancana
ili dvolancana DNA ili RNA obavijena je kapsidom (proteinski omotac). Kapsomera je proteinska
jedinica koja tvori kapsidu, a kapsida i nukleinska kiselina zajedno tvore nukleokapsidu. Dodatni

vanjski omotac je lipoproteinska ovojnica koja je promjenjiva oblika, nije ¢vrsta.

Virus infektivnog bronhitisa moze prezivjeti pri pH 6 do 7,3 (Cowen i Hitchner, 1975), a
vec¢ina sojeva inaktivira se pri 46°C nakon 90 minuta izlaganja. Koronavirusi su virusi koji se
repliciraju u citoplazmi domacina te sadrze jednolanCanu RNA molekulu. Genom dug 27,6 kb
kodira za 4 strukturna proteina (Siljasti glikoproteini (S), proteini ovojnice (E), proteini membrane

(M) i nukleokapsidni protein (N) koji su prikazani na slici 3) i nestrukturne proteine. Promjer



virusa iznosi oko 120 nm, glikoproteini za specifi¢no vezanje na osjetljive stanice (eng. S-proteins,

"spike proteins") koji strSe na povrSini ovojnice virusa, veli¢ine su 20 nm (Cavanagh i Gelb, 2008).

2.2.1.1. Koronavirusi

Koronavirusi su rasporedeni u tri skupine, a IBV pripada tre¢oj skupini. U pocetku se ta
podjela temeljila na antigenskim odnosima koja se kasnije potvrdila sekvenciranjem (Cavanagh,
2007). U tre¢oj skupini koronavirusa osim IBV-a nalaze se i koronavirus purana (TCoV),
koronavirus fazana (PhCoV), koronavirus guske (GCov), koronavirus patke (DCoV) i koronavirus
goluba (PiCoV).

Slika 3. IBV okruzen je lipidnom ovojnicom unutar koje se nalazi RNA genom dug 27,6 kb. N
protein okruZzuju RNA, dok se 3 ostala proteina nalaze na ovojnici. E protein se nalazi samo u
tragovima, dok se M protein pojavljuje u najvecem broju. S protein je veliki protein koji se nalazi

na povrsini virusa (Cavanagh, 2005).



2.2.2. Organizacija genoma

Glavni dio genoma organiziran je kao dva otvorena okvira ¢itanja (ORF, eng. open reading
frames) koja se preklapaju, ORFla i ORF1b, koji kodiraju za dva velika poliproteina 1a i 1b.
Preostali dio genoma sastoji se od podrucja koji kodiraju za strukturne proteine (S, E, M i N).
Takoder u genomu se nalaze i dva pomo¢na gena, ORF3 i ORFS, koji eksprimiraju dodatne
proteine 3a i 3b te 5a i 5b (Pasternak i sur., 2006). Sve ovo opisano prikazano je na slici 4.

Redoslijed strukturnih proteinskih gena unutar genoma jednak je za sve koronaviruse.
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Slika 4. Shematski prikaz organizacije genoma infektivnog virusa bronhitisa (Umar i sur., 2016).

2.2.2.1. Nestrukturni proteini

Dvije tre¢ine genoma sastoji se od ORF1a i ORF1b koji kodiraju za poliproteine 1a i 1b.
Ti poliproteini doprinose formiranju replikacijskog i transkripcijskog kompleksa (Imbert i sur.,
2008). Nakon cijepanja, poliproteini stvaraju 15 nestrukturnih proteina (3C sli¢na proteaza, papain

proteaza, RNA ovisna polimeraza i drugi nestrukturni proteini) (van Hemert i sur., 2008).



2.2.2.2. Strukturni proteini

Glikoproteini za specifiéno vezanje na osjetljive stanice (eng. S-proteins, "spike proteins™)
koji strSe na povrSini ovojnice svih koronavirusa sadrze cetiri domene koje su ukljuCene u
smjesStanje S proteina u lipidni dvosloj virusa. IBV S gen sastoji se od 1162 aminokiseline i
podijeljen je na dvije podjedinice, N-terminalnu S1 podjedinicu (535 aminokiselina) i C-
terminalnu S2 podjedinicu (627 aminokiselina). S1 podjedinica sadrZzi serotip specifi¢ni antigen
(epitop) koji je odgovoran za vezanje na stanicu domacina, neutralizaciju antitijela i imunoloski
odgovor (Abro, 2013), dok S2 podjedinica omogucuje fuziju virusa (Belouzard, 2012) i
oligomerizaciju proteina te ulazak proteina u osjetljive stanice domacina. Pri¢vr§¢ivanjem virusa
uz pomo¢ S proteina na stanicu domacina dolazi do oslobodenja RNA molekule u citoplazmu
domacina gdje se onda odvija replikacija te RNA molekule. Velike promjene u slijedu nukleotida

sekvence S-proteina mogu promijeniti zastitnu sposobnost cjepiva (Cavanagh i Gelb, 2008).

Ekspresijom gena 3 nastaju dva proteina, protein 3a i 3b. Gen 3 sastoji se od dva ORF-a
(ORF3aiORF3b) koji sadrze visoko ocuvane regije nukleotidnih sljedova (Mo i sur., 2012). Uloga

proteina jos$ nije otkrivena, ali smatra se da doprinose virulenciji virusa (Shen i sur., 2003).

Proteini ovojnice (E) su mali integralni proteini membrane povezani s ovojnicom virusa.
Dokazano je da su proteini ovojnice klju¢ni za nakupljanje i fuziju virusa te mutacije u proteinima

ovojnice mogu znacajno utjecati na nakupljanje virusa u stanicama domacina (Fischer i sur., 1998;

Maeda i sur., 1999).

Membranski protein (M) je protein koji se nalazi u lipidnom dvosloju te odrZzava strukturni
integritet virusa. Membranski proteini odgovorni su za organizaciju i fuziju virusa interakcijom s
drugim strukturnim proteinima (Hogue i Machamer, 2008). Membranski protein je glikoliziran u
N-terminalnoj regiji pomoc¢u N-veznih oligosaharidnih molekula, a uloga glikolizacije M proteina
jo§ nije jasna.

Gen 5 kodira za dva proteina 5a i 5b, a sastoji se od dva ORF-a (ORF5a i ORF5b). Njihova
uloga nije otkrivena, ali kao i kod 3a i 3b proteina vjeruje se da doprinosi virulentnosti virusa

(Casais i sur., 2005) te nemaju ulogu pri replikaciji RNA molekule.



Nukleokapsidni protein (N) sastoji se od 409 aminokiselina te je ukljucen u razli¢ite
funkcije kao Sto su pakiranje virusa, stvaranje virusne jezgre, transdukcija signala i modulacija
procesa u stanicama domacina (He i sur., 2004; You i sur., 2007). N protein se funkcionalno veze
za genomsku RNA stvarajuci spiralni ribonukleoproteinski kompleks (RNPC) pomazu¢i tako pri
replikaciji, transkripciji, translaciji i pakiranju virusnog genoma tijekom procesa replikacije

(Jayaram i sur., 2005).

2.2.3. Domadini virusa

IBV inficira Sirok spektar pti¢jih vrsta kao npr. kokosi, guske, golubove, patke, paunove,
jarebice, tela i zamorce (Cavanagh, 2007), ali za prirodne domacine smatraju se kokos i fazan
(Cavanagh i sur., 1988). Zabiljezeni su i izolati IBV-a kod prepelica, pingvina i zamoraca (Liais i
sur., 2014). Osjetljivost domacina na sojeve virusa ovisi o viSe ¢imbenika, a to su dob domacina,

genetika domacina 1/ili okolisni stres.

2.2.4. Evolucija virusa

Genske promjene poput mutacija, rekombinacija 1 selektivnog pritiska igraju znacajnu
ulogu u evoluciji virusnog genoma (Liu i sur., 2007). Rekombinacija se obi¢no dogada izmedu
dva ili vi$e virusa koji inficiraju istu stanicu, a to su najces¢e IBV i drugi koronavirusi (Jackwood
isur., 2012). Mutacije i selektivni pritisak u hipervarijabilnim regijama gena omogucuju virusu da

se prilagodi na novu vrstu domacina, $to doprinosi evoluciji virusa (Liu i sur., 2007).

IBV serotipovi se razlikuju otprilike 20 do 25% u njihovim S1 glikoproteinskim
sekvencama, nekad te razlike mogu dosec¢i i 50% (Bande i sur., 2017), a promjena od samo 5%
moze dovesti do promjene u serotipovima (Bende i sur., 2015). Kao i kod ve¢ine RNA virusa, pa
tako i kod 1BV-a, promjene na virusnom genomu dovode do nastanka razli¢itih genotipova koji
onda na razli¢ite nacine djeluju na domacina (razliciti ishodi infekcije) (Jia i sur., 1995; Lim i sur.,
2011; Jackwood i sur., 2012). Jo$ uvijek nije jasno kako se razvijaju koronavirusi, osobito IBV,
ali moze se re¢i da na nastanak novih genotipova/serotipova koronavirusa utjecu sljedece tri stvari:

a) nukleotidne mutacije (delecija, insercije, tockaste mutacije), b) RNA rekombinacija in vitro i in
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vivo i ¢) virusni selektivni pritisak zbog cijepljenja ili djelomi¢no imunih ptica (Bande i sur., 2017).
In vitro rekombinacija odvija se pod strogim laboratorijim uvjetima, dok se in vivo rekombinacija
ne moze kontrolirati. Za in vivo rekombinaciju znamo da je stopa ucestalosti visoka odnosno pet
od osam ispitanih uzoraka IBV-a pokazuje mogucnost rekombinacije (Kusters i sur., 1990).
Promjene u redoslijedu u S1 sekvenci moguce su i tijekom adaptacije virusa u Vero stanicama ili

nakon nekoliko pasaza u pile¢im embrijima tijekom razvoja cjepiva.

Veliki broj IBV serotipova identificiran je i prijavljen Sirom svijeta kao npr. Arkansas,
Connecticut (Conn), Massachusetts (Mass), 4/91 ili 793B, D274, H120, Italija02, QX.
Serotipizacija sojeva IBV-a obi¢no se provodi pomocu sustava temeljenog na infekciji kokosi
IBV-om sa serotip specificnim epitopom. Danas je serotipizacija IBV-a sve rjeda zbog pojave
velikog broja inacica IBV-a, a za serotipizaciju je potrebno protutijelo specificno za serotip Sto
nije lako dobiti (de Wit i sur., 2011). Zbog toga se u posljednje vrijeme tipizacija virusa provodi
molekularnim metodama pomocu kojih je moguce identificirati mnoge vrste virusa. Genotipizacija
IBV-a provodi se umnozavanjem visoko varijabilne regije sekvence S1 lanCanom reakcijom

polimeraze (RT - PCR) nakon ¢ega slijedi sekvenciranje (de Wit, 2000).

10



CK/UK/3355/09
671 CK/SWE/065846/10
CK/SWE/062545/09
CKISWE/079692/10
CKIFR/1450L/05
CKI/NL/1449T104
CKISPIT0/09
fc KiSL/305/08

GX-like

4191/UK
o CKISP[315/98 | 4/ 91
% CKISP/327/99
os| CKISWE/423/97
& CKISWEI1096/97
1) L CKISWE/242/95
|cmswer2£-1r95
100 CK/NL/3896
|CK/NL D207

CKISP/5438/04
100 =
CKISL/208/08

100 CKUK/LE3304
EEC.& TI497/02

Massachusetts

D274

Italy-02

e
0.02

Slika 5. Filogeneticko stablo, dobiveno usporednim analizama S1 sekvence S gena sojeva iz

razlic¢itih zemalja, prikazuje evoluciju IBV genotipova u Europi (Abro, 2013).

2.2.5. Otkrivanje i identifikacija virusa infektivnog bronhitisa

Zbog stalne evolucije neprestano se pojavljuju nove varijante IBV-a po cijelom svijetu te
ih je zbog toga bitno mo¢i otkriti 1 identificirati pomocu raznih metoda. Najces¢i testovi za rutinsku
dijagnozu su izolacija virusa, inhibicija hemaglutinacije (HI, eng. hemagglutination inhibition),
imuno-enzimska (ELISA, eng. Enzyme Linked Imunosorbent Assay) metoda, test
imunoperoksidaze (IPA, eng. immunoperoxidase assay), test neutralizacije virusa (VNT, eng.
virus neutralisation test), test imunofluorescencije (IFA, eng. immunofluorescence assay), test

precipitizacije u agaru (AGPT, eng. agar gel precipitation test) i RT-PCR (eng. reverse
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transcription polymerase chain reaction) (de Wit, 2000). Vecina konvencionalnih dijagnostic¢kih
ispitivanja su dugotrajna, skupa te daju relativno nisku specifi¢nost 1 osjetljivost (Abro, 2013). U
veterinarskoj medicini razradeni su razli€iti testovi primjenom PCR u stvarnom vremenu (eng.
real-time PCR) za dijagnozu razli¢itih zaraznih patogena pa tako i za specifi¢no otkrivanje IBV-
a. Real time RT-PCR je vrlo osjetljiva metoda i moZe se primijeniti za brzo otkrivanje i
identificiranje IBV-a. Tipizacija virusa temelji se na usporednoj analizi nukleotidnih sljedova

varijabilnog S gena.

IBV se najuspjesnije izolira iz sluznice traheje i pluca nekoliko dana do jednog tjedna
nakon infekcije domacina. RT-PCR se sve viSe Kkoristi za identificiranje S-glikoproteina
genotipova nadenih na terenu. Genotipizacija upotrebom pocetnica specificnih za S1 podjedinicu
S gena ili sekvenciranje S gena opcenito daje slicne, ali ne uvijek identi¢ne rezultate kao HI ili
VNT serotipizacija (OIE, 2008). Serotip se moZe odrediti upotrebom HI i VNT metode uz
odgovaraju¢i antiserum. Komercijalni ELISA testovi se koriste za pracenje odgovora antitijela u
serumu. Antigeni koji se koriste u komercijalno dostupnim testovima imaju Siroki raspon reakcija

na razlicite serotipove.

2.2.6. Soj slican varijantu 2

Virus pticjeg infektivnog bronhitisa soj slican varijantu 2 koji se joS naziva genotipski Gl-
23 IBV genotip GI-23 kruzi u zemljama Bliskog Istoka ve¢ skoro 20 godina, a prvi put je
identificiran u Izraelu 1998. godine, samo dvije godine nakon pojave prve epidemije IBV-a
uzrokovane sojem Varijant 1 (Callison i sur., 2001). Kod pili¢a kod kojih su uoceni respiratorni i
mokracni problemi pronaden je soj genetski slican Varijantu 2 pa je nazvan sli¢an varijantu 2 (Meir
i sur., 2004). Tijekom godina broj slu¢ajeva uzrokovan sojem sli¢nim varijantu 2 Se Smanjivao sve
do 2006. godine kada je nastupio drugi val epidemije (Lisowska i sur., 2017). 2010. godine
izraelska peradarska industrija pocela je primjenjivati novo cjepivo protiv soja sli¢énog varijantu 2
zbog velikih ekonomskih gubitaka (Even-Chen i sur., 2014). Neke zemlje Bliskog Istoka, kako bi
smanjile problem uzrokovan genotipom GI-23, upotrebljavale su cjepiva protiv serotipa H120
(Selim i sur., 2013). Soj sli¢an varijantu 2 brzo se prosirio na druge zemlje Bliskog Istoka, 20009.

godine pojavio se u Jordanu i na sjeveru Iraka (Seger i sur., 2016). Molekularno pracenje sojeva
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IBV-a koji cirkuliraju Iranom pokazalo je da je 17,2 % klini¢kih slu¢ajeva uzrokovano sojem
sli¢énim varijantu 2 (Hosseini i sur., 2015). U 2011. i 2012. godini soj sli¢an varijantu 2 identificiran
je i u Egiptu, Turskoj i Libiji (Yilmaz i sur., 2016; Zanaty i sur., 2016). Kasnije je prisustvo soja
otkriveno i u Saudijskoj Arabiji, Kuvajtu, Bahreinu, Armeniji, a od 2015. godine i u Rusiji, Litvi,
Poljskoj 1 Ukrajini (Lisowska i sur., 2017). Intenzivna medunarodna trgovina, nekontrolirano
kretanje ljudi i Zivotinja preko granica zemalja Bliskog Istoka moguci su uzroci Sirenja genotipa
GI-23 (Hussein i sur., 2014). Soj sli¢an varijantu 2 je nefropatogen odnosno osim Sto napada disni
sustav napada i bubrege i jajovod Sto rezultira smanjenom proizvodnjom jaja (Selim i sur., 2013).

Genom je organiziran kao i kod svih koronavirusa (slika 6). Sastoji se od dijela koji kodira
za nestrukturne proteine lai 1b te dijela koji kodira za strukturne proteine S, E, M, N, 3a, 3b, 5a i
5b.

N (25 B56 — 27 085
5a (25471 - 25 668

4b (25112 -25 396
E (24 154 -24 438
1a (482 — 12 334) 1b (12 409 - 20 382)
3a(23809-23982
5'UTR  3'UTR
)

M (24 431 -25111
4c¢ (25317 - 25475

5b (25 665 — 25 913)

Slika 6. Organizacija genoma soja sli¢nog varijantu 2 (Lisowska i sur., 2017).

13



2.3. IMUNITET | CJEPIVA

2.3.1. Imunitet

Svrha cijepljenja je stvaranje imunosti osnovane na postojanju odgovarajuceg titra
protutijela i populacije aktiviranih stanica, koje se mogu brzo umnoziti nakon ponovnog dodira s
antigenom koji se unio cijepljenjem. Imunitet dijelimo na prirodeni i steceni (adaptivni). Prirodeni
imunitet dijeli se na vanjsku obranu (koza, sekreti i mukozne membrane) i unutraSnju obranu
(fagocitne stanice, antimikrobni protein, upalne reakcije, stanice prirodene ubojice). Adaptivni
imunitet dijeli se na humoralni i stani¢no posredovani imunitet. Humoralni imunitet je posredovan
protutijelima koje proizvode B limfociti te je osnovni obrambeni mehanizam organizma protiv
patogena i njihovih toksina pri ¢emu se izlu¢ena protutijela vezu na njih i sudjeluju u njihovom
uklanjanju. Stani¢no posredovani imunitet je obrana organizma od patogena djelovanjem T stanica
koje: a) aktiviraju makrofage koji fagocitiraju patogenom inficiranu stanicu, b) izravno unistavaju

inficiranu stanicu i c¢) oslobadaju citokine koji unistavaju inficiranu stanicu (Andreis i sur., 2010).

Antigeni su proteinske ili polisaharidne molekule koje se nalaze na povrSini virusa,
bakterija i drugih organizama ili su slobodne molekule. Svaki antigen ima ogranicene dijelove koji

se nazivaju epitopi i svaki epitop veze specificnu molekulu protutijela (slika 7).

Protutijelo
A

Antigen I|
L

-
o
Protutijelo B

Protutijele C

Slika 7. Prikaz vezanja protutijela i antigena preko epitopa (Anonymous, 2001).
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2.3.2. Opcenito o cjepivima

Aktivna imunizacija, cijepljenje, je unoSenje Zivih, oslabljenih ili inaktiviranih (mrtvih)
uzro¢nika zarazne bolesti ili njihovih izlu€evina u organizam ¢ovjeka ili Zivotinja radi stvaranja
specificne otpornosti na odredene zarazne bolesti (Medicinski leksikon, 1992). Vrste virusnih
cjepiva mozemo podijeliti na 4 skupine: a) Ziva atenuirana cjepiva, b) neziva/inaktivirana cjepiva,

C) podjedini¢na cjepiva i d) cjepiva na bazi nukleinskih kiselina.

2.3.3. Proizvodnja cjepiva

Proizvodnja cjepiva obuhvaca 3 osnovne faze: 1. uzgoj virusa, 2. postupke proc¢is¢avanja
proizvoda i 3. formulaciju proizvoda. Za uzgoj virusa zahtijeva se prisutnost supstrata odnosno
zivog domacina da bi se mogao replicirati, a moguci supstrati su tkivo zZivotinje, pile¢i embriji i
stani¢ne kulture. Kod in vivo uzgoja virusa antigen se inokulira u organ zivotinje i nakon inkubacije
uzima se inficirani organ. Kod uzgoja virusa u pileem embriju, virus se inokulira u alantoisnu
vrec¢icu 9 do 11 dana starih pile¢ih embrija. Jaja se onda inkubiraju 2 do 3 dana, prosvjetljuju se
da se provjeri je li embrij Ziv i je li doSlo do kontaminacije virusom. Nakon toga slijedi sakupljanje
alantoinsne tekucine, procis¢avanja i oblikovanja cjepiva. Kod proizvodnje virusnih Cestica u
kulturama Zivotinjskih stanica dolazi do usmjeravanja stani¢nih funkcija k proizvodnji virusnih
Cestica koja se odvija nakon infekcije kulture virusom. Nema proizvodnje stanicne biomase, ve¢
samo virusnih Cestica te nutritivni i metabolicki uvjeti se razlikuju od faze rasta stani¢ne kulture.
Stani¢na kultura mora biti osjetljiva na odredeni virus kako bi se taj virus mogao umnazati u vrlo

visokim koncentracijama (Leland i Ginocchio, 2007).

15



2.3.4. Vrste virusnih cjepiva
2.3.4.1. Ziva/atenuirana cjepiva

Dobivaju se od virusa koji se umnozavaju u stanici, ali je geneticki izmijenjen odnosno
atenuiran tako da ne izaziva bolest. Virus posjeduje proteine (antigene) koji izazivaju imunoloski
odgovor koji Stiti organizam od bolesti izazvane patogenim virusom. Prednosti primjene Zivih
cjepiva su: a) jednokratna doza je dovoljna da izazove dugotrajni imunitet, b) osiguravaju vecu
koli¢inu antigena koji se u organizmu moze umnazati, ¢) duze vrijeme izlaganje imunoloskog
sustava antigenu i d) jeftina proizvodnja. Nedostaci su da ponekad virusi mogu revertirati ili
mutirati u oblike koje izazivaju bolest te se tako Siriti te zahtijevaju ¢uvanje u hladnjaku kako bi

se zadrZala aktivnost cjepiva (Bande i sur., 2015).

Ziva atenuirana 1B cjepiva su prva generacija cjepiva protiv IBV-a koja se koriste za
kontrolu infekcije na terenima. Cjepiva su komercijalno dostupna za primjenu putem vode za pice
ili kao sprejevi koji se primjenjuju na pili¢ima starim od jednog dana do tjedan dana. Pojacano
cijepljenje provodi se s istim cjepivom ili u kombinaciji s drugim sojevima 2 do 3 tjedna nakon
prvog cijepljenja (Cavanagh, 2003). Komercijalno dostupna cjepiva potjecu od razlicitih
serotipova, npr. M41 i H25 (Sasipreeyajsan i sur., 2012), ali medu zemljama postoje varijacije u
tipu cjepiva protiv IBV-a zbog razli¢itosti sojeva koje prevladavaju u pojedinim regijama. Iz
logistickih i ekonomskih razloga Ziva atenuirana cjepiva kombiniraju se s drugim virusnim
cjepivima kao npr. cjepivo protiv Newcastleske bolesti i Marekove bolesti (Bande i sur., 2015).
Primjeri nekih komercijalno dostupnih cjepiva: Nobilis 1B-Ma5 (MSD Animal Health, UK)
dobiven iz Mass serotipa, AviPro 1B H120 (Lohmann Animal Health, Germany), Nobilis IB 4-91
(MSD Animal Health, UK), Gallivac CR88 (Merial, USA) i POULVAC IB QX (Pfizer, France).

2.3.4.2. NeZiva (inaktivirana) cjepiva

Patogeni virus se kao i kod Zivih cjepiva uzgaja na Zivim supstratima i uzrokuje bolest, ali
se na kraju procesa kemijski inaktivira. Prednost primjene inaktiviranih cjepiva je to Sto antigen
ne moze mutirati ili revertirati u oblik koji moze dovesti do pojave simptoma bolesti. Nedostaci su

to S$to se virus ne moze umnazati u organizmu pa je jacina imunoloskog odgovora ogranicena,
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zahtijevaju primjenu veceg broja doza kako bi se postigla razina zastitnog imuniteta i vrlo su visoki

troSkovi proizvodnje.

Inaktivirana ili neziva cjepiva mogu se upotrebljavati kao pojedinacna ili u kombinaciji sa
Zivim atenuiranim cjepivima (Finney i sur., 1990). Inaktivirana cjepiva najceS¢e se primjenjuju
ubrizgavanjem kod pili¢a starih 13 do 18 tjedana. Moze se zakljuciti da primjena inaktiviranih
cjepiva nije prakti¢na u peradarskoj industriji iz viSe razloga, kao npr. ako nisu u kombinaciji sa
Zivim atenuiranim cjepivom izazivaju manji imunolodki odgovor, potrebna je velika doza i/ili
viSekratno cijepljenje te sami nac¢in primjene injektiranjem nije prakti¢an u velikim peradarskim

farmama (Bande i sur., 2015).

2.3.4.3. Podjedinicna cjepiva

Podjedini¢na cjepiva su cjepiva koja sadrze proteinske fragmente virusa bitnih za stvaranje
imuniteta, a ne cijele ¢estice virusa odnosno dolazi do uklanjanja DNA ili RNA molekule. Prednost
primjene ovih cjepiva je da ne sadrze dijelove antigena koji mogu izazvati nezeljene reakcije.
Rekombinantno cjepivo je podjedini¢no cjepivo dobiveno tehnologijom rDNA pomocéu
ekspresijskih sustava (bakterije, kvasci i stanice kukaca). Rekombinantna cjepiva jo$ uvijek nisu
nasla veliku primjenu u kontroli infekcija virusom infektivnog bronhitisa, ali njihov potencijal je
sve ve¢i te ga znanstvenici sve viSe prepoznaju. Rekombinantna cjepiva koja se nalaze u

eksperimentalnim fazama razvoja su DNA cjepiva i peptidna cjepiva (Bande i sur., 2015).

2.3.4.4. DNA cjepiva

Cjepiva na osnovi nukleinskih kiselina sadrze plazmidne DNA vektore (rjede RNA) koji
kodiraju za antigen ili antigene od interesa. Nakon unosa plazmida, antigen se eksprimira in situ i
dolazi do stvaranja specifi¢nog imunoloskog odgovora. Prednosti primjene DNA cjepiva su da se
plazmidi lako proizvode u velikim koli¢inama, DNA je stabilna i podnosi visoke temperature tako
da su cuvanje i transport cjepiva olaksani, lako se moze odgovoriti na promjene infektivnog agensa
budu¢i da se DNA sekvenca moze dobiti u laboratorijskim uvjetima, mogu se koristiti smjese

plazmida koje kodiraju brojne proteinske fragmente jednog ili viSe virusa pa se moZe proizvesti
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Sirok spektar cjepiva te nemaju proteinsku komponentu pa nema imunogenih reakcija. Nedostaci
primjene su moguénost ugradnje plazmida u genom primatelja (mutageneza), stvaranje
autoimunog odgovora (patogena anti DNA-protutijela), stvaranje imunoloske tolerancije

(ekspresija antigena kod domacina moze dovesti do nespecifi¢nog ne-odgovora na taj antigen).

Do nedavno nije bilo komercijalno dostupnog DNA cjepiva u peradarskoj industriji, ali to
se u zadnje vrijeme mijenja jer su znanstvenici sve vise zainteresirani za proizvodnju takvog tipa
cjepiva Sto nam pokazuje podatak da se nekoliko proizvoda nalazi u eksperimentalnom stadiju
razvoja kao npr. pDKArkS-DP cjepivo bazirano na genu S1 serotipa Arkansas (Liu, 2011). DNA
cjepiva se primjenjuju injektiranjem Sto dovodi do limitacije primjene cjepiva u velikim
peradarskim industrijama. Problem bi se mogao rijesiti tako da se cjepivo daje putem vode za pice

ili u obliku spreja (Bande i sur., 2015).

2.3.4.5. Peptidna cjepiva

Proizvodnja peptidnih cjepiva je temeljena na izravnoj kemijskoj sintezi peptidne
sekvence. Cjepiva sadrze peptide (imunogene epitope) koji mogu izazvati jak imunoloski odgovor
kad se unose u organizam pomoc¢u nosaca ili adjuvansa jer ako se unese samo peptid onda ne dolazi

do znacajnog imunoloskog odgovora buduci da se brzo izlucuje iz organizma.

Peptidna cjepiva koja se nalaze u eksperimentalnom stadiju razvoja pokazuju obecavajucu
ulogu u kontroli i borbi protiv IBV-a. Nekoliko istrazivanja fokusirana su na razvijanju peptidnih
cjepiva s ve¢im brojem epitopa za primjenu protiv razli€itih serotipova virusa diljem svijeta
(Bande i sur., 2015). Yang i sur. (2009) su razvili IBV cjepivo bazirano na velikom broju epitopa
iz S1 1 N gena. Analize ekspresije 1 imunizacije pokazale su da sinteticki dizajnirani peptidi

izazivaju imunolo8ki odgovor koji §titi organizam od virusa u 80% slucajeva (Bende i sur., 2015).
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2.3.5. Cjepiva za virus infektivnog bronhitisa (IBV)

Infektivni bronhitis se kontrolira primjenom Zivih atenuiranih cjepiva koja se dobivaju od
virulentnih virusa koja su oslabljena visestrukim serijskim pasazama (najcesc¢e 50 pasaza). Pasaze
odnosno oslabljivanje virusa provodi se na embrijima pilica starih otprilike od 10 do 11 dana
(Armesto i sur., 2009). Kao posljedica ovog procesa virus postaje prilagodeniji embriju, §to se

ocituje ucinkovitijom replikacijom i ve¢om patogenoscéu virusa prema embriju.

Cijepljenje je glavni alat u kontroli IBV infekcija. Medutim, ovaj pristup je izazvao
nastajanje novih IBV serotipova (danas vise od 50 varijanti). Neki sojevi IBV-a za koja postoje
cjepiva mogu nestati zbog pojave novih varijanta pa je zbog toga potreban razvoj novih cjepiva.
Vecina se cjepiva za IBV temelji na zivim, oslabljenim ili nezivim virusima dobivenih iz klasi¢nih
ili varijantnih serotipova. Takva cjepiva razvijena su iz sojeva koja potjec¢u iz SAD-a kao Sto su
M41, Ma5, Ark, Conn i Nizozemske kao $to su H52 1 H120, ali i iz nekih sojeva koji potjecu iz
Europe (793/B, CR88, iD274) (Bande i sur., 2015). Svjetska organizacija za zdravlje Zivotinja
(OIE, eng. World Organisation for Animal Health) preporucuje da distribucija IBV serotipova u
svakoj geografskoj regiji treba utjecati na izbor cjepiva. Nedavno su se pojavile kineske varijante
QX-a koje izazivaju epidemije u Europi, Aziji, Bliskom Istoku i Africi i time pokazujuci pomak u

geografskoj distribuciji (Bande i sur., 2015).

2.4. DIZAJN EKSPERIMENTA

Dizajn eksperimenta (DoE, eng. design of experiments) pojam je koji obuhvaca planiranje,
projektiranje 1 analizu eksperimenta potrebne za donoSenje vazecih i opcéenitih zakljucaka na
djelotvoran i u¢inkovit nac¢in (Montgomery i Rugner, 2003b). Koristi se za razvoj novih proizvoda
ili procesa te za njihovo unaprjedenje ili ispitivanje otpornosti te u pronalazenju parametara Kkoji
su znacajni za neki proizvod ili proces (Markusic¢ i sur., 2013). Cilj dizajna eksperimenta je pronaci

optimum u kojem je postignuta najbolja moguca kvaliteta s najmanjim troskovima.

Dizajn eksperimenta se provodi tako da se istovremeno ispituju svi parametri za koje se
smatra da imaju utjecaj na proizvod ili proces. Mora se odrediti neka standardna operativna

vrijednost oko koje se onda provode niz eksperimenata kao Sto je prikazano na slici 8. Na primjer,
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odredeno je da se ispituje tri parametra (X1, X2 i X3) kojima se pridaje neka standardna vrijednost.
Prvi parametar X1 ima standardnu vrijednost 300, te drugi X2 i tre¢i parametar X3 standardnu
vrijednost 75. Na kocki je vidljivo kako svaki parametar varira sustavno oko centralne vrijednosti
Sto znaci da se X1 joS ispituje na vrijednostima 200 i 400, a X2 i X3 na vrijednostima 50 i 100. Na
kraju se izrauna koji operativni parametar ima kakav utjecaj na proizvod ili proces (Eriksson i

sur., 2000).

Standard xid2
I00/75FT5
O
50
L&
200 X1 4{”:' 5'}

Slika 8. Princip dizajna eksperimenta (Eriksson i sur., 2000).

Glavni cilj dizajna eksperimenata je utvrditi varijable koje imaju utjecaj na rezultat, utvrditi
optimalne vrijednosti svih vaznih ¢imbenika X kako bi uvijek davale priblizno istu vrijednost
rezultata Y te utvrditi optimalne vrijednosti svih vaznih ¢imbenika X kako bi varijacija izmedu
rezultata Y bila mala (Anderson i Withcomb, 2015).

Cimbenici su procesni ulazni parametri koji se ispituju na razinama. Ulazni parametri se
naj¢eS$ée oznacavaju sa slovom ,,X* i dodjeljuju im se brojevi (vrijednosti) kako bi se razlikovali.
Mogu biti kategoricki ili numericki. Cimbenici se mogu ispitivati na dvije ili vise razina, ovisno o
samom ¢imbeniku. AKo se u sklopu dizajna eksperimenta pravilno primjene nasumicnost izvedbe
eksperimenta, ponavljanje i podjela eksperimenta na blokove, dolazi do pobolj$anja uc¢inkovitosti
ispitivanja (Antony, 2003a). Ponavljanje je proces izvodenja eksperimenta nasumi¢nim

redoslijedom. Ponavljanje je vazno zbog dva svojstva: omoguéavanje izracuna procjene
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eksperimentalne standardne gresSke (SE) te dozvoljavanje osobi koja vrsi eksperimente precizniju
procjenu u¢inka ¢imbenika ili medudjelovanja. U slu¢aju da je broj ponavljanja bio jednak O ili 1,
ne bi se moglo sa sigurno$¢u valjano zakljuciti (Montgomery i Runger, 2003e). Podjela
eksperimenta na blokove metoda je kojom se eliminira u¢inak vanjskih varijacija zbog pozadinskih
Cimbenika i tako se povecava ulinkovitost dizajna eksperimenta. Glavni cilj je uklanjanje
nezeljenih izvora varijabilnosti kao §to su razlike izmedu dvije Sarze ili dva dana. Ideja je grupirati
sli¢ne eksperimente u blokove koji se izvode u razli¢itim uvjetima. Dizajn eksperimenta se dijeli
na potpuni faktorijalni dizajn eksperimenata te djelomic¢ni faktorijalni dizajn eksperimenata na
dvije ili tri razine (Antony, 2014). Faktorijalni dizajn omogucuje ispitivanje zajednickog ucinka
¢imbenika (odnosno procesnih parametara) na rezultate. Potpuni faktorijalni dizajn eksperimenata
sastoji se od izvodenja eksperimenta svih mogu¢ih kombinacija na svim razinama za sve
¢imbenike. Djelomicni faktorijalni dizajn je dizajn eksperimenta u kojem se izvode eksperimenti
samo adekvatno odabranih dijelova svih kombinacija sveukupnog dizajna eksperimenta
(Montgomery, 2005). Ako je broj ¢imbenika, K, ispitivanih na dvije razine onda je broj ukupnih
eksperimenta za ispitivanje svih kombinacija 2¥ §to zna¢i da broj ukupnih eksperimenta u
potpunom faktorijalnom dizajnu moze postati velik. Na primjer ako se koriste dva ¢imbenika na
dvije razine to je onda 22 = 4 eksperimenta, ali ako se uzme &etiri ¢Gimbenika na tri razine, to je
onda 3* = 81 eksperiment. Time se gubi vrijeme i resursi za mali broj ispitanih ¢imbenika, a

problem se rjeSava odabiranjem % ili ¥a kombinacija potpunog faktorijalnog dizajna.

Primjenom dizajna eksperimenata, ispitana su tri ¢imbenika u svrhu optimizacije uzgoja
virusa infektivnog pti¢jeg bronhitisa i razvoja cjepiva. Eksperiment je ponovljen tri puta, na dvije

razine tako da iznosi 2° = 8 eksperimenta.

Tablica 1 sadrZi matricu dizajna kada eksperiment obuhvaca analizu 3 razlicita ¢imbenika
na dvije razine, koristenjem StatSoft Inc. Statistica 6.1. racunalnog programa. Razlikuju se
,»Visoka“ i ,,niska“ razina, a u matri¢nom sustavu su zabiljezene simbolima ,,+1* za ,,visoku“ i ,,-
1* za ,,nisku® razinu. Nenasumicéni eksperimenti od 1 do 8 standardnim redom navedeni su u prvom

stupcu tablice. Tako se eksperiment 1 provodi na ,,niskoj* razini za sva 3 ¢imbenika.
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Tablica 1. Matrica dizajna eksperimenata (Antony, 2003a)

Cimbenik
Eksperiment X % X
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5) -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. KEMIKALIJE | OPREMA
3.1.1. Kemikalije

e PBS - Phosphate Buffered Saline (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e MEM - Minimum Essential Medium (Lonza Group AG, Basel, Svicarska)

e DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Lonza Group AG, Basel,
Svicarska)

e HEPES (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e FBS - Fetal Bovine Serum (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e Specific-Pathogen-Free (SPF) jaja (Valo, Njemacka)

e Otopina tripsina

e Neesencijalne aminokiseline (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo)

¢ Neomicin (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e Triptan Blue bojilo

3.1.2. Oprema
e LF kabinet (eng. Laminar-flow cabinet) — laminarni kabinet s vertikalnim

strujanjem zraka

e Inkubatori za jaja (Fiem, Italija)

e Inkubator za kulture stanica (Memmert, Njemacka)

e Hladnjak

e Vorteks mijeSalica

e Ultra zamrziva¢ (New Brunswick Scientific™ Innova U 725-G Upright
Freezer, Fischer Scientific, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e Standardno sterilno posude za rad laboratoriju s jajima, virusima i kulturama

stanica
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e Automatske pipete (5-50 pL, 10 — 100 pL, 20 — 200 pL, 100 — 1000 pL, 500
— 5000 pL)
e Laboratorijska centrifuga (Andreas Hettich GmbH, Universal 320, Njemacka)

e Inverzni mikroskop (Oympus, Japan)

3.2. METODE RADA
3.2.1. Dizajn eksperimenta

Dizajnom eksperimenata ispituju se 3 ¢imbenika i njihov utjecaj na rezultate uzgoja: X1 -
starost embrija u SPF jajima za vrijeme inokulacije virusa (10 ili 13 dana stari), X2 - titar
inokuluma odnosno titar virusa kojim se inokuliraju embrionirana SPF jaja (2,0 ili 3,0 log TCIDsg
mL1), X3 - vrijeme inkubacije inokuliranih embrioniranih SPF jaja (18 ili 30h). TCID (eng. Tissue
Culture Infectious Dose 50) je recipro¢na vrijednost razrjedenja doze koja dovodi do promjene

(citopatskog ucinka; CPE, eng. cytopathic effect) kod 50% inficiranih stani¢nih kultura.

Tablica 2. Tri ispitivana ¢imbenika i njihove razine

Cimbenici NiZa razina (-) Visa razina (+)
X1 (dani) 10 13
X2 (log TCIDso mLY) 2,0 3,0
X3 (h) 18 30

U odnosu na postojece uvjete razvoja cjepiva za soj virusa slicnog varijantu 2 uzro¢nika
pti¢jeg infektivnog bronhitisa odredene su niza i vi$a razina za svaki ¢imbenik. U tablici 2
prikazane su viSa i niZa razina sva tri ¢imbenika dobivena dizajnom eksperimenta odnosno
dobivene su gornje i donje granice uvjeta uzgoja virusa. Za dizajn eksperimenta primijenjen je
program StatSoft Inc. Statistica 6.1 (TIBCO) kako bi se predvidjeli bitni ¢imbenici i njihove
interakcije na ukupni rezultat uzgoja virusa sli¢nog varijantu 2. Koristen je potpuni faktorijalni
dizajn eksperimenata s ponavljanjem na dvije razine s tri ¢imbenika s ukupno 8 eksperimenta (2°).

Eksperimenti su oznaceni slovima od ,,0* do ,,Z“ te su svi izradeni istovremeno unutar jednog
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ponavljanja. Cjelokupni eksperiment je ponovljen tri puta za bolju analizu rezultata. U tablici 3
prikazane su kombinacije procijenjenih bitnih ucinaka pri uzgoju virusa pti¢jeg infektivnog

bronhitisa sli¢nog varijantu 2 prema matrici potpunog faktorijalnog dizajna 23,

Tablica 3. IstraZivanje i optimizacija uzgoja virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa sli¢nog varijantu

2 primjenom matrice potpunog faktorijalnog dizajna 23

Cimbenik
Eksperiment X1 X3 X3
O -1 -1 -1
P 1 -1 -1
R -1 1 -1
S 1 1 -1
T -1 -1 1
U 1 -1 1
\% -1 1 1
Z 1 1 1

3.2.2. Uzgoj virusa sli¢nog varijantu 2

Virus infektivnog pticjeg bronhitisa sli¢nog varijantu 2 je u vlasnistvu tvrtke Genera d.d.
Virus se do koriStenja ¢uva u hladnjac¢i na -80°C. Uzgoj virusa provodi se u LF kabinetu u
aseptiénim uvjetima. Sve §to se unosi u LF kabinet mora biti dezinficirano. Kako bi se dobili
inokulumi 2,0 i 3,0 log TCIDsp mL™ razrijedio se pocetni titra virusa od 7,7 log TCIDso mL™ s

kompletnim EMEM medijem.

Za eksperiment je ukupno koriSteno 48 embrioniranih SPF jaja starih 10 dana i 13 dana
koja se prije unoSenja u LF kabinet i inokulacije lampiraju te dezinficiraju 70%-tnim etanolom. U
eksperimentu se koriste samo jaja sa zivim embrijima. 24 embrioniranih jaja starosti 10 i 24
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embrioniranih jaja starosti 13 dana su inficirani inokulumima 2,0 i 3,0 log TCIDso mL™ kako je
prikazano u tablici 4. Svaki eksperiment proveden je tri puta. Inokulacija virusa izvrSena je
pomocu Sprice sa sterilnom iglom kroz rupicu na ljusci jajeta (probusenom trepanatorom) do
alantoisne tekucine, pri ¢emu je svako jaje inokulirano s 0,1 mL odgovaraju¢eg inokuluma, a put

inokulacije prikazan je naslici 9.

Tablica 4. Dizajn eksperimenta

Starost

10 13
embrija (dani)

Inokulum (log
TCIDso mL1)
Vrijeme
inkubacije (h)

Oznaka

2,0 3,0 2,0 3,0

18 30 18 30 18 30 18 30

eksperimenta

Amnionska H Inokulacija na CAM
vredica '

Unutrasnja membrana

Ljuska ~__
Zra¢na komora

| =1 Inokulacija u alantoisnu tekuéinu

. _

Alantoisha \\\\33?7 :

/ a—31 Inokulacija u Zumanjc¢anu vredicu

tekuéina -\ = Inokulacija u alantoisnu tekuéinu
Zurrjgnjcana Korioalantoisna
vrecica

membrana

Slika 9. Prikaz puteva inokulacije virusa u jaje (Aryal, 2018). Inokulacija virusa sli¢nog varijantu

2 provodi se u alantoisnu tekucinu jer se tamo najbolje razmnoZava.
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Jaja su podijeljena u 4 grupe, a to su 12 SPF jaja starih 10 dana i 12 SPF jaja starih 13 dana
inficirano s inokulumom 2,0 log TCIDso mL* prikazanih na slici 10 te je 12 SPF jaja starih 10
dana i 12 SPF jaja starih 13 dana inficirano s inokulumom 3,0 log TCIDso mL™ koja su prikazana
na slici 11. Svaka kombinacija ¢imbenika dobila je pripadajucu oznaku odnosno KkoriSteno je
zadnjih 8 slova engleske abecede. Na primjer oznaku ,, T“ ima kombinacija ¢imbenika koja
ukljucuje jaja stara 13 dana, inokulirana s 2,0 log TCIDso mL™ te inkubirana tijekom 18h u
inkubatoru za jaja. Potom su sva inokulirana jaja uloZena u inkubator za jaja pri temperaturi od
37.5°C i vlaznosti zraka >50%. Prije inkubacije jaja su se podijelila u 8 grupa jer su se jaja
inkubirala tijekom 18 i 30 sati. Svaka grupa imala je 6 jaja odredene starosti odnosno embriji stari
10 ili 13 dana, inficirana s inokulumima 2,0 ili 3,0 log TCIDso mL™ te uloZena na odredeno vrijeme
(18 ili 30h). Nakon potrebnog perioda inkubacije, a prije Zetve sva su jaja ohladena na temperaturu

od 2 do 8°C preko noc¢i kako bi se izazvala smrt embrija, stisnule krvne Zile i tako smanjila

krvarenja prilikom Zetve.

Slika 10. Prikaz SPF jaja inokulirana s 2,0 log TCIDso mL™* koje su spremne za inkubaciju 18 ili
30 sati (vlastita fotografija).
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Slika 11. Prikaz SPF jaja inokulirana s 3,0 log TCIDso mL™ koje su spremne za inkubaciju 18 ili
30 sati (vlastita fotografija).

3.2.3. Zetva virusa kultiviranog u jajima

Jaja koja su dezinficirana sa 70%-tnim etanolom otvaraju se u LF kabinetu. Otklanja se
ljuska i membrane kao $to je prikazano naslici 12. Potom se pomocu pipete iz svakog jaja prebaci
0,9 mL alantosine teku¢ine u Falcon epruvetu koja se centrifugira. Centrifugom nastaje alikvot
koji se podjeli u 2 Eppendorf epruvete od 1,5 mL. Ukupno 16 Eppendorf epruveta se ¢uva na -
80°C do infekcije kulture stanica bubrega pile¢ih embrija za potrebe odredivanja koncentracije

virusa.

28



Slika 12. Prikaz prvog koraka Zetve; uklanjanje ljuske i membrana sterilnom pincetom (vlastita

fotografija).

3.2.4. Priprema kulture stanica bubrega pile¢ih embrija

Kultura stanica bubrega pile¢ih embrija (CEK, eng. Chicken Embryo Kidney) obuhvatila
je izolaciju uzgoj stanica primarne kulture iz pile¢ih embrija starih 17 dana (OIE, 2018a). Najprije
je odstranjen pile¢i bubreg, i ispran u otopini PBS-a 2 puta. Nakon toga je provedeno razlaganje
organa na stanice u 0,25%-tnoj otopini tripsina pri sobnoj temperaturi. Tako priredena suspenzija
stanica je filtrirana, a zatim centrifugirana 10 min pri 300 rcf-a (eng. relative centrifugal force)
Dobiveni supernatant se odbacuje, a preostali talog dodaje u medij s fetalnim govedim serumom
(FBS , eng. Fetal Bovine Serum) koji sluzi kao podloga za rast stanica. Broj stanica u priredenim
uzorcina je odredivan na hemocitometru, a zatim su stanice inokulirane na mikrotitarske plo¢ice S
96 jazica. Broj stanica je bio podesen prije inokuliranja na oko 108, radi postizanja broja stanica
oko 10° po svakoj jazici. U tako rasporedene stanice dodana je DMEM podloga s 5% FBS-a, te je
na kraju ukupni volumen po jaZici iznosio 0,1 mL. Plo¢e su inkubirane tijekom 24 sata pri 37°C
uz 5% COz2 u inkubatoru.
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3.2.5. Odredivanje broja kulture stanica bubrega pile¢ih embrija

Odredivanja pocetnog broj stanica kulture stanica pile¢ih bubrega vrSi se brojanjem
neizravnom metodom na hemocitometru po Neubauer-u (OIE, 2018a). 1z primarne kulture se uzelo
10pL primarne kulture suspenzije stanica bubrega pile¢ih embrija te pomijeSalo u omjeru 1:20 s
tripan plavim bojilom koji boja mrtve stanice. Potom se po 10uL obojene suspenzije stanica stavi
sa svake strane komorice i stanice se broje u jednakom broju kvadrata sa svake strane komorice.
Stanice se broje pod inverznim mikroskopom i onda se odreduje broj stanica po mililitru. Nakon
inkubacije potrebno je provjeriti kvalitetu monosloja kulture stanica bubrega pile¢ih embrija
takoder pod inverznim mikroskopom. Stanice bubrega pile¢ih embrija su male, okrugle i povezane

u nakupine nepravilnog oblika, okruzene stanicama fibroblasta koje su vretenastog oblika.

Jednadzba izra¢na ukupnog broja stanica po mL uzorka:

nstanica _ R+F+) stanica (1)
mL " nkvadrata
Gdje je:

e R - ¢imbenik razrjedenja
e F - ¢imbenik komorice (10%)
e ) stanica - suma svih stanica izbrojanih u oba dijela komorice

e n kvadrata - ukupni broj kvadrata sa svake strane komorice u kojima su stanice brojane.
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3.2.6. Infekcija kulture stanica bubrega pile¢ih embrija

Razrjedenja virusa sli¢nog varijantu 2 uzgojenog u jajima pripremaju se pomocu
kompletnog DMEM medija za uzgoj stanica koji sadrzi neesencijalne aminokiseline i neomicin te
otopinu 1M HEPES-a u omjeru 1:5. Za infekciju pripremaju se deseterostruka razrjedenja virusa
uzgojenog u jajima za svih 8 eksperimenata. Za titraciju se Koriste 4 razrjedenja odnosno od 4. do
7. deseterostrukog razrjedenja. Standard virusa uzgojen u optimalnim uvjetima se razrjeduje od 3.
do 6. deseterostrukog razrjedenja 1 sluzi kao pozitivna kontrola infektivnosti virusa. Virus se
nacjepljuje na mikrotitarske plocice u 3 paralele za svaki eksperiment od ,,0* do ,,Z" i 4 paralele
standarda. Jedna mikrotitarska plocica podijeli se na 2 djela te se sva 4 razrjedenja nacjepljuju u
11 jazica tako da je jedan red jedno razrjedenje Sto se vidi na slici 13. Od reda A do reda D je jedan
dio, dok je od reda E do reda H drugi dio na plocici, redom po slovnim oznakama. Negativna
kontrola nalazi se u dvanaestom, a ¢ini ju samo medij za uzgoj stanica. PloCice se onda
centrifugiraju pri 1000 rcf tijekom 30 minuta radi boljeg kontakt virusa i stanica. Plo¢ice su
inkubirane tijekom 72h u inkubatoru na 37°C i 5% CO:a.
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Slika 13. Shema mikrotitarske ploCice s 96 jazica podijeljene na dva replikanta. Prikazane su

pozicije nanoSenja 4 deseterostruka razrjedenja (-4, -5, -6, -7) i negativne kontrole (NK)
(Anonymous, 2017).
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3.2.7. Odredivanje titra virusa pomoc¢u Reed-Miinch-ove metode

Titar virusa izrazava se kao broj infektivnih doza koje uzrokuju pojavu citopatskog ucinka
kod 50% inficiranih stani¢nih Kultura tkiva. Racuna se kao logaritam recipro¢ne vrijednosti
razrjedenja kod takozvane infektivne doze 50. Nakon inkubacije 72 sata mikrotitarske plocice se
pregledavaju pod inverznim mikroskopom te se uocavaju moguce promjene na stanicama.
Rezultati se biljeze kao pozitivni kod onih jazica gdje se uocava citopatski uc¢inak u odnosu na
negativnu kontrolu te negativni kod jazica kod kojih se ne uocava citopatski uc¢inak u odnosu na
negativnu kontrolu. Na slici 14 vidi se razlika izmedu CEK stanica negativne kontrole i CEK
stanica sa citopatskim uc¢inakom. Nakon Sto su sve jazice pregledanje potrebnoje odrediti titar

virusa Reed-Munch-ovom metodom (tablica 5) koja glasi:

. . . broj supstrata s promjenom u kumulativnom nizu
% infektivnosti = /2P prom) x 100 (2)

ukupan broj inficiranih supstrata kumulativnog niza

Da bi mogli dobiti izraCun potrebni su sljedec¢i podaci:

e proporcionalna distanca = c;—sto; (3)
» a= % infektivnosti doze A, a doza A je doza koja izaziva infekciju najblize 50%,
ali jednako ili iznad 50%
» b =% infektivnosti doze B, a doza B je doza koja izaziva infekciju najblize 50%,
ali ispod 50%.
e log TCIDs¢/inokulum = logaritam recipro¢ne vrijednosti razrjedenja doza A +
proporcionalna distanca; log TCIDso/inokulum predstavlja logaritam reciproéne

vrijednosti razrjedenja koje uzrokuje promjene okarakterizirane kao citopatski u¢inak 50%

inficirane populacije stanica u kulturi bubrega pile¢ih embrija.
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Tablica 5. Izracunvanje titra virusa prema Reed — Munchu (iz vlastitih rezultata)

Razrjedenje Broj Apsolutni rezultati Kumulativni rezultati %
virusa jazica Pozitivni | Negativni | Pozitivni | Negativni | infektivnosti
10* 11 11 0 19 0 100
10° 11 7 4 8 4 66,7
10® 11 1 10 1 14 6,7
107 11 0 11 0 25 0
Izracun:

a =% infektivnosti (doza A) = % X 100 = 66,7

b = % infektivnosti (doza B) = — x 100 = 6,7

66,7—-50
66,7—6,7

proporcionalna distanca = =0,28

log TCIDso/inokulum = 5 + 0,28 = 5,28

Podatak dobiven izra¢unom logaritma titra po inokulumu potrebno je preracunati na broj

doza i volumen kojim su inokulirane jaZice sa stani¢nom linijom bubrega embrija pilica:

broj doza = 1x

otopljeno = 1x

inokulirano =0,03 mL

omjer otapanja/inokulum = 33,3333

log TCIDso/dozi = 5,28 + log (33,3333) = 6,80
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Slika 14. 1 — CEK stanice negativne kontrole; 2 — CEK stanice sa citopatskim u¢inkom (Bagari¢,
2019).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Posljednji korak u uzgoju virusa sli¢nog varijantu 2 u SPF embrioniranim jajima je titracija
na CEK stani¢noj liniji. Odredivanjem titra virusa dobiveni su rezultati prikazani u tablici 6. Da bi
dobiveni rezultati bili valjani svaki eksperiment morao je zadovoljiti dva kriterija. Potrebno je
postic¢i da najmanje 3 uzastopna razrjedenja uspiju inficirati izmedu 90% i 10% inokulirane kulture
CEK stanica. Mora takoder biti zadovoljen kriterij doze i odgovora; najbolje je da svako sljedece
razrjedenje u nizu ima nizi broj jazica u kojima je vidljiv citopatski u¢inak, dozvoljeno je da dva
razrjedenja u nizu imaju jednak broj jazica s citoptaskim ucinkom, kao i da viSe razrjedenje

rezultira s jednom jazicom vise od susjednog nizeg razrjedenja (Doel, 1997).

Svi eksperimenti su zadovoljili ova dva navedena Kkriterija te su svi rezultati uzeti za izracun
titra Reed — Miinchovom metodom. Dobivenim vrijednostima titara virusa varijatnu 2 sli¢nog,

izraCunana je srednja aritmetic¢ka vrijednost, za svaki provedeni eksperiment sljede¢om formulom:
7 (log TCIDso mL™Y) = £%; (4)
gdje je:

e ) ysuma titara svih ponavljanja,

e 1 je broj ponavljanja odnosno replikata (Antony, 2003Db).

Svi dobiveni eksperimentalni rezultati prikazani su u tablici 6 a paralele su obiljezene

odgovaraju¢im oznakama od ,,0“ do ,,Z* te je izraCunata njihova srednja vrijednost.
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Tablica 6. Eksperimentalno dobiveni svi pojedinac¢ni rezultati uzevsi u obzir ponavljanja i paralele
te izraCunane srednje vrijednosti za svaku kombinaciju ispitivanih ¢imbenika

Kombinacija ¢imbenika:

Starost embrija (dani) /
Inokulum (log TCIDso mLt) /
Vrijeme inkubacije (h)

Oznaka
eksperi
menta

Broj
replikata, r

Titar svakog
ponavljanja, y
(log TCIDso mL1)

Srednja vrijednost
titra, y
(log TCIDso mL™?)

10/2,0/18

6,8467

6,7600

6,3633

6,6567

10/2,0/30

7,5000

17,4767

7,2000

7,3922

10/3,0/18

7,8733

7,4833

7,5167

7,6244

10/3,0/30

7,4333

7,1767

7,2267

7,2789

13/2,0/18

17,1767

7,2867

7,0800

7,1811

13/2,0/30

7,3133

7,5767

7,1833

7,3578

13/3,0/18

7,8167

7,4433

71,2367

7,4989

13/3,0/30

7,1300

7,1700

7,1567

7,1522
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Nakon Sto smo dobili srednje vrijednosti svakog eksperimenta potrebno je izracunati 95%

granicu pouzdanosti prema sljedecej formuli:
GP = TINV (a, DF) - Ss; (5)
gdje je:

e (P granica pouzdanosti,

e TINV Excelova funkcija inverzne dvostrane Studentove t-raspodjele, a to je neprekidna
raspodjela vjerojatnosti koja se koristi za testiranje hipoteza kod manjih skupova podataka
(Montgomery i Runger, 2003f)

e 0 razina znacajnosti od 0,05 $to znaci da je 95% rezultata eksperimenta sva tri ponavljanja
unutar granica pouzdanosti

e DF broj stupnjeva slobode i ra¢una se kaon — 1, an je broj eksperimenta.

e Sy standardna greska srednje vrijednosti.

Standardna greska srednje vrijednosti izracunata je prema formuli:

SD
Sy = = (6)

gdje je:

e SD standarda devijacija

e 1 broj uzoraka koji je u ovom slucaju iznosi 8.

Standardna devijacija izraCunata je prema formuli:

sp = [HnOTD )
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gdje je:

e Y™ (yi— ¥)?sumakvadrata razlika izmedu pojedinog eksperimenta i srednje vrijednosti
svih eksperimenta,

e n broj uzoraka.

Koristenom formulom dobili smo vrijedsnotu standardne devijacije koja iznosi 0,2924 log
TCIDsp mL™. Pomoéu standardne devijacije izra¢unata je standardna gre$ka srednje vrijednosti
koja iznosi 0,1034 log TCIDsp mL™. Standardna greska srednje vrijednosti dalje je koristena za

izracun granica pouzdanosti koje su prikazane u tablici 7.

Tablica 7. Prikaz dizajna provedenih pokusa koristenjem matrice koja sadrZi sve dobivene srednje

vrijednosti uzevsi u obzir 95%-tne granice pouzdanosti

Cimbenici Rezultati
Oznaka Titar, § 95% granice

eksperimenta | X1 X2 X3 R pouzdanosti, GP
(log TCIDso mL1) (log TCIDso mL-Y)

O - - - 6,6567 3 +0,6402

P - - + 7,3922 3 +0,4146

R : T : 7,6244 3 +0,5370

S - + + 7,2789 3 +0,3379

T T - - 71811 3 +0,2569

U + - + 7,3578 3 +0,4979

\ + + - 7,4989 3 +0,7303

Z + + + 7,1522 3 +0,0506

7,02333

Ukupno: 7,2678 24 do 7.5123
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Na slici 15 se vidi poloZaj svih rezultata u odnosu na srednju vrijednost titra svih
eksperimenta koja iznosi 7,2678 log TCIDso mL™ te gornje i donje granice pouzdanosti srednje
vrijednosti koje iznose 7,5123 log TCIDso mL?, a donja 7,0233 log TCIDso mL™2. Moze se
primijetiti da se jedino eksperiment ,,0“ nalazi izvan intervala pouzdanosti srednje vrijednosti titra
svih eksperimenta, dok su ostali eksperimenti unutar intervala. Uzgoj virusa u eksperimentu O
izveden je u embrijima starim 10 dana pocetnog inokuluma 2,0 log TCIDsp mL? inkubiranih
tijekom 18 sati §to znaci da ta kombinacija ¢imbenika rezultirala nizim prinosom koncentracije
virusa u odnosu na ostale eksperimente. Srednje vrijednosti titra virusa uzgojenog u embrijima
starim 13 dana u eksperimentima ,,T“, ,,U", ,V* i ,,Z* opCenito su vece za prosjec¢no 0,2378 log
TCIDso mL™ od titra virusa koji je uzgojen u embrijima starim 10 dana u eksperimentima ,,0%,
P LR* 1,5 §to nije za ocekivati jer embriji stari 13 dana imaju razvijeniji imunosni sustav i
vecu koli¢inu antitijela od embrija starih 10 dana (Jankovi¢ i sur., 1975) te bi srednja vrijednost
titra virusa trebala biti ve¢a u embrijima starim 10 dana. Pozitivan trend koji ukazuje na utjecaj
doze inokuluma najizrazeniji je kod embrija starih 10 dana gdje se vrijednosti titra izmedu
eksperimenta s dva razli¢ita inokuluma (2,0 log TCIDso mL? i 3,0 log TCIDsp mL™) razlikuju za
0,4272 log TCIDso mL™. Kod embrija starih 13 dana takoder je primijeéen pozitivan trend, ali
razlika izmedu dva inokuluma je manja i iznosi 0,0561 log TCIDso mL™. Te su &injenice u skladu
s o¢ekivanjima jer je veci inokulirani pocetni titar virusa rezultirao ve¢im prinosom virusa. Unutar
podgrupe istog ispitivanog inokuluma primjetan je porast titra virusa duljom inkubacijom u
trajanju od 30 sati u odnosu na 18 sati gdje razlika u titru iznosi 0,0550 log TCIDso mL™ $to je bilo
za pretpostaviti jer s duljim vremenom inkubacije nastaje viSe virusa. Ipak, ta razlika u titru je

mala ¢ime mozemo zakljuciti da nema neke velike razlike inkubiramo li tijekom 18 ili 30 sati.

Opcenito se na temelju dobivenih vrijednosti titra u pojedinim eksperimentima moze
zakljuciti kako su sva tri ¢imbenika vaZzna za uzgoj virusa. Iz slike 15 vidljivo je da su najveci
prinosi titra virusa u embriji starim 10 dana inokulirnih s 3,0 log TCIDso mL™ te inkubirani tijekom
18 sati.
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Slika 15. Utjecaj triju ispitivanih eksperimentnih ¢imbenika na titar varijantu 2 sli¢nog virusa.
Bijelim kvadrati¢cima prikazane su vrijednosti titra tri ponavljanja (yl, y2 i y3) svakog
eksperimenta od ,,0" do ,,Z", a crnim kvadrati¢ima prikazane su srednje vrijednosti titra svakog
eksperimenta (yi). Vertikalnim crtama s tupim zavrSetkom () prikazane su pripadajuce granice
pouzdanosti svakog eksperimenta. Srednja vrijednosti titra svih eksperimenta (7,2678 log TCID50
mL-1) prikazana je punom linijom, a gornja (7,5123 log TCIDso mL) i donja (7,0233 log TCIDso
mL) granica pouzdanosti srednje vrijednosti titra svih eksperimenta prikazana je isprekidanim
linijama. 1z grafa se vidi da su jedino vrijednosti titra varijantu 2 sli¢nog virusa kod eksperimenta

,O" izvan intervala pouzdanosti srednje vrijednosti ispitivanog titra virusa.

Dobivene srednje vrijednosti titara varijantu 2 slicnog virusa za svaki pojedini eksperiment
posluzile su pri statistickoj obradi podataka kojom su procjenjivani ucinci svakog pojedinog

¢imbenika i uc¢inci kombinacije dvaju ¢imbenika kao i svih triju ¢imbenika. U¢inci su izracunati

prema formuli:

_ 22y 2.
Ex = n n '’ (8)
gdje je:
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e [Exoznaka ucinka pri ¢emu indeks x predstavlja broj svih mogucéih uc¢inaka koji su prikazani

u tablici 8

e n ukupan broj eksperimenta i iznosi 8

e ¥i" logaritam titra virusa na visoj (+) razini za svaki ¢imbenik

e ¥ logaritam titra virusa na niZoj (-) razni za isti ¢imbenik (Antony, 2003c).

Tablica 8. Prikaz koristenog dizajna eksperimenata i svi dobiveni rezultati u matrici dizajna

eksperimenta

Oznaka Glavni udinci i u€inci interakcija Titar, y
(log TCIDso

eksperimenta L1
X1 X2 X3 X1-X2 | X1 X3 | X2-X3 | X1-X2-X3 ML)

@) - - - + + + - 6,6567

P - - + + - - + 7,3922

R - + - - + - + 7,6244

S - + + - - + - 7,2789

T + - - - - + + 7,1811

U + - + - + - - 7,3578

\Y + + - + - - - 7,4989

Z + + + + + + + 7,1522
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Vrijednosti u¢inka koji su dobiveni koristenjem navedene formule prikazani su u tablici 9.

Tablica 9. Ex ucinci izraunani za sva tri ispitivana ¢imbenika pojedinacno, i u kombinaciji, kao i

njihov kumulativni EXx uc¢inak

2290 22y Utinak Ex
Oznaka ucinka Ex n n
(log TCIDso mLY) | (log TCIDso mL™Y) (log TCIDso mL)

X1 7,2975 7,2381 0,0594

X2 7,3886 7,1470 0,2416

X3 7,2953 7,2403 0,0550

X1-X2 7,1750 7,3606 -0,1856
X1-X3 7,1978 7,3378 -0,1400
X2-X3 7,0672 7,4683 -0,4011
X1-X2-X3 7,3375 7,1981 0,1394

Prema granici pouzdanosti 95% izra¢unane su sve vrijednosti postignutih glavnih u¢inaka

u odnosu na izracunanu srednju vrijednost svake od pojedinih dobivenih eksperimentalnih

vrijednosti titra varijantu 2 slicnog virusa (Antony, 2003b). Ispitivani ¢imbenici oznaeni su

sljede¢im simbolima: X1 za starost embrija u SPF jajima u kojima se uzgaja virus, X2 inokulum

kojim se embriji inficiraju i X3 za trajanje inkubacije inokuliranih embrioniranih SPF jaja. Svi

ispitivani ¢imbenici imaju pozitivan predznak odnosno na nizoj razini (-) daju niZe vrijednosti, a

na visoj razini (+) daju vece vrijednosti titra varijantu 2 sli¢nog virusa. Prema tome, proizlazi da

sva tri ¢imbenika imaju pozitivno djelovanje na uzgoj virusa kad su na visem nivou. Utjecaj starosti

embrija prikazan je na slici 16, inokuluma na slici 17 te trajanja inkubacije prikazan na je slici 18.

Na slici 19 prikazani su pozitivni utjecaji procijenjenih u¢inaka za sva tri ispitana ¢imbenika na

obje razine u obliku stupaca vrijednosti glavnih ucinaka.
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Slika 16. Utjecaj starosti embrija u SPF jajima u kojima se uzgaja varijantu 2 sli¢ni virus na titar
virusa. Srednja vrijednost titra virusa svih eksperimenata je oznac¢ena narancastom crtom, a 95%-
tna granica pouzdanosti je oznac¢ena zutom i zelenom crtom. Uc¢inak ¢imbenika starosti embrija u
SPF jajima u kojima se uzgaja virus na nizoj (-1) i visoj (+1) razini je oznac¢en smedom crtom. S
povecanjem starosti embrija ucinak raste $to upucuje na zakljuéak da veca starost embrija

doprinosi vecem titru varijantu 2 slicnog virusa.
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Slika 17. Utjecaj inokuluma kojim se embrij inficira na titar varijantu 2 sli¢nog virusa. Srednja
vrijednost titra virusa svih eksperimenata je oznacena narancastom crtom, a 95%-tna granica
pouzdanosti je oznacena zutom i zelenom crtom. U¢inak ¢imbenika starosti embrija u SPF jajima
u kojima se uzgaja virus na nizoj (-1) i visoj (+1) razini je oznac¢en smedom crtom. S poveéanjem
titra inokuluma raste titar virusa sto upucuje na zakljucak da veca vrijednost titra inokuluma

doprinosi vecem titru varijantu 2 slicnog virusa.
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Slika 18. Utjecaj trajanja inkubacije inokuliranih embrioniranih SPF jaja na titar varijantu 2
sli¢nog virusa. Srednja vrijednost titra virusa svih eksperimenata je ozna¢ena narancastom crtom,
a 95%-tna granica pouzdanosti je oznafena zutom i zelenom crtom. Uc¢inak ¢imbenika starosti
embrija u SPF jajima u kojima se uzgaja virus na nizoj (-1) i visoj (+1) razini je ozna¢en smedom
crtom. S povecanjem trajanja inkubacije titar virusa raste $to upucuje na zakljucak da vecéa

vrijednost trajanja inkubacije doprinosi veé¢em titru varijantu 2 sli¢énog virusa.

M Faktor

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Ucinak svakog pojedinog ispitivanog ¢imbenika (log TCIDsyml?)

Slika 19. Uginak svakog pojedinog ispitivanog ¢imbenika (log TCIDsoml)na titar varijantu 2
slicnog virusa.
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Procjena znacajnosti u¢inaka provedena je takoder primjenom t-statistike kojom je takoder
obuhvacem utjecaja svih ispitivanih ¢imbenika i njihovih interakcija (Montgomery i Runger,
2003f).

Formula za izracun t-vrijednosti glasi:

_ Exl.
t= "2 (9)
gdje je:

e |Ex| apsolutna vrijednost svakog u¢inka

e SF standardna greSka (Kutle i sur., 2010).

Standardna greska racunala se prema formuli:

SD

SE = \/_ﬁ;

(10)
gdje je:

e SE standardna greska tri glavna ucinka
e SD standardna devijacija tri glavna u¢inka

e n broj uzoraka i iznosi iznosi 3 (Montgomery i Runger, 2003e).

Standardna devijacija izraCunata je prije te iznosi 0,2924 log TCIDso mL™?, a prema tome
standardna greska iznosi 0,1688 log TCIDso mL™. S tim dobivenim vrijednostima izracunata je t-

vrijednost svakog ucinka koje su prikazane u tablici 10.

Apsolutne vrijednosti u¢inaka i njihove t-vrijednosti usporedene su u odnosu na kriticne
vrijednosti apsolutnih u¢inaka (Ekric) i t-vrijednosti (tkric). Te su vrijednosti dobivene pomocu

iduce dvije formule:
Ekrit. = tkrit.- SE; (11)

gdje je:
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e SE je standardna greska
tirie. = TINV (@,DF), (12)
gdje je:

e TINV Excelova funkcija inverzije dvostrane Studentove t-raspodjele (Kutle i sur., 2010)
e ¢ razinu znacajnosti (0,051 0,1)

e DF broj stupnjeva slobode 1 u ovom slucaju iznosi 2.

Rezultati koji su vec¢i ili jednaki nekoj referentnoj vrijednosti (Montgomery, 2005),
odnosno ucinak je znacajan za odredeni o, ako je |Ex| > Ekric. ili t > tkrie.. Za razinu znacajnosti
0,05 tkrie. iznos od 4,3027 log TCIDso mL™2, a Ekrit. onda iznosi 0,7263 log TCIDso mL™. Nijedan
¢imbenik nije statisticki znacajan jer su im apsolutne vrijednost manje od Ekric. te t-vrijednosti
manje od tkrit.. Kod razine znacajnosti od 0,1 tkrit, iznosi 2,9200, a Erit. Onda iznosi 0,4929 log
TCIDso mL™Y, pri ¢emu takoder, ni jedan ¢imbenik nije statisti¢ki znacajan jer su im apsolutne

vrijednost manje od Ekrit. te t-vrijednosti manje od tkric..

Kako bi se dodatno provjerila procjena vaznih u¢inaka pomocu kriti¢ne vrijednosti u¢inaka

i t-vrijednosti potrebno je izracunati p-vrijednost t-raspodjele prema formuli:
p = TDIST (t — vrijednost, DF, 2); (13)
gdje je:

e TDIST Excelova funkcija koja rezultira postotnom vjerojatnos¢u za Studentovu t-
raspodjelu gdje je varijabla numericka t-vrijednost za koju se Zeli odrediti p-vrijednost
e DF broj stupnjeva slobode koji iznosi 6

e 2 dvostrana statisticka procjena raspodjele (Anderson i Whitcomb, 2015).

Statisticki znacajne p-vrijednosti svih uéinaka su za razinu znacajnosti 0,05 one koje su manje
od 0,05 te za razinu znacajnosti 0,1 one koje su manje od 0,1. Za razinu znacajnosti 0,05 ni jedna
p-vrijednost nije statistiCki znacajna, dok za razinu znacajnosti 0,1 statisticki je znacajna p-

vrijednost uc¢inka interakcije inokuluma i trajanja inkubacije jer je p-vrijednost manja od 0,1.
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Izracunate p-vrijednosti prikazane su u tablici 10, a statisticki vazna p-vrijednost je prikazana

crvenom bojom.

Tablica 10. Apsolutne, t i p-vrijednosti svih ispitivanih ucinaka. Znacajna p-vrijednost je

prikazana crvenom bojom.

Apsolutna
Oznaka ucinka Ex vrijednost Ex (log t-vrijednost p-vrijednost
TCIDso mL1)

X1 0,0594 0,3519 0,7369

X2 0,2416 1,4313 0,2023

X3 0,0550 0,3258 0,7556

X1-X2 0,1856 1,0995 0,3137
X1-X3 0,1400 0,8294 0,4386
X2:X3 0,4011 2,3762 0,0551
X1-X2-X3 0,1394 0,8259 0,4405

Graficki je ovaj nacin procjene statistiCke vaznosti ucinaka prikazan slikom 20 pomocéu
raspodjele polu-normalne vjerojatnosti (Barton, 1990). U tu svrhu izraunata je polunormalna
vrijednost z, prikazana u tablicill, pomocu ranga apsolutnih vrijednosti u¢inaka u programu

Sigmaplot software package (verzija 14). Program je u izracunu koristio sljedec¢e dvije formule:
z = norminv (x,m,s), (14)
gdje je:

e norminv (x,m,s) inverzna kumulativna normalna (Gaussova) funkcija raspodjele s
argumentima x koji predstavlja iznos vjerojatnosti
e m srednju vrijednost jednaku 0

e s standardna devijacija raspodjele jednaka 1.
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o x = JleH3TL (15)

6Mne.+1

gdje je:

e 7. ukupan broj ucinaka,
e 1 oznaka za rang apsolutne vrijednosti nekog ucinka prema ostalim u¢incima kada

se oni poredaju od najmanjeg do najveéeg iznosa (Montgomery i Runger, 2003c).

Tablica 11. Procjena raspodjele polu-normalne vjerojatnosti na temelju dobivenih apsolutnih

vrijednosti procijenjenih u¢inaka, njihovih rangova i polu-normalnih z vrijednosti

" Ex Apsolutna Polu-normalna
Oznaka ucinka Ex vrijednost Ex (log Rang Ex
(log TCIDso mL™?) TCIDso mL) vrijednost z

X1 0,0594 0,0594 2 0,2655

X2 0,2416 0,2416 6 1,1937

X3 0,0550 0,0550 1 0,0876

X1-X2 -0,1856 0,1856 5 0,8927
X1-X3 -0,1400 0,1400 4 0,6563
X2-X3 -0,4011 0,4011 7 1,6798
X1-X2-X3 0,1394 0,1394 3 0,4521

Kako bi se razlikovali ¢imbenici i njihove interakcije prema ucinku na postignuti titar
varijantu 2 sli¢nog virusa, dan je prikaz raspodjele polu-normalne vjerojatnosti. Metodom
najmanjih kvadrata provedena je interpretacija prikaza raspodjele polu-normalne vjerojatnosti
odreden pravcem Koji predstavlja linearni prikaz nule u normalnoj raspodjeli. Vrijednosti koje se
nalaze na tom pravcu ili u blizini pravca, smatraju se nevaznim za svaki od ispitivanih u¢inaka,
dok sve vrijednosti koje su udaljene od samog pravca se smatraju statisticki znacajnim
(Montgomery i Runger, 2003d). Kao $to je prikazano na slici 20, svi uéinci nalaze se u blizini
pravca i manji su od kriti¢nih uc¢inaka odredenih na razinama znacajnosti 0,05 i 0,1 te stoga nisu

vazni. Prema tome, najvazniji je u¢inak medudjelovanja titra inokuluma kojim se embrij inficira i
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trajanja inkubacije inokuliranih embrioniranih SPF jaja na postignuti titar varijantu 2 sli¢nog
virusa. Slijede manje vazni uéinci, a to su u¢inak ispitanog titra inokuluma kojim se embrij inficira,
ucinak medudjelovanja starosti embrija u SPF jajima u kojima se uzgaja virus i ispitanog titra
inokuluma kojim se embrij inficira, zatim u¢inak medudjelovanja starosti embrija u SPF jajima u
kojima se uzgaja virus i trajanja inkubacije inokuliranih embrioniranih SPF jaja, uéinak
medudjelovanja sva tri ¢imbenika, ucinak starosti embrija u SPF jajima u kojima se uzgaja virus

te uc¢inak trajanja inkubacije inokuliranih embrioniranih SPF jaja.

0.8
E,;-=0.7263; a=0.05
0.7

0.6

E,.=0.4929; 0=0.10
0.5 -

0.4 - 3

0.3

Apsolutna wrijednost ucinka (Ex)

0.2 X x2
XL*X2

014 x3 X3

00 T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 12 14 1.6 1.8

Polu-normalna wijednost z

Slika 20. Raspodijela apsolutnih vrijednosti u¢inaka u odnosu na polu-normalnu vrijednost z.
Glavni u€inci su oznaceni sivim kruzi¢ima, a u¢inci njihovog medudjelovanja su oznaceni crnim
kruzi¢ima. Prikazan je pravac kvadratne jednadzbe te pravci koji prikazuju vrijednost kriticnog
ucinka (Ekit) koji iznosi 0,7263 log TCIDsp mL™ odredena na razini znacajnosti 0,05 te vrijednost

kriti¢nog ucinka (Ekit) koji iznosi 0,4929 log TCIDso mL™ na razini zna¢ajnosti 0,1.
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Na slici 21 prikazana je procjena u¢inaka pomocu t-statistike. Dan je Pareto prikaz stupaca
koji predstavljaju iznose apsolutnih vrijednosti ucinaka. Stupci su poredani od najveceg do
najmanjeg ucinka odozgo prema dolje. Ucinci testiraju nultu hipotezu prema kojoj su svi ucinci
jednaki referentnoj vrijednosti (Montgomery i Runger, 2003d). Kao Sto je vidljivo na slici 21,
referentna vrijednost kriti¢nog u¢inka, Exrt. iznosi 0,7263 log TCIDso mL™?, a odredena je na razini
znacajnosti 0,05, dok referentna vrijednost kriti¢nog ué¢inka, Ekit. iznosi 0,4929 log TCIDso mL™,
pri razini znacajnosti 0,1. Svaki ucinak ¢iji stupac prelazi preko referentnog pravca smatra se
znaCajnim. Moze se zakljuciti da niti jedan ucinak nije znacajan obzirom na kriti¢ne vrijednosti

Exrit. odredene na razinama znacajnosti 0,051 0,1 (slika 21).

E,; =0.7263;0=0.05
X3 ] | |

Inokulum - X2

X1*X2

X1%%3 Q Q

X1*X2*X3 1

Starost embrija - X1 1

Vrijeme inkubacije - X3

Eyir =0.4929;0=0.10

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Apsolutna vrijednost ucinka (E,)

Slika 21. Prikaz apsolutnih vrijednosti glavnih uc¢inaka i u¢inaka interakcija u obliku stupaca dok
su isprekidanim linijama prikazane vrijednost kriti¢nih u¢inaka (Exrit) koje iznose 0,7263 log
TCIDsp mL™ za razinu zna¢ajnosti 0,05 i 0,49290 log TCIDso mL™ za razinu znacajnosti 0,1. Niti

jedan ucinak nije statisticki znacajan.
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Iz statisticke obrade rezultata moZemo zakljuciti da niti jedan ¢imbenik nije statisticki
znacajan, ali da najveci utjecaj na postignuti titar virusa ima zajednicki uc¢inak primijenjenog titra
inokuluma i trajanja inkubacije. Ako pogledamo zasebno, pozitivan utjecaj na uzgoj virusa kad su
visem nivou imaju ¢imbenik ispitanog inokuluma i trajanja inkubacije odnosno veci titar
inokuluma dovodi do postizanja veéeg logaritma titra virusa i duljim trajanjem inkubacije virusa
u embrijima, postize se ve¢i titar virusa, a to su ujedno i optimalni uvjeti uzgoja. 1z
eksperimentalnih podataka moZzemo zakljuciti da najveci prinos virusa nastaje u embrijima starim
10 dana inficiranih s ispitivanim inokulumom 3,0 log TCIDso mL? i inkubiranih 18 sati, ali
uzimajuci rezultate dobivene statistickom obradom dolazi se do zakljucka da bi se najveci prinos
virusa dobio u embrijima starim 13 dana inficiranih s ispitivanim inokulumom 3,0 log TCIDso mL"
! i inkubiranih 30 sati pri temperaturi od 37°C i 5% CO..
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5. ZAKLJUCCI

N g &

Zbog mutacija virusa pticjeg infektivnog bronhitisa nastaju novi serotipovi virusa,
kontinuirano se razvijaju cjepiva protiv novih serotipova virusa.

Primjenom Zivih atenuiranih cjepiva protiv poznatih virusa uc¢inkovito se sprje¢ava pojava
pti¢jeg infektivnog bronhitisa.

Utjecaj ¢imbenika pocetnog titra inokuluma, starost SPF embrija i trajanja inkubacije na
postignuti titar varijantu 2 sli¢nog virusa istrazen je metodom dizajna eskperimenta.
Ispitivani SPF embriji za uzgoj virusa bili su stari 10 i 13 dana.

Ispitivani pocetni titar inokuluma iznosio je 2,0 i 3,0 log TCIDso mL™.

Inkubacija inficiranih SPF embrija je provedena tijekom 18 i 30 sati.

Dobiveni rezultati su pokazali da najveci utjecaj na postignuti titar varijantu 2 slicnog
virusa ima zajednicki u¢inak primijenjenog titra inokuluma i trajanja inkubacije.

Vedi titar inokuluma doveo je do postizanja veceg logaritma titra varijantu 2 sli¢nog virusa.
Duljim trajanjem inkubacije virusa u embrijima postignut je veci titar varijantu 2 slicnog

virusa.
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