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1. UVOD

Meso peradi je bitan izvor proteina zivotinjskog podrijetla diljem svijeta. Dvorisna
proizvodnja peradi moze se vidjeti u vecini ruralnih podrucja te je bazirana na uzgoju i brizi za
domacu perad. Intenzivna proizvodnja peradi je najées¢a u razvijenim zemljama, no u zadnjih
nekoliko desetljeca su zemlje u razvoju prilagodile svoje proizvodnje kako bi zadovoljile
povecéane potrebe za proteinima zivotinjskog podrijetla. Paralelno s pove¢anom proizvodnjom
peradi povecava se rizik od prijenosa odredenih bolesti peradi do jo§ nezahvacenih podrucja.
Problem predstavlja urbana globalizacija, koja omogucuje unakrsno Sirenje agenasa bolesti od
domacih do divljih peradi i obratno (Shahid i sur., 2017).

Kako bi se umanjile posljedice virusnih infekcija koje prvenstveno uzrokuju ekonomski
i zdravstveni problem u svijetu, mnoge farmaceutske tvrtke su svoju proizvodnju fokusirale na
proizvodnju cjepiva kao jedine opcije za borbu protiv virusa. Postoji velik broj cjepiva
dostupnih za upotrebu u obliku Zivih, inaktiviranih, atenuiranih cjepiva 1 cjepiva na bazi
podjedinica virusa. No, velik izazov za buduce generacije cjepiva predstavlja brza mutacija i
medusobna izmjena genetskog materijala, pri ¢emu nastaju tipovi virusa za koje ne postoji
adekvatno cjepivo (Jane, 2012).

Jedan od visoko mutabilnih virusa je virus pti¢jeg infektivnog bronhitisa. lako je
prvotno izoliran u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, zbog jednostavnog na¢ina prenosenja
zrakom, opremom i vodom, dominira kao jedan od globalnih ekonomskih problema (Zhang i
sur., 2015).

U svrhu optimizacije uzgoja cjepiva protiv virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa, sli¢nog
varijantu QX, u ovom je diplomskom radu koristena metodologija dizajna eksperimenta. Dizajn
eksperimenta pojam je koji obuhvaca planiranje, projektiranje i1 analizu eksperimenata
potrebnih za donosenje vaze¢ih i opcenitih zakljuaka na djelotvoran i uéinkovit nacin
(Montgomery, 2003a). Primarna svrha dizajna eksperimenta je reducirati utroseno vrijeme i
resurse na ispitivanje svih mogucih kombinacija parametara pojedina¢no i njihovih medusobnih
utjecaja na ukupni prinos procesa. Statistickom analizom eksperimentalnih rezultata postavljaju
se vrijednosne granice za optimalne prinose cjepiva svake sarze. Cilj ovog diplomskog rada je
upotrebom dizajna eksperimenata odgovoriti na pitanje ,,Koji glavni uéinci ili u¢inci njihovih
interakcija imaju utjecaj na rezultate uzgoja virusa slicnog varijantu QX u svrhu razvoja cjepiva
pti¢jeg infektivnog bronhitisa?*“. Razvoj cjepiva u vidu postavljanja optimalnih vrijednosti za

svaki parametar koji utjece na proces je kljuc¢an dio proizvodnje cjepiva.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Povijest

U anticko doba, postojalo je vjerovanje kako su bozanstva u svrhu kaznjavanja ljudskog
neposluha slala bolesti na Zemlju. Neki su vladari strah od uniStenja izazvanog bolestima
koristili u svrhu kontroliranja naroda, stoga su mnoga otkri¢a ostala nezabiljeZena. Tek je u
kasnom 19. stolje¢u otkriveno kako su stari Egipcani znali za oblik ste¢enog imuniteta na
infekcije nakon prezivljene infekcije, prijenos bolesti kukcima, higijenu i sanitaciju (Andreau,
1997). Nakon pada Zapadnog rimskog carstva i po¢etka Mra¢nog doba civilizacije, ta su znanja
bila izgubljena za srednjovjekovne ljude. Ono §to je prethodilo prvim pokuSajima cijepljenja
jest spoznaja da se neke bolesti prenose s Covjeka na covjeka. Stari kineski lijecnici su prve
pokusaje cijepljenja virusom malih boginja (Variola vera minor), zvane variolacija, izvodili
tako Sto su pamucnu vatu namakali gnojem iz gnojnih vezikula bolesnika, a potom je stavljali
u nos zdravom Covjeku ili bi sasusSeni gnoj pomocu trake upuhivali u nos. Tako zdrav ¢ovjek
preboli blazi oblik bolesti te tako stje¢e prirodni imunitet (Boylston, 2012). Jo$ je jedna
¢injenica igrala vaznu ulogu koja je pomogla engleskom lijecniku Edwardu Jenneru kako bi
1796. godine otkrio prvo cjepivo. Zene koje su muzle krave imale su ste¢eni imunitet na velike
boginje jer su prethodno prezivjele infekciju kravljim boginjama. Sam postupak inokulacije
virusa puno je sigurniji od variolacije jer ne ukljucuje rizik od prijenosa variole. Janner je
inokuliranu teku¢inu nazvao vakcinom, a postupak vakcinacijom (cijepljenjem), (lat.,,vacca“=
krava; vakcina; vakcinacija) (Riedel, 2005). Nakon Jennera, veliko ime u svjetskoj znanosti
bilo je ono Luisa Pasteura. Louis Pasteur je 1870. godine napravio prvo zivo atenuirano
(oslabljeno) bakterijsko cjepivo za koleru peradi. Pasteur je otkrio da ako se bakterija kolere
peradi (Pasteurella cholerae gallinarum) ostavi mirovati odredeno vremensko razdoblje, nakon
ubrizgavanja u zivotinju, ne dolazi do nastanka infekcije. Kada je, nakon toga, istu perad cijepio
aktivnom kulturom bakterije, perad je prezivjela. Godine 1882., Pasteur je otkrio bakterijsko
cjepivo antraksa (Bacillus anthracis), bolesti koja se jako rijetko javlja kod ljudi, ali je
rasprostranjena kod stoke. Nakon toga je 1885. sintetizirao prvo zivo atenuirano virusno cjepivo
bjesnoce (Rabies virus) za ljudsku upotrebu (Berche, 2012). Poéetkom 20. stoljeca, razvoj
cjepiva brzo dobiva nove razine otkricem inaktiviranih cjepiva protiv tifusa (Rickettsia
prowazekii, Rudolf Stefan Jan Weigl, 1930. godine) i kuge (Yersinia pestis, Waldemar
Haffkine, 1900. godine); bakterije su uzgojene u insektima prijenosnicima, ubijene grijanjem i
fenolom. Emil von Behring je 1890. godine paralelno otkrio serume protiv difterije i tetanusa,

dok je Paul Ehrlich 1897. godine objavio teoriju receptorskog imuniteta, prekretnicu u tadasnjoj



imunologiji (Hilemann, 1999). U prvoj polovici 20. stolje¢a znanost o cijepljenju se nastavila
razvijati sintezom inaktiviranih cjepiva tuberkuloze (Mycobacterium tuberculosis, Albert
Calmette i Camille Guerin, 1919. godine), hripavca (Bordetella pertussis, Leila Denmark,
1930.g.), poliomijelitisa (lat. polio, Jonas Salk, 1955.9.), ospica (lat. measles, Thomas Peebles
i John Franklin Enders, 1954.g.), zau$njaka (lat. mumps, Maurice Hilleman, 1963.g.) i rubele
(lat. rubella, National Institutes of Health's Division of Biologics standards, 1964.g.). Hugh i
Maria Maitland bili su prvi znanstvenici koji su razmatrali moguénost razvoja humanih virusa
u stani¢noj kulturi. Kako bi to dokazali, 1928. godine su razvili kulturu tkiva u kojoj je virus
boginja uzgojen u mljevenim pile¢im bubrezima. Goodpasture (1931) je opisao tehnologiju
razvoja virusa u koko$jim jajima koja se i danas koristi kod uzgoja virusa za cjepiva. Harald
zur Hausen je dobio 2008. godine Nobelovu nagradu za otkri¢e uzro¢nika tumora grlica
maternice — humanog papiloma virusa (HPV-a), koje je dovelo do nastanka nekoliko
inaktiviranih tipova cjepiva koja se danas upotrabljavaju u svrhu prevencije oboljenja (Nour,
2009). Unato¢ velikim uspjesima znanstvenika na podrucju proizvodnje cjepiva, Vaccine
Nation, organizator Svjetskog kongresa cjepiva (eng. World Vaccine Congress) objavio je kako
postoji 10 virusa i bakterija za koje danasnja civilizacija nema licencirano cjepivo, medu kojima
su HIV (eng. Human imunodeficiency virus), Trypanosoma cruzi; uzro¢nik americke
tripanosomijaze, chikungunya virus; uzro¢nik istoimene bolesti, dengue virus; uzro¢nik denge
groznice, citomegalovirusi; uzro¢nici virusne upale pluc¢a, Leishmania infantum; uzro¢nik
lismanijaze i Plasmodium; uzro¢nik malarije (Bottazzi, 2013).

Perad je domacin virusima koji uzrokuju Newcastle bolest (Indonezija, 1926.g.),
Marekovu bolest (Churchill, 1969.g.), infektivnu bolest burze (Winterfield, 1962.), infektivni
bronhitis (Schalk i Hawn, 1931.g.), niskopatogenu i visokopatogenu pti¢ju gripu (Perroncito,
1878.9.) te pti¢ju infektivnu anemiju (Yuasa, 1979.9.). Posljednje desetljece, pojava epidemija
peradi u velikom razmjeru (pti¢ja gripa, Newcastle bolest) uzrokovala je financijske gubitke
koji su zahvatili potrosacki i javni sektor (Lupiani, 2009). 1z tog razloga, cijepljenje peradi se
izvodi u okviru programa iskorjenjivanja zaraznih bolesti na nacionalnoj i regionalnoj razini
pod nadzorom javnih veterinarskih instituta. Cilj je izbje¢i ili umanjiti posljedice klinickih
bolesti na farmama i direktno povecati proizvodnju peradi. Postupci cijepljenja razlikuju se
ovisno o lokalnim faktorima (primjerice tip proizvodnje, lokalni uzorak bolesti, razina
biosigurnosti, troskovi i moguéi gubitci), a pod kontrolom su industrije peradi i Svjetske
zdravstvene organizacije.

1931. godine Schalk i Hawn opisali su prve simptome respiratorne bolesti mladih pilica

u Sjedinjenim americkim drzavama koja je nazvana ,,infektivni bronhitis mladih pili¢a®. 1936.
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godine taj virus je identificiran kao virus infektivnog bronhitisa, obitelji Coronavirus unutar
koljena Coronaviridae (Beach i Schalm, 1936). Virus je prvi puta uzgojen 1937. godine u
korialantoisnoj membrani 12-dnevnih pile¢ih jaja (Beaudette, 1937), a 1956. godine je prvi puta
dijagnosticiran u Europi (Nizozemskoj), procesom izolacije virusa, infekcijom pili¢a i testiran
pomocu neutralizacijskog seruma. Takav je izolat koriSten za pripravu prvog zivog cjepiva u
embrioniranim pile¢im jajima 1960. godine (Bijlenga, 1960) u Europi. Cjepivo je nazvano
cjepivo pti¢jeg infektivnog bronhitisa, soj H52, pri ¢emu je H predstavljalo prvo slovo imena
farme (Huyben) s koje je virus izoliran, te 52 broj pasaza tijekom kojih je virus oslabljen
(atenuiran). Prvo zivo atenuirano cjepivo protiv ovog virusa u svijetu bilo je izolat
Massachuttsess (Mass 41) kojeg je izolirao van Roekel sredinom prosloga stoljeca.

Ubrzo nakon otkri¢a prvog varijanata, Mass 41, pojavili su se novi varijanti virusa
pticjeg infektivnog bronhitisa koji su izazvali ekonomske krize u industriji peradi, to¢nije u
proizvodnim pogonima piletine. Jedan od varijanata je QX, primarno izoliran u Kini 1998.
godine (Wang i sur., 1998), nedugo nakon toga izoliran u Nizozemskoj (Landman i sur., 2005),
Sjevernoj Italiji (Beato i sur., 2005; Zanella i sur., 2006), Francuskoj, Njemackoj i Belgiji
(Worthington i sur., 2008). Filogenetskom analizom potvrdena je srodnost s virusom pticjeg
infektivnog bronhitisa izoliranim u Kini (Chuyang, 2011). Kako bi se sprijecile negativne
posljedice na industriju peradi, u Nizozemskoj je 2014. godine na trziSte stavljeno prvo cjepivo
protiv varijanta QX (Nobilis Primo QX, Intervet International B.V). No, zbog brze evolucije
ovog varijanta dostupna cjepiva ne pruzaju dovoljnu zastitu od svih sojeva, stoga se cjepiva

stalno unaprjeduju i razvijaju nova.

2.2.Cjepiva za perad

Definicija cjepiva za veterinarsku upotrebu (Europska farmakopeja, 2017a) istice kako
ta cjepiva sadrze antigenske supstancije te se primjenjuju u svrhu induciranja specificne i
aktivne imunosti protiv bolesti uzrokovanih bakterijama, toksinima, virusima, gljivicama te
parazitima. Cjepiva za perad mogu biti ziva ili inaktivirana, odnosno mogu sadrzavati zive ili
inaktivirane mikroorganizme (bakterije, viruse, gljivice), parazite ili dijelove antigena ili
supstancije koje ti organizmi proizvode (primjerice toksine). U bilo kojem navedenom slucaju,
odabrane antigenske supstancije moraju zadrzati svoja antigenska svojstva zadovoljavaju¢com
imunizacijom organizma te istovremeno biti bezopasna po zdravlje organizma koji prima
cjepivo. Nadalje, cjepiva mogu sadrzavati kombinacije antigenskih supstancija te tako
organizmu pruzati zaStitu od nekoliko razli¢itih mikroorganizama ili njihovih izlu€evina.

Antigeni mogu biti proizvedeni pomoéu rekombinantne DNA tehnologije. Cesto u cjepiva
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dodaju adjuvansi kako bi poboljsali svojstva imunizacije organizma. U nekim slucajevima
antigeni primljeni imunizacijom mogu se pasivno prenijeti na potomke preko majke te pruzati
zastitu od nekoliko sli¢nih antigenskih supstanci, odnosno mikroorganizama (de Wit i sur.,
2011). Ovaj se rad temelji na razvoju zivog oslabljenog virusnog cjepiva protiv pticjeg
infektivnog bronhitisa u laboratoriju, kao dio ispitivanja cjepiva za proizvodnju u velikom

mjerilu.

2.2.1. Prednosti i nedostatci virusnih cjepiva za perad
Kako je spomenuto prije u radu, cjepiva koja se koriste u industriji peradi mogu se
klasificirati na Ziva 1 inaktivirana. Tablicom 1 ilustrirane su opce karakteristike zivih 1

inaktiviranih cjepiva za perad.

Tablica 1. Karakteristike cjepiva za perad (Marangon i Busani, 2006)

Ziva cjepiva Inaktivirana cjepiva
Manja koli¢ina antigena. Potrebno je Veca koli¢ina antigena. Nije potrebno
visestruko cijepljenje visestruko cijepljenje
Lako se unisti s kemikalijama 1 vru¢inom Lakse skladiStenje
Relativno jeftino, jednostavna primjena u Zahtjevno za proizvesti i primijeniti,
velikoj masi: voda za pice, sprejevi individualna administracija
PodloZno postoje¢im antitijelima u Izazivanje imunog odgovora usprkos
organizmu postoje¢im antitijelima
Opasnost od kontaminacije cjepiva Nema opasnosti od kontaminacije cjepiva
Ograni¢en broj kombinacija zbog Velik broj kombinacija jer nema
interferencije mikroorganizama interferencije mikroorganizama
[zaziva brz imunoloski odgovor Izaziva spor imunoloski odgovor

Programi cijepljenja koji koriste nekoliko sojeva virusa razli¢itih patogenosti i
imunogenosti trebali bi biti primijenjeni u skladu sa stupnjem virulencije virusa u cirkulaciji.
Kako bi se postigle optimalne razine zastite bez nuspojava, programi cijepljenja trebali bi
ukljuéiti prvo primjenu progresivnih virulentnijih zivih sojeva cjepiva ili zivih cjepiva nakon
toga pracenih s inaktiviranim cjepivima. Opcenito, inaktivirana cjepiva primijenjena nakon
zivih, induciraju visoku i jednoliku razinu zastite. Ovakav tip programa trebao bi se izvrSavati

kod cijepljenja peradi uzgajane radi mesa i kod uzgoja ptica nesilica, jer im je potrebna
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dugotrajna i ué¢inkovita zagtita tijekom cijelog perioda lijeganja jaja. Ziva cjepiva su vise
imunogeni¢na od inaktiviranih, poprilicno se jednostavno i jeftino primjenjuju kod velikog
broja peradi odjednom, dok inaktivirana cjepiva sadrze veéu koliCinu antigena, moguée su
kombinacije nekoliko virusa u jednom cjepivu i otpornija su na uvjete skladistenja. Nejednaka
dostupnost razli¢itih cjepiva u svijetu rezultira ograni¢avanjem ucinkovitosti programa

cijepljenja (Marangon i Busani, 2008).

2.3. Pticji infektivni bronhitis

2.3.1. Karakteristike genoma

Geneticki materijal virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa sastoji se od jednolancane
RNA (eng. ribonucleic acid; ribonukleinska kiselina) (+) pozitivhog smjera, §to svrstava ovaj
virus u grupu IV klasifikacije prema Baltimore-u (Blatimore, 1971). Prema takosonomiji virusa
(ICTV, 2019), virus pti¢jeg infektivnog bronhitisa je dio reda Nidovirales, obitelji
Coronaviridae, roda Coronavirus, podgrupe Gammacoronaviridae. Duljina viralnog genoma
je od 27 do 32 kb, §to ¢ini ovaj genom najve¢im RNA virusom (Lai i Cavanough, 1997). Svi se
geni RNA genoma nalaze izmedu 2 UTR regije (eng. Untranslated Region; netranslatirajuc¢a
regija) pikazano kao na slici 1. Viralni genom sastoji se od Cetiri gena koja kodiraju strukturne
proteine; gen S (eng. spike: Siljak; glikoproteinski izdanak), gen E (eng. envelope: lipidna
ovojnica), gen M (eng. matrix: matriks) te gen N (eng. nucleocapsid: nukleokapsidni omotac).
Izmedu gena koji kodiraju strukturne proteine nalaze se geni koji kodiraju nestrukturne proteine
(ns) ORFla i 1b, 3a, 3b, 5a i 5b (eng. ORF = Open Reading Frame; otvoren okvir Citanja
genoma) (Jackwood i sur, 2012), za koje se smatra da pomazu virulenciju virusa (Bande i sur,
2016). Protein S, ¢iji je model predviden slikom 2, znanstvenicima je zanimljiv zbog regije s
varijabilnom sekvencom koja se razlikuje od varijanta do varijanta virusa pti¢jeg infektivnog
bronhitisa. Protein je lociran na povrSini virusa te je odgovoran za indukciju diferencijacije
antitijela doma¢ina (Cavanagh i sur, 2007), vezanje (adsorpciju) i ulazak (penetraciju) virusa u
stanicu domacina (Koch i sur., 1990). Post-translacijski se cijepa na amino-terminalni kraj;
podjedinicu S1 (535 aminokiselina) te na karboksi-terminalni kraj; podjedinicu S2 (627
aminokiselina) (Valastro i sur, 2016). Podjedinica S1 ima ulogu epitopa odgovornog za
imunolosku reakciju domacina (Bande i sur, 2016). Nakon $to virus preko podjedinice S stupi
u interakcije s proteinima na stanici domacina, prodire u stanicu te se replicira u citoplazmi.

Slaganje virusne Cestice odvija se na unutarnjim membranama stanice (Golgijeva membrana),



a najvise zrelih virusnih Cestica (Slika 3) napusta uniStenu stanicu domacina unutar 12 sati od

infekcije pri temperaturi od 37°C (Jackwood i de Wit, 2013).

5UTR ns 3a, 3b fE ns5a, 5b IUTR
/ N
Rep / | ™~ / e /

S

Slika 1. Shematski prikaz organizacije linearnog genoma virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa
(Cavanagh, 2005). Genom je lociran izmedu dvije netranslatirajuce regije 5 UTR i 3'UTR
(eng. UTR = Untranslated region). Prvi gen, koji zauzima otprilike dvije tre¢ine genoma, kodira
nekoliko proteina potrebnih za replikaciju 1 transkripciju RNA. Svi virusi obitelji
Coronaviruses sadrze gen S (eng. spike: Siljak; glikoproteinski izdanak), gen M (eng. matrix:
matriks) te gen N (eng. nucleocapsid: nukleokapsidni omotac) u istom redoslijedu. Genomi
virusa unutar roda Coronaviridae razlikuju se po broju i lokaciji gena koji kodiraju nestrukturne
proteine (ns) smjestene izmedu gena koji kodiraju strukturne proteine. Virus pticjeg infektivnog
bronhitisa ima dva takva gena, 3 15, koji kodiraju Cetiri nestrukturna proteina (ns) 3a, 3b, 5a i
5b. Protein E (eng. envelope: lipidna ovojnica) kodiran je tre¢im ORF-om gena 3 (eng. ORF =

Open Reading Frame; otvoren okvir ¢itanja genoma).

Slika 2. Prikaz glikoproteina izdanka (eng. Spike protein, S) virusa pti¢jeg infektivnog
bronhitisa, varijanta M4 1. Proteinska sekvenca pod brojem P12651 povucena je s baze podataka
UniProt (EMBL-EBI, UK; SIB, Switzerland; PIR, US., 2019) te je pomo¢u Swiss modelera

(Biozentrum, University of Basel, 2019) predviden homologni model proteina.



Slika 3. Shematski prikaz virusne Cestice pti¢jeg infektivnog bronhitisa (Cavanagh, 2005).
Virusna Cestica se sastoji od lipidne ovojnice povezane s viralnim RNA genomom priblizne
duljine 27,6 kb te cetiri strukturna proteina. Protein N (eng. nucleocapsid protein gene; N)
okruzuje RNA. Preostala tri proteina locirane Su u ovojnici. Protein E (eng. envelope protein;
E) prisutan je samo u tragovima te je potreban samo u sastavljanju virusne ¢estice. Na povrSini
je veliki protein S (eng. spike protein gene; S). Protein M (eng. matrix protein gene; M) je

najbrojniji medu svim proteinima ovojnice te stvara interakcije izmedu proteina S, E 1 N.

2.3.2. Epidemiologija i patologija nastanka bolesti

Premda purice, golubovi i neke druge ptice takoder mogu biti inficirane bez
obolijevanja, virus pti¢jeg infektivnog bronhitisa ima tropizam prema peradi (Cavanagh, 2005).
Neki serotipovi su geografski udaljeni, ali obic¢no viSe serotipova cirkulira na istom
geografskom podruc¢ju. Kao $to je spomenuto, varijant QX, prvotno izoliran u Kini, postao je
uobi¢ajen u drzavama diljem Europe i Australije (Sun i sur., 2011). Virus se replicira i stvara
lezije u nekoliko tipova epitelnog tkiva ukljucujuci ona u respiratornom traktu (nosnice,
Harderianova zlijezda, traheje, pluca i zra¢na vre€ica), bubrezima i gonadama (jajnici i testisi).
Putevi infekcije su preko sluzi iz traheja ili fecesa zarazenih pili¢a, moze se $iriti aecrosolom,
kontaminiranom hranom i vodom te opremom i odje¢om (Lin, 2017). Moguca je izolacija
virusa iz pili¢a inficiranih prirodnim putem i pili¢a inficiranih zivim cjepivom do 20 tjedana
nakon infekcije. Period inkubacije traje od 18 do 36 h s najve¢im brojem virusnih Cestica
izoliranih iz diSnog trakta 3 do 5 dana nakon infekcije (Cavanagh i Gelb, 2008). Ozbiljnost
bolesti ovisi o0 varijantu i soju virusa, starosnom i imunosnom stanju pileta, prehrani i
temperaturi organizma. Dodatno, infekcija s virusom pti¢jeg infektivnog bronhitisa povecava
vjerojatnost koinfekcije s nekim od oportunistiCkih patogena; Mycoplasma gallisepticum,
Mycoplasma synoviae, Escherichia coli i/ili Avibacterium paragallinarum (Cook i sur., 2012),

S$to dovodi do pogorsavanja bolesti.



Prilikom infekcije Sansa od obolijevanja je priblizno 100%. Ptice obi¢no kaslju, kisu i
imaju bol u trahejama tijekom 10 do 14 dana. Bolest je popracena smanjenim apetitom, sto
rezultira velikim gubitkom na masi. Kod nesilica se smanjuje proizvodnja jaja za 70%; jaja su
manja, nejednakog oblika, s tankim, blijedim ljuskama. U veéini slu¢ajeva, nakon 8 tjedana se
proizvodnja jaja i njihova kvaliteta vrati na stanje prije infekcije. Smrtnost ovisi o virulenciji
serotipa, dobi, imunosnom statusu (aktivni ili pasivni) te stresovima kao $to je hladnoda i
sekundarna koinfekcija. Umjerena do ozbiljna razina smrtnosti je primije¢ena kod sojeva koji
izazivaju infekcije diSnog puta 1 bubrega kao $to su sjevernoamericki Delaware 072 1 australski
soj T (Cavanagh i Nagi, 2003). Spol i na¢in ishrane peradi su dodatni faktori koji doprinose
bolestima bubrega (Cumming, 1969). Pili¢i mladi od 6 tjedana umiru u 25% slucajeva, dok se
nakon 6 tjedana starosti smrtnost znatno smanjuje. Medutim, postoje iznimke gdje je 45%
uginuéa pili¢a starih 10 tjedana prijavljeno na jednoj farmi (Lister, 1985), dok je na drugoj
prijavljeno cak 15% uginuéa odraslih kokosi. Koinfekcija s nefropatogenim bakterijama
povecéava smrtnost do 60% (Jackwood i sur, 2013). U sluc¢aju infekcije s ispitivanim varijantom,
QX kod nesilica dolazi do teskog oblika konjunktivitisa povezan s obilnim suzenjem,
naticanjem lica i celulitisom tkiva. Takoder, kod nesilica je primijeCeno otezano kretanje i
depresija. Simptomi traju do 96 h nakon infekcije kada se postepeno smanjuju do ozdravljenja
(Terrerino, 2008). Kod infekcije s QX varijantom zabiljeZena je smrtnost od 20% (Cavanagh i
Gelb, 2008). Embriji inficirani virusom pti¢jeg infektivnog bronhitisa su patuljastog rasta,

svijeni i ne razvijaju se pravilno sto je prikazano na slici 4.

Slika 4. Usporedba izgleda zdravog 16-dnevnog embrija i 16-dnevnog embrija iste starosti
inficiranog virusom pticjeg infektivnog bronhitisa (Cavanagh i Gelb, 2008). Oboljeli 16-dnevni
embrio ima zakrzljalo tijelo, savijeno i obavija ga deblja alantoisna membrana u odnosu na

zdravi embrio.



2.3.3. Identifikacija virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa

Uspjesna identifikacija soja virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa ovisi 0 nekoliko
parametara; vremenski razmak izmedu pocetka infekcije 1 uzorkovanja, razina imuniteta pilica
u trenutku infekcije, broj uzrokovanih ptica, odabir i kvaliteta uzorkovanih organa, genetika
ptice, sustav uzgoja ptica i moguca imunosupresija (de Witt, 2014). Pri identifikaciji se
odreduju serotip i genotip virusa.

Tocan serotip virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa se definira specifi¢nim antitijelima
koje organizam proizvodi kao odgovor na epitope S proteina te se tradicionalno odreduju
reakcijom inhibicije hemaglutinacije ili neutralizacijskim testom virusa na embrioniranim
jajima ili kulturama stanica (Jackwood i de Wit, 2013). Hemaglutinacija (HA) je postupak
kojim se mjeri koncentracija virusa u alantoisnoj tekucini ili tekucoj fazi stani¢ne kulture.
Hemaglutiniraju¢i epitopi virusa u alantoisnoj tekucini vezu se za sijalinsku kiselinu na
eritrocitima kokosi te tvore agregate u obliku mrezice ili plasta. Kako bi se tipizirao izolirani
virus koriste se specificna monoklonska protutijela u testu inhibicije hemaglutinacije (IH).
Pozitivan ishod testa to¢nije dokaz serotipa virusa su eritrociti koji se taloze na dno, jer su
virusni hemaglutinini blokirani specifi¢nim monoklonskim protutijelima (Ruano, 2000). Test
neutralizacije seruma detektira antitijela domacina koja mogu inhibirati antigene soja virusa
odgovorne za replikaciju virusa u stanicama domacina, a razlikuju se od serotipa do serotipa
virusa (Payne, 2017). Primjerice, ako postoje 3 antitijela koja neutraliziraju antigene virusa,
zadovoljavajuée cjepivo mora imati sposobnost inducirati diferencijaciju sva 3 antitijela kako
bi pruzila adekvatnu zastitu u dodiru s virusom (Cowen i Hitchner, 1975). Iako mogu pruziti
to¢no utvrdivanje serotipova u veéini sluCajeva, te se metode detekcije virusa pti¢jeg
infektivnog bronhitisa izbjegavaju s obzirom na to da nisu specifi¢éne prema svim varijantima i
nisu ekonomicne. U svhu identifikacije antigena virusa mogu se koristiti ekonomicnije metode
sa specificnim monoklonskim antitijelima (eng. Monoclonal antibody; Mab). Prvi je takav test
ELISA (eng. Enzyme Linked Imunosorbent Assay), koji se zasniva na vezanju epitopa (na
antigenima) ispitivanog virusa s monoklonskim antitijelima prethodno povezanih s enzimom,
nakon ¢ega slijedi dodavanje supstrata i enzimska reakacija pri ¢emu dolazi do obojenja i
dokazivanja postojanja antigena (Parvaanni, 2016). Druga metoda detektiranja antigena
pomo¢u monoklonskih antitijela je imunofluorescencija kojom se vezanje antigena i
specificnog monoklonskog antitijela vizualizira fluorescencijom (OIE, 2018a). Mab stupa u
interakcije samo s jednim ili manjim brojem epitopa antigena virusa, stoga test rezultira
odredivanjem specifi¢nog serotipa (Koch i sur., 1986). S druge strane, mutacija jednog

nukleotida koja rezultira zamjenom aminokiseline u epitopu s kojim Mab stupa u interakciju
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uzrokuje ne prepoznavanje epitopa. Problem se moze reducirati upotrebom poliklonalnih
antitijela usmjerenih prema vise epitopa (Zwaagstra, 1992). Serotipovi se mogu razlikovati
usporedujuéi nukleotidne sekvence gena S1. Ako dva virusa dijele vise od 95% sekvence,
Smatraju se virusima istog serotipa. S druge se pak strane virusi smatraju razli¢itim
serotipovima ako su im sekvence sli¢nosti manje od 85% (Cavanagh, 2005), medutim postoje
iznimke. Primjerice, usporedujuc¢i nukleotidne sekvence dva se soja razlikuju po svojim
genomima 7%, no upotrebom testa neutralizacije virusa, ta dva soja eksprimiraju iste epitope
Sto znaci da su istog serotipa. To implicira postojanje mutacije u nukleotidima koja ne rezultira
prevodenjem u novu aminokiselinu pri ¢emu je epitop konzerviran. 1z tog razloga je pri
identifikaciji sojeva potrebna unakrsna analiza na razini nekoliko testova. Serotipovi virusa
pti¢jeg infektivnog bronhitisa nastaju kao odgovor na molekularne mehanizme evolucije poput
genetiCkog pomaka (eng. Genetic shift) tijekom rekombinacijskih dogadaja (Kusters 1 sur.,
1990) te genetickog strujanja (eng. Genetic drift) kao posljedica nakupljanja mutacija zbog
prirodnog mehanizma replikacije virusa sa RNA polimerazom niske pouzdanosti (Hanada i
sur., 2004). Takoder, zbog koriStenja cjepiva, virus se zbog izlozenosti selektivnom pritisku
prilagodava na okoli§ pri ¢emu nastaju mutacije (Jackwood i sur., 2012).

Precizna identifikacija viralnog genoma temelji se na metodi koja koristi analizu gena,
mutiranih ili originalnih sojeva. Korak koji joj prethodi je RNA ekstrakcija iz obrisa renalne
tekucine pili¢a na terenu. Za pocetak se pomocu RT-PCR-a (eng. Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction; lan¢ana reakcija polimeraze reverznom transkripcijom) $
pocetnicama cilja regija 5’-UTR-a, konzervirana regija virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa
kako bi se dokazao virus (OlEa, 2018). PCR produkti pozitivni na virus potom se ponovno
analiziraju pomocu drugog seta real-time PCR reakcija s pocetnicama koje umnaZaju
konzerviranu regiju gena koji kodira za podjedinicu S1 proteina S (Valastro i sur, 2010). Na
tom dijelu gena S1 nalaze se 3 poznate regije hipervarijabilnih sekvenci (eng. hypervariable
sequence region; HVR sekvenca) koje kodiraju epitope antigena koja stupaju u veze s
antitijelima domacina. Pomocu real-time PCR-a serotipovi se mogu razlikovati prema HVR
sekvencama (Jordan, 2017). Komercijalno su dostupne pocetnice u oba smjera koje ciljaju dvije
HVR sekvence podjedinice S1 kojima se dokazuju varijanti Massachusetts (Mass),
Connecticut, Arkansas, JMK, DE/072/92 and California (Gelb, 2005). U slu¢aju potrebe
razlikovanja novih varijanta i sojeva narucuju se posebno dizajnirane pocetnice za svaki soj.
RT-PCR mozZe se koristiti u slu¢ajevima s ograni¢enom kolicinom RNA izuzete s brisa ptice na
terenu te u slu¢ajevima prethodne propagacije virusa u embrioniranim SPF jajima. Kod niske

koncentracije genetickog materijala, RNA iz uzorka se umnozi s RT-PCR-om nakon cega
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slijedi restrikcija enzimima koji prepoznaju SNP-ove (eng. single nucleotide polymorphisms;
SNPs) te na tim dijelovima cijepaju RT-PCR produkte. Oni se potom analiziraju pomocu
elektroforeze u agaroznom gelu ili se koristi dostupna baza (GenBank) kako bi se usporedivale
sekvence. S obzirom na veliku stopu cijepljenja peradi zivim cjepivom, prije postavljanja
dijagnoze u laboratoriju potrebno je usporediti sekvence izoliranog ,,divljeg tipa®“ s genomom

zivog cjepiva kako bi se eliminirao lazno pozitivni rezultat (Cavanagh i Gelb, 2008).

2.3.4. Kontrola infekcije

Ne postoji lijek koji bi promijenio tijek infekcije virusom pti¢jeg infektivnog bronhitisa.
Antimikrobna terapija usmjerena protiv oportunistickih patogena moze reducirati stopu
smrtnosti. Ipak, najuéinkovitiji oblik zastite je cijepljenje pili¢a starih od 1 do 14 dana u obliku
spreja, u vodi za pice ili kapanjem u o¢i (Cargill, 1999). Cijepljenje se ponavlja s razli¢itim
serotipovima kako bi se inducirala zastita protiv Sirokog broja razli¢itih tipova virusa pti¢jeg
infektivnog bronhitisa. Atenuirana ili inaktivirana cjepiva primjenjuju se kod peradi uzgajane
za meso 1 kod nesilica kako ne bi doslo do smanjenja u proizvodnji jaja.

Poznato je kako cjepiva sa samo jednim serotipom virusa nisu dovoljno adekvatna u
zastiti od infekcije heterolognim genomima. Iz tog razloga, proizvodaci cjepiva na trziste
stavljaju nekoliko cjepiva s razliCitim serotipovima virusa. Takva ,,multi — monovalentna“
strategija zahtjeva ucestalo cijepljenje s najmanje dva razli¢ita serotipa. Tako se inducira
diferencijacija neutraliziraju¢ih antitijela protiv serotipova cjepiva 1 Stiti organizam od
sekundarne infekcije oportunistickim patogenima. Kako bi bila uspjeSna, ova strategija mora
omoguciti cjepivo sa svakim novootkrivenim serotipom virusa (Jackwood i de Wit, 2013).
Konstantna evolucija virusa predstavlja izazov za proizvodace cjepiva §to je ujedno i najveéi
nedostatak ove strategije. Druga strategija, poznata pod nazivom ,,protektotip*, kroz cjepivo s
dva serotipa virusa omogucuje zaStitu organizmu od Sirokog spektra heterolognih viralnih
genoma (Cook, 1999). Ova se strategija, za razliku od prethodne, ne bazira na indukciji
diferencijacije neutralizirajucih antitijela nego na reduciranju infekcije uzrokovane virusom
pti¢jeg infektivnog bronhitisa kako bi se reduciralo unistenje cilija u trahejama i tako sprijecile
sekundarne infekcije (Cook, 2012). ,,Protektotip* strategija koristi serotipove Mass i 793/B kao
najrairenije serotipove u svijetu, koji omogucuju najvecu unakrsnu zastitu, pogotovo ako se
Mass serotip daje na dan izlijeganja pileta a 793/B 14 dana kasnije (Terregino i sur., 2008).
Medutim, iako je Mass cjepivo dostupno u gotovo svim drzavama, serotip 793/B nije tako Cest
u drzavama diljem svijeta pa se njegovo uvodenje u drzave u kojima nije prirodno izoliran

dovodi u kontroverziju. 1z tog je razloga nekoliko drugih kombinacija ispitano (Bru i sur.,
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2016; Jackwood i sur., 2015), ali ni jedno nije pokazalo znac¢aj kao kombinacija Mass i 793/B
cjepiva.

U fazu klini¢kih ispitivanja dosla su rekombinantna cjepiva koja eksprimiraju antigene
S proteina i kombinirana su s antigenima drugih patogena, no moraju pokazati ista zastitna
svojstva kao i ziva oslabljena cjepiva (Yang i sur., 2016).

Centar za zivotinjsko zdravlje u Deventer-u proveo je istrazivanje koje je pokazalo kako
jedna primjena zivog cjepiva serotipa Mass 41 ne pruza dovoljnu zastitu protiv izolata QX, soja
D388 (Landman i sur., 2005). Bolja zastita omogucena je ako se u program cijepljenja ukljuce
drugi serotipovi virusa. Primjerice, cijepljenje pili¢a starih jedan dan s cjepivom serotipa Mass,
popraceno s cjepivom serotipa 4/91 nakon 13 dana. Ta Cinjenica ide u prilog strategiji
,protektotipa“. Nedavna istraZzivanja pokazala su kako su sojevi SZ130 (Yan, 2018), YN
(Zhao, 2015) 1 L1148 (Listorti, 2017) povoljni kandidati za izradu zivih monovalentnih cjepiva
varijanta QX.

2.4. Razvoj i proizvodnja Zivog cjepiva pti¢jeg infektivnog bronhitisa

Proizvodnom ciklusu u industrijskom mijerilu prethodi razvoj cjepiva u laboratoriju te
klinicko ispitivanje. Proces razvoja cjepiva za virus pti¢jeg infektivnog bronhitisa sastoji se od
uzgoja virusa, odredivanja doze koja izaziva promjene kod 50 % inficiranih supstrata (kulture
stanica ili eksperimentalnih Zivotinja), te optimizacije procesa kako bi cjepivo s virusom
imuniziralo pile bez smrtnog ishoda. Optimizacija je ispitivanje uvjeta uzgoja virusa kako bi se
dobio dovoljno visok titar koji uzrokuje imuni odgovor pili¢a. Ispituju se bitni faktori uzgoja
(starost embrija, mjesto izolacije virusa, mjesta vezanja virusa, temperatura i trajanje inkubacije
inokuliranih jaja), titracije (razli¢iti dobavlja¢i embrija/ stani¢nih kultura, pasaZa stanica,
pocetna koncentracija stanica prije inokulacije virusom, vrijeme adsorpcije virusa, utjecaj
svijetla 1 tame, temperatura i trajanje inkubacije), skladiStenja (temperatura i vrijeme ¢uvanja,
utjecaj svjetlosti). Proizvodni proces u malom i velikom mjerilu razlikuju se u koli¢ini
pripremljenog cjepiva i koriStenih resursa. Slikom 5 prikazani su glavni koraci u proizvodnji

cjepiva virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa.
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Slika 5. Shematski prikaz slijeda postupaka u proizvodnji cjepiva pti¢jeg infektivnog bronhitisa
(Mowat i Rweyemamu, 1997). Svaki proces proizvodnje cjepiva zapocinje odabirom soja
kandidata, stvaranjem mati¢nog virusa, radnog virusa koji se koristi za proizvodnju cjepiva u
pojedinim Sarzama. Kako bi se virus umnozio u dovoljnoj koli¢ini razvija se u embrioniranim
SPF jajima, inficirana alantoisna tekuc¢ina se mijeSa sa stabilizatorom te liofilizira.
Liofilizacijom se osigurava produljenje roka valjanosti cjepiva, lakse skladistenje i transport.
Kontrola gotovog proizvoda se provodi kako bi se osiguralo odsustvo bakterijske i gljivicne

kontaminacije, sigurnost, stabilnost i zadovoljavajuéi titar virusa cjepiva.

Originalni virusi za proizvodnju cjepiva ¢uvaju se sustavom takozvanih ,,banki sojeva‘
(OIE, 2018d). Ishodni virus za proizvodnju cjepiva naziva se mati¢ni virus i ¢uva se u
kontroliranim uvjetima te testira nakon odredenog vremena u svrhu kontrole kvalitete. Mati¢ni
virus umnaza se najcesce U 10-dnevnim do 12-dnevnim embrioniranim SPF jajima kako bi se

dobile velike koli¢ine. Alikvoti mati¢nog virusa cuvaju se na -80°C. 1z tih alikvota pasazom se
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dobije radni virus koji se umnaza do koli¢ine dostatne za proizvodnju cjepiva tijekom najmanje
6 do 12 mjeseci. Daljnjom pasazom iz alikvota radnog virusa nastaje virus za proizvodnju
cjepiva serije (Sarze). Na taj se nacin osigurava geneticki jednak soj virusa za proizvodnju
svake Sarze cjepiva, jer svaki virus u cjepivu potjece iz istog originala maticnog virusa. Virus
u pojedinoj $arzi cjepiva smije biti Samo do 5 pasaza udaljen od mati¢nog virusa. AKo mati¢ni
virus sadrzi bilo kakve strane agense, osim specificnog virusa, odbacuje se za proizvodnju
cjepiva.

Virus pti¢jeg infektivnog bronhitisa U Svijetu je rasprostranjen u obliku razlicitih
serotipova. ,,Divlji tip* izolira se uzimanjem brisa mukozne sluzi traheja bolesnih ptica ili kao
homogenat virusom zahvacenog tkiva traheja ili bubrega suspendiran u PBS-u (eng. Phosphate
Buffered Saline; PBS). Izolat se transportira u hladnom mediju s penicilinom i streptomicinom,
dodaje se antibiotik specifi¢an za virus cjepiva, pro¢isti U laboratoriju te se uzgaja u 12-dnevnim
SPF embrioniranim jajima kako bi se utvrdio serotip i genotip soja varijanta virusa. Podaci o
podrijetlu, datum izolacije iz okoliSa, povijest o broju pasaza (ukljuCujuc¢i postupke
karakterizacije i uvjeta skladiStenja) te uvjeti Cuvanja biljeze se za svaki virus u sustavu (OIE,
2018b).

Oslabljena ziva cjepiva pti¢jeg infektivnog bronhitisa razlikuju se na razini atenuacije.
Atenuacija se definira kao nedostatak klini¢kih poteskoca u disanju koji bi bili povezani s
bolesc¢u, odnosno cjepivom (Jordan, 2017). Postoje slabo virulentni sojevi koje nije potrebno
oslabljivati, te visoko virulentni sojevi koje je potrebno atenuirati nekom od metoda;
pasaziranjem u embrioniranim jajima, inkubacijom pod visokom temperaturom (Jackwood,
2010) ili kemijskim agensima. Visoko virulentna cjepiva koriste se za pojacavanje
imunizacijskog ucinka, primjenjuju se kroz 7 do 10 dana obi¢no putem vode za pice. Slabo
virulentna cjepiva pogodna su za piliée s niskom razinom urodenog imuniteta, a dodatna
prednost pred visoko virulentnim cjepivima je odsustvo reakacije respiratornog sustava te ne
dovode do pada brzine rasta pilica. Nedostatak slabo virulentnih cjepiva u odnosu na visoko
virulentna cjepiva je niska razina imuniteta koji cjepivo omogucuje, kao i zastita koju pruza
samo tkivu respiratornog trakta. U slucaju infekcije s drugim sojem virusa organizmu stradaju
bubrezi ili reproduktivni trakt (Ignjatovi¢, 2000). Kako se virus najbolje umnaza u embrijima,
metoda oslabljivanja cjepiva zadrzala se od 1950. godine kada je uzgojeno prvo cjepivo do
danas. Titar ¢ak do 100 puta veci dobije se uzgojem virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa u
embrioniranim SPF jajima u odnosu na virus umnozen u stani¢noj kulturi embrija pile¢ih
bubrega (eng. Chiken Embrionic Kidney cells; CEK) (Cavanagh i Gelb, 2008). Inokulirana SPF

jaja se inkubiraju u inkubatoru za jaja te se lampiranjem prati prezivljenje embrija. Prvi dan
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kada se primijeti uginuce jednog ili viSe embrija, izolat alantiosne tekuéine uginulih embrija
inokulira se dalje u embrionirana SPF jaja. Nakon odredenog niza pasaza, $to ovisi od soja do
soja varijanta virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa, izolati alantoinskih tekucina tih embrija
ispituju se kao moguca cjepiva (Cavanagh i Gelb, 2008). Do oslabljivanja dolazi uslijed
prilagodbe virusa na embrije brojnim mutacijama u genomu zbog kojih vise ne moze izazvati
bolest kod odraslih ptica, za razliku od originalnog soja ,,divljeg tipa* virusa. Virus slican
varijantu QX ispitivan u ovom diplomskom radu, atenuiran je kroz vise od 50 pasaze.

Nakon identifikacije i oslabljivanja virusa pristupa se propagaciji virusa u
embrioniranim jajima. U industriji se koristi velik broj takvih jaja svaki dan kako bi se proizvela
dostatna koli¢ina cjepiva. Inokulacija jaja virusom 1 Zetva alantoisne teku¢ine s umnoZenim
virusom odvijaju se kao i u laboratorijskim uvjetima samo s pove¢anim koli¢inama. Zato se
ispitivanjem optimalnih uvjeta uzgoja u embrioniranim jajima u laboratoriju postavljaju temelji
proizvodnje u industrijskom mjerilu.

Nadalje, cjepivo je potrebno skladistiti i transportirati do veterinarskih stanica, najbolja
metoda odrzavanja virulencije je liofilizacija (Apontoweil i Krasselt, 1987). Liofilizacija je
susenje u smrznutom stanju sublimacijom leda u vakuumu i uglavnom se primjenjuje u procesu
proizvodnje cjepiva jer su ona osjetljiva na toplinu. Liofilizirana cjepiva svake Sarze pakiraju
se u staklene ampule i uglavnom se skladiste na -20 °C kod proizvodaca te na 2 — 8° C tijekom
upotrebe. S obzirom na to da se virulencija Zivog cjepiva moze proporcionalno smanjivati
tijekom Cuvanja i skladistenja, u medij za liofilizaciju se dodaju stabilizatori, kako bi cjepivo
odrzalo svoju efektivnost. Stabilnost cjepiva je bitna pogotovo u mjestima gdje je nemoguce
odrzavati potrebnu hladno¢u za skladiStenje. Neke bitne karakteristike stabilizatora su
imunoloska 1 farmakoloska inertnost, termostabilnost, niska cijena, dostupnost, brza
rehidracija, jednostavna sterilizacija. Stabilizatori za ziva virusna cjepiva za veterinu uglavnom
sadrzavaju disaharid, protein i pufer (Mowat i Rweyemamu, 1997). Disaharidi (saharoza,
trehaloza) se ponasaju kao stabilizatori proteina tijekom smrzavanja i suSenja jer zamjenjuju
vodu na mjestima za vezanje vodika. Takoder, tijekom suSenja stabiliziraju i fosfolipidnu
membranu jer stupaju u interakcije s polarnim dijelovima fosfolipidnih grupa, tako
zamjenjujué¢i vodu (Ohtake i sur, 2011). Proteini (lizozim, govedi serumski albumin, triptoza)
imaju ulogu povecanja strukturalne stabilnosti liofilizacijskog kolaci¢a kako ne bi doslo do
raspadanja kolac¢i¢a. U svrhu stabilizacije ¢esto se koristi 0,2% obrano mlijeko koje produljuje

virulentnost cjepiva nakon rehidracije.
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Tijekom razvoja cjepiva potrebno je provesti testove u skladu s Europskom
farmakopejom kako bi se pokazalo da je cjepivo sigurno, u¢inkovito i odgovarajuée kvalitete
(Europska farmakopeja, 2017a, Europska farmakopeja, 2017Db):

1. Testovi dokazivanja sigurnosti obuhvacaju testove sigurnosti cjepiva za diSni i
reproduktivni sustav te bubrege. Primjenjuje se cjepivo koje je atenuirano najmanjim
brojem pasaza, odnosno cjepivo radnog virusa. To cjepivo mora imati najmanje 10 puta
veCi titar virusa nego §to maksimalno moze sadrzavati jedna doza cjepiva. Kod
odredivanja utjecaja cjepiva na di$ni sustav i bubrege koriste se SPF pili¢i minimalne
preporucene starosti za cijepljenje i zabiljezava im se cilijarna aktivnost. Izolati bubrega
se ispituju histopatoloski na postojanje inflamatornih lezija kao posljedicu infekcije
virusom. Ako ni jedna ispitana zivotinja nije umrla od posljedica povezanih s cjepivom
ili se inficirala virusom pti¢jeg infektivnog bronhitisa, cjepivo se smatra sigurnim.
Dokazivanje utjecaja cjepiva na reproduktivni trakt izvodi se cijepljenjem zenskih SPF
pilica mladih od 3 tjedna koje su resproduktivno zrele. Ako su abnromalnosti uocene
kod manje od 5% ovidukta, cjepivo je sigurno.

2. Ucinkovitost cjepiva ispituje se na dva moguca nalina; odredivanjem cilijarne
aktivnosti i ponovnom izolacijom virusa iz cijepljene peradi. U oba slu¢aja koristi se
cjepivo minimalnog titra virusa oznacenog na gotovom proizvodu atenuirano kroz
najveéi broj pasaza, odnosno cjepivo jedne Sarze. Cilijarna aktivnost se odreduje
cijepljenjem SPF pili¢a, koji se nakon 21. dana od cijepljenja zaraze virusom pti¢jeg
infektivnog bronhitisa istog virusa koji je u cjepivu. Cjepivo se smatra uc¢inkovitim ako
vise od 80% inficiranih cijepljenih pilica ima normalnu cilijarnu aktivnost. Ponovna
izolacija ukljucuje cijepljenje SPF pilic¢a, infekciju tih pilica virusom soja cjepiva te
uzimanje briseva mukozne sluzi iz traheja inficiranih, cijepljenih pilica. Nakon toga se
suspenzija mukozne sluzi uzgaja u embrioniranim SPF jajima. Ako se iz alantoisnih
tekucina izolira virus iz viSe od 20% cijepljenih pili¢a, cjepivo nije u¢inkovito.

3. Testovi na svakoj SarZi cjepiva ukljucuju (i ne ograniavaju se na) identifikaciju
antigena virusa, odredivanje titra virusa i udjela vlage, koji mora biti u skladu s
navedenim vrijednostima na proizvodu. U slu¢aju kad se radi o Zivom virusnom cjepivu
proizvedenom na embrioniranim jajima i namijenjenom za ne-parenteralnu primjenu,
umjesto sterilnosti ispituje se odsustvo bakterijske 1 gljivicne kontaminacije. Nakon
kultivacije jedne doze cjepiva na podlogama, ne smije bti identificiran ni jedan patogeni

mikroorganizam niti vise od jednog nepatogenog mikroorganizma kako bi cjepivo bilo
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valjano. Nadalje, kod zivih virusnih cjepiva potrebno je provesti testove odsutnosti
stranih agenasa te mikoplazmi.

4. Testovi stabilnosti provode se kako bi proizvoda¢ opravdao rok valjanosti cjepiva.
Dokazuje se u vidu rezultata titracija virusa gotovog cjepiva najmanje tri uzastopne
Sarze testirane tijekom redovnih vremenskih intervala sve do 3 mjeseca nakon isteka
roka valjanosti. Takoder, tim rezultatima se dodaju podaci o udjelu vlage u liofilizatu.

Cjepiva koja se testiraju su cuvana pod uvjetima propisanim od proizvodaca.

2.5. Dizajn eksperimenata

Dizajn eksperimenta (eng. Design of Experiments; DOE) pojam je koji obuhvaca
planiranje, projektiranje i analizu eksperimenta potrebne za donoSenje vaze¢ih i opcenitih
zakljucaka na djelotvoran i ucinkovit nac¢in (Montgomery i Rugner, 2003b). Dizajnom
eksperimenta ¢ine se namjerne ili svrhovite promjene varijabli koje se mogu kontrolirati u
nekom sustavu ili procesu, promatraju se povratne informacije rezultata te se na temelju toga
zakljucuje i odlucuje koje su varijable odgovorne za promjene rezultata. Kako bi se zakljucci
statistiCki potkrijepili, vazno je integrirati jednostavne ali moc¢ne statisticke metode u
metodologiju dizajna eksperimenta. Osnovni razlog implementacije dizajna eksperimenta je
reducirati utroSeno vrijeme 1 resurse na ispitivanje svih mogucih kombinacija parametara
pojedina¢no i njihovih medusobnih utjecaja na ukupni prinos procesa (Coffey i Yang, 2018).
DoE zapocinje odredivanjem ciljeva i odabirom procesnih faktora koji se zele ispitati. Dobro
odabran DoE povecava koli¢inu informacija koje se mogu prikupiti za date eksperimente. Neki
od glavnih ciljeva dizajna eksperimenata mogu biti (Anderson i Withcomb, 2015):

e Utvrdivanje varijable ili seta varijabli koje imaju utjecaj na rezultat Y

e Utvrdivanje optimalne vrijednosti svih vaznih faktora X kako bi uvijek davale
priblizno istu vrijednost rezultata Y

e Utvrdivanje optimalne vrijednosti svih vaznih faktora X kako bi varijacija
izmedu rezultata Y bila mala.

Eksperimenti mogu biti statisticki dizajnirani koriste¢i klasi¢ni pristup Sir Rondalda
Fishera (Preece,1990), pristup ortogonalnih kolona dr. Genichi Taguchi (Roy, 2001) ili
pristup pretrazivanja varijabli kojeg zagovara dr. Dorian Shainin (Ledolter i Swersey, 1997).
Ovaj rad fokusiran je na klasi¢ni pristup kojeg je predlozio Sir Ronald Fisher. Na ovom

pristupu temeljen je, medu ostalim, faktorijalni dizajn eksperimenata (Montgomery, 2017).
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2.5.1. Osnovni pojmovi dizajna eksperimenata

Faktori su procesni ulazni parametri koji se ispituju na razinama. Ulazni parametri se
naj¢esce oznacavaju sa ,,X“ i dodjeljuju im se brojevi kako bi se razlikovali. Mogu biti
numericki (primjerice temperatura) ili kategoricki (primjerice dobavlja¢ kemikalija). Razine
su kvalitativno i kvantitativno mjerljive vrijednosti, odnosno postavljene granice faktora koje
se pomoc¢u DoE-a ispituju (Anderson i Whitcomb, 2015). Tako se faktori mogu ispitivati na
dvije, tri 1li viSe razina, ovisno o samom faktoru.

Ako se u sklopu dizajna eksperimenta pravilno primjene nasumi¢nost izvedbe pokusa,
ponavljanje i podjela pokusa na blokove, dolazi do poboljsanja ucinkovitosti ispitivanja
(Antony, 2003a). Ta tri principa reduciraju ili ¢ak otklanjaju eksperimentalnu pristranost.
Vazno je naglasiti kako bi eksperimentalna pristranost mogla rezultirati pogreSnim optimalnim
vrijednostima ili maskirati u¢inke znacajnih faktora.

Ponavljanje je proces izvodenja eksperimentalnih pokusa nasumi¢nim redoslijedom.
Implicira se ponavljanje cijelog seta eksperimentalnih pokusa ili samo dijela seta pod razli¢itim
uvjetima. Ponavljanje je vazno zbog dva svojstva. Prvo svojstvo je $to omogucuje izracun
procjene eksperimentalne standardne greSke (Se). Drugo je svojstvo §to dozvoljava osobi koja
vr$i eksperimente precizniju procjenu uéinka faktora ili medudjelovanja. U suprotnom slucaju,
kada bi broj ponavljanja bio jednak 0 ili 1, ne bi se moglo sa sigurno$¢u valjano zakljuciti
(Montgomery i Runger, 2003e).

Podjela pokusa na blokove metoda je kojom se eliminira u¢inak vanjskih varijacija zbog
pozadinskih faktora i tako povecava se ucinkovitost dizajna eksperimenta. Glavni cilj je
otklanjanje nezeljenih izvora varijabilnosti kao Sto su razlike izmedu dvije Sarze ili dva dana.
Ideja je grupirati sli¢ne eksperimentalne pokuse u blokove koji se izvode u razli¢itim uvjetima.

U industriji se najceS¢e koriste potpuni faktorijalni dizajn eksperimenata te djelomi¢ni
faktorijalni dizajn eksperimenata na dvije ili tri razine (Antony, 2014). Faktorijalni dizajn
omogucuje ispitivanje zajednickog ucinka faktora (odnosno procesnih parametara) na rezultate.
Potpuni faktorijalni dizajn eksperimenata sastoji se od izvodenja pokusa svih mogucih
kombinacija na svim razinama za sve faktore. Djelomi¢ni faktorijalni dizajn je DoE u kojem se
izvode eksperimentalni pokusi samo adekvatno odabranih frakcija (dijelova) svih kombinacija
sveukupnog dizajna eksperimenta (Montgomery, 2005). Ako je broj faktora, k, ispitivanih na
dvije razine onda je broj ukupnih pokusa za ispitivanje svih kombinacija 2¥, §to zna¢i da broj
ukupnih pokusa u potpunom faktorijalnom dizajnu moze postati velik. Primjerice, za dva
faktora na dvije razine to je 22 = 4 pokusa. No, za Getiri faktora na tri razine, to je 3* = 81 pokus.

U industriji, to je puno utroSenog vremena i resursa za mali broj ispitanih faktora. Taj se
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problem rjesava odabiranjem Y ili ¥4 kombinacija potpunog faktorijalnog dizajna, odnosno
jedne frakcije dizajna. Postoji nekoliko strategija koje, ako su pravilno implementirane u dizajn
osiguravaju odabir frakcija kako bi se objektivno dobilo najvise moguée podataka o uéincima.
Svim strategijama je zajednicko $to su ortogonalne i uravnotezene (NIST, 2012a).

U ovom radu, kako bi se ispitale granice uzgoja virusa infektivnog ptic¢jeg bronhitisa u
svrhu razvoja cjepiva, koristen je potpuni faktorijalni dizajn eksperimenata s tri faktora na dvije

razine s ponavljanjem pokusa u tri replikata.

2.5.2. Potpuni faktorijalni dizajn
Kao $to je prethodnim odlomkom rada navedeno, potpuni faktorijalni dizajn sastoji se od
izvodenja pokusa svih mogucih kombinacija na svim razinama. Jedan od najCes$¢ih dizajna
koristi 2¥ potpuni faktorijalni dizajn, posebice u pocdetku eksperimentalnog rada kada je broj
faktora manji ili jednak 4. Pretpostavka na kojoj se temelji dizajn na dvije razine je skoro
potpuna linearanost odziva za cijeli skup odabranih faktora (Antony, 2003a). Empirijski model
koji odgovara eksperimentalnim podacima moze biti linearni ili kvadratni (Montgomery i
Rugner, 2003g). S obzirom na to da moderni softveri izostavljaju kvadratni model, za potrebe

ovog rada koristen je linearni model s tri faktora, X1, X2 i X3, koji se moze se zapisati :

Y =By + B1X1 + B2X5 + B3 X3 + P12X1 Xz + B13X1X3 + B3 Xo X3 + Br23 X1 XX + € (1)

gdje je Y = rezultat za dane razine glavnih u¢inaka X1, X2 i X3, postoje k(k-1)/2 = 3*2/2 =3
interakcije izmedu 2 faktora; X1Xo, X1Xs, X2X3, te 1 interakcija izmedu 3 faktora; XiX2Xa.
Tijekom analize konacnih rezultata eksperimenata svi nepoznati parametri ,, f “ procjenjuju se
kao koeficijenti glavnih u¢inaka. Oni se koriste u odredivanju glavnih u¢inaka koji se zna¢ajno
razlikuju od 0O, a konstanta ,, o ““ je rezultat Y dobiven kada su svi glavni efekti jednaki 0. €

predstavlja eksperimentalnu gresku (NIST, 2012a).

2.5.2.1. 23 Potpuni faktorijalni dizajn

U radu, 23 potpuni faktorijalni dizajn izabran je zbog vaznosti analize u¢inaka glavnih
faktora ali i njihovih medusobnih interakcija (Anderson i Whitcomb, 2015). Dakle, potpuni
trofaktorski faktorijalni dizajn eksperimenata na dvije razine ukljucuje 2° = 8 eksperimentalnih
pokusa. Svaki pokus ponovljen je u tri replikata kako bi se to¢no procijenila eksperimentalna

greska. Ovakva se vrsta dizajna moze prikazati u obliku kocke (Montgomery, 2017) na slici 7.
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Strelice pokazuju smjer povecanja faktora. Brojevi od 1 do 8 prikazani u kutevima kutije
dizajna (eng. design box) predstavljaju standardni red pokusa. Standardni red pokusa je redni
broj izvedbe pokusa i kod ponavljanja replikata bitno je odrzati konstante redne brojeve pokusa
(NIST, 2012b).

1 }l(l) ------------------ O

X1|X3.- 5 7

szﬂ

Slika 6. Prikaz kutije dizajna za potpuni faktorijalni dizajn s tri faktora X1, X2, X3 na dvije
razine (Montgomery, 2017). Strelice pokazuju smjer povecéanja razina faktora. Brojevi od 1 do

8 prikazani u kutevima kutije dizajna predstavljaju standardni red pokusa.

Kad su svi faktori kodirani tako da ,,+1* predstavlja ,,visoku* 1,,-1* predstavlja ,,nisku‘
razinu, matrica dizajna svakog potpunog faktorijalnog dizajna eksperimenata ima stupce koji
se ortogonalno uparuju te je zbroj svih stupaca jednak 0. Ortogonalnost je vazna jer eliminira
korelaciju (medudjelovanje) izmedu glavnih uéinaka i njihovih interakcija (Montgomery i
Rugner, 2003b). Na tablici 2 prikazana je matrica dizajna za trofaktorski potpuni faktorijalni
dizajn na dvije razine. Matrica je dobivena pomo¢u programa StatSoft Inc. Statistica 6.1. Kod
23 potpunog faktorijalnog dizajna razine se nazivaju ,,visoka® i ,,niska®, a u matricnom sustavu
zapisuju u obliku ,,+1* za ,,visoku* i ,,-1* za ,,nisku* razinu. Prvi stupac lijevo prikazuje ne-
nasumi¢ne pokuse od 1 do 8 nazvane standardnim redom. Primjerice pokus 1 izvodi se na

,,niskoj“ razini sva 3 faktora, $to se vidi i na slici 6.
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Tablica 2. Primjer matrice dizajna eksperimenata. (Antony, 2003a)

Pokus Faktor

X1 X2 X3
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

2.5.3. Primjena dizajna eksperimenata

Dizajn eksperimenata je viSefunkcionalni alat koji moze pomo¢i u brojnim situacijama
u industrijskoj proizvodnji i razvoju novih proizvoda. Neke od primjena su izbor izmedu
alternativnih opcija, odabir klju¢nih faktora koji imaju utjecaj na odgovor (rezultate), testiranja
robusnosti procesa (Kutle i sur., 2010), povecanja ili smanjenja odgovora rezultata, ispitivanje
vise ciljeva odjednom (Markusi¢ i sur., 2013) te modeliranje regresijskih sustava.

Primjenom dizajna proizvodnja se poboljSava u smislu povecanja prinosa i stabilnosti
procesa, povrata ulozenog Kkapitala i povecanog profita. Takoder, moguce je smanjiti
varijabilnosti procesa §to dovodi do pozitivnog utjecaja na krajnji proizvod, smanjiti vrijeme
proizvodnje i koli¢inu resursa te omoguciti opée razumijevanje klju¢nih parametara procesa
(Antony, 2003a).

Kako bi se ujednacilo implementiranje dizajna eksperimenata postoje odredeni koraci
pri prakticnom koriStenju metodologije: faze planiranja, dizajniranja, izrade pokusa te analize

rezultata (Montgomery, 2017).

22



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije i oprema
3.1.1. Kemikalije
e DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium (Lonza Group AG, Basel, Svicarska)
e MEM - Minimum essential Medium (Lonza Group AG, Basel, Svicarska)
e Specific-Pathogen-Free (SPF) jaja (Valo, Njemacka)
e HEPES (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e PBS — Phosphate Buffered Saline (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e FBS — Fetal Bovine Serum (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo)
¢ Neesencijalne aminokiseline (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e Neomicin (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e Otopina tripsina

e Tripan Blue bojilo

3.1.2. Oprema

e Laminarni kabinet s vertikalnim strujanjem zraka (eng. Laminar-flow cabinet; LF
kabinet)

e Inkubatori za jaja (Fiem, Italija)

e Inkubator za kulture stanica (Memmert, Njemacka)

e Hladnjak

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

e Vortkes mjeSalica

e Standardno sterilno posude za rad u laboratoriju s virusima, kulturama stanica 1 jajima

e Automatske pipete (5-50 uL, 10-100 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL, 500-5000 pL)

e Inverzni mikroskop (Oympus, Japan)

e Laboratorijska centrifuga (Andreas Hettich GmbH, Universal 320, Njemacka)
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3.2. Metode rada
3.2.1. Dizajn eksperimenta
Dizajnom eksperimenata ispituju se 3 faktora i njihov utjecaj na rezultate uzgoja:
e X1 - starost embrija (starost embrioniranih SPF jaja za vrijeme inokulacije virusa; 10 ili
13 dana stari)
e X2 - titar inokuluma (titar virusa kojim se inokuliraju embrionirana SPF jaja; 2,0 ili 3,0
log TCID 50 mL™)
e X3 - vrijeme inkubacije inokuliranih embrioniranih SPF jaja; 18 ili 30h.
Visa i niza razina su navedene u odnosu na postojece uvjete razvoja cjepiva za varijantu QX
sli¢ne viruse pti¢jeg infektivnog bronhitisa. 12-dnevni embriji inokuliraju se s 4,0 log TCID so
mL? te inkubiraju tijekom 24h. Dizajnom eksperimenta su ispitane gornje i donje granice uvijeta
uzgoja virusa, odnosno faktori su ispitani na dvije razine kao $to je navedeno u tablici 3. Niza

razina je oznac¢ena 0znakom (-), dok je visa razina oznacena 0znakom (+).

Tablica 3. Ispitani faktori i njihove razine

Faktori Razina
Oznaka Opis Niza razina (-) Visa razina (+)
X1 Starost embrija (dani) 10 13
X2 Inokulum (log TCID 5o mL™?) 2,0 3,0
X3 Vrijeme inkubacije (h) 18 30

Za dizajn eksperimenta koriSten je program StatSoft Inc. Statistica 6.1 (TIBCO) kako
bi se predvidjeli bitni u¢inci i njihove interakcije na ukupni rezultat uzgoja virusa ptic¢jeg
infektivnog bronhitisa slicnom varijantu QX. Koristen je potpuni faktorijalni dizajn
eksperimenata s ponavljanjem na dvije razine s tri faktora, 23-2( 2-broj razina, 3- broj faktora,
2- broj razina za svaki faktor) s ukupnim brojem pokusa 22 = 8. Pokusi su ozna¢eni slovima od
,»A“ do ,,H* te su svi izradeni istovremeno unutar jednog ponavljanja. Cjelokupni eksperiment
je ponovljen tri puta, zbog bolje procjene rezultata. U tablici 4 prikazane su kombinacije
procjenjenih bitnih u¢inaka pri uzgoju virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa sli¢nog varijantu

QX prema matrici potpunog faktorijalnog dizajna 23.
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Tablica 4. Matrica potpunog faktorijalnog dizajna 23 koristena pri ispitivanju uzgoja virusa

pti¢jeg infektivnog bronhitisa slicnom varijantu QX

Faktori
Oznaka pokusa

X1 X2 X3
A -1 -1 -1
B -1 -1 +1
C -1 +1 -1
D -1 +1 +1
E +1 -1 -1
F +1 -1 +1
G +1 +1 -1
H +1 +1 +1

3.2.2. Uzgoj virusa sli¢nog varijantu QX

Uzgoj se izvodi pri asepti¢nim uvjetima u LF kabinetu (OIE, 2018c¢). Virus infektivnog
pti¢jeg bronhitisa slican varijantu QX, u vlasnistvu tvrtke Genera d.d., ¢uvan je na -80°C (OIE,
2018b). Nakon otapanja, razrijedivanjem podetnog titra virusa od 8,0 log TCIDsp mL? s
kompletnim EMEM medijem pripremljeni su inokulumi 2,0 i 3,0 log TCIDso mL™. TCID (eng.
Tissue Culture Infectious Dose 50) je recipro¢na vrijednost razrjedenja doze koja dovodi do
promjene (citopatskog ucinka; eng.cytopathic effect = CPE) kod 50% inficiranih stani¢nih
kultura. Koristeno je 24 SPF jaja starih 10 dana i 24 SPF jaja starih 13 dana. SPF jaja, to¢nije
embriji starosti 10 i 13 dana su inficirani inokulumima 2,0 i 3,0 log TCIDso mL* prema shemi
na tablici 5. Inokulacija je vr§ena pomocu Sprice s iglom kroz zra¢nu vrecicu do alantoisne

tekucine (slika 7), pri ¢emu je svako jaje inokulirano s 0,1 mL odgovarajuc¢eg inokuluma.
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Amnionska Inokulacija u korialantoisnu
supljina membranu
Ljuska 2= )
_ : Membrana ljuske
Albumin p Zracna vrecica

. >\/ Inokulacija u

| | .q==%> amnionsku tekuéinu

Inokulacija u

\& 2 890 ;7 y zraénu vreéicu
Alantosina - Inokulacijau
Supljina \ alantoisnu tekuéinu

Zumanjcana

vrecica Korialantoisna

membrana

Slika 7. Putevi inokulacije virusa u jaja (Aryal, 2018). Virus pti¢jeg infektivnog bronhitisa
slican varjjantu QX najbolje raste u alantoisnoj tekucini, pa se inokulacija vrsi preko ljuske

jajeta, kalcificirane membrane ljuske te korialantoisne membrane u alantoisnu vrecicu.

Jaja su tako podijeljena u 4 grupe: 12 10-dnevnih i 12 13-dnevnih jaja inficirano s
inokulumom 2,0 log TCIDsp mL™, te je 12 10-dnevnih i 12 13-dnevnih jaja inficirano s
inokulumom 3,0 log TCIDsp mL™. Jaja oznagena prije inkubacije prikazana su na slici 8. S
obzirom na kombinaciju faktora uzgoja odredenih tablicom 5, svaka kombinacija dobila je
slovnu oznaku. Primjerice, kombinacija koja ukljucuje 10-dnevna jaja, inokulirana s 2,0 log
TCIDso mL? te inkubirana tijekom 18h u inkubatoru za jaja ima oznaku ,,A*“. Potom su sva
inokulirana jaja uloZena u inkubator za jaja pri vlaznosti zraka >50% i temperaturi od 37.5°C.
Inkubacija je trajala u skladu sa shemom tijekom 18h i 30h, pri ¢emu su jaja podijeljena u 8
konac¢nih grupa: svaka grupa imala je 6 jaja odredene starosti (10 ili 13 dana), inficirana s
odredenim inokulumom (2,0 ili 3,0 log TCIDso mL™?) te uloZzena na odredeno vrijeme (18 ili
30h). Nakon inkubacije sva su jaja ohladena na temperaturu od 2 do 8 °C preko nodi ili par sati
na -20 °C kako bi se izazvala smrt embrija, stisnule krvne Zile i tako smanjila krvarenja prilikom

zetve (Grimes, 2002).
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Tablica 5. Shema provedbe eksperimenta

Starost embrija Inokulum Vrijeme Oznaka
(dani) (log TCIDso mL1)* inkubacije (h) uzorka
18 A
2,0
30 B
10
18 C
3,0
30 D
18 E
2,0
30 F
13
18 G
3,0
30 H

log TCIDsp mL™? = logaritam recipro¢ne vrijednosti razrjedenja koje uzrokuje promjene

okarakterizirane kao citopatski u¢inci 50% inficiranih stani¢nih kultura

Slika 8. Prikaz oznaenih SPF jaja spremnih za inkubaciju (vlastita fotografija). Jaja su
oznac¢ena slovima od A do H prema odgovaraju¢oj kombinaciji faktora prikazanoj na shemi u

tablici 5.

3.2.3. Zetva virusa kultiviranog u jajima
Jaja, prethodno dezinficirana sa 70%-tnim etanolom, otvaraju se u LF kabinetu (OIE,
2018b) skidanjem ljuske, kalcificirane membrane te korioalantiosne membrane kao S§to je
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prikazano na slici 9. Potom se pomocu pipete iz svakog jaja odredene kombinacije faktora
primjerice ,,A*, prebaci 0,9 mL alantosine tekucine u jednu zajednicku Falcon epruvetu pod
oznakom ,,A*. Falcon epruvete su potom centrifugirane, te je iz svake uzeto po 2 alikvota od
1,5 mL u 2 Eppendorf epruvete s poklopcem. Takve epruvete su imale oznaku u skladu s

kombinacijom faktora uzgoja, primjerice ,,A“. Na slici 10. prikazane su sloZzene Eppendorf

epruvetice, koje su spremljene na -80 °C do daljnjih koraka provedbe eksperimenta (OIE,
2018a).

Slika 9. Prikaz otvorenih jaja u LF kabinetu spremna za zetvu virusa (vlastita fotografija).
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Slika 10. Eppendorf epruvete s uzgojenim virusom u alantoisnoj tekuéini, oznacene

odgovaraju¢im slovnim oznakama (vlastita fotografija).

3.2.4. Priprema kulture stanica bubrega pile¢ih embrija

Kultura stanica bubrega pile¢ih embrija (eng. Chicken Embryo Kidney; CEK) priprema
se postupkom izolacije i kultiviranja stanica primarne kulture iz 17-dnevnih pile¢ih embrija
(OIE, 2018a). Izolacija zapocinje odstranjivanjem i ispiranjem pilec¢ih bubrega u otopini 0,25%
PBS-a dekantiranjem 2 puta u ¢asi. Nakon toga vrsi se disocijacija organa na stanice mijeSanjem
u otopini tripsina na sobnoj temperaturi. Suspenzija stanica se filtrira u bocu, koja ima
membranu za filtraciju debljine pora 105 um. Potom se dobivena suspenzija stanica centrifugira
na 300 rcf-a (eng. relative centrifugal force; relativna centrifugalna sila), tijekom 10 min na
sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja, supernatant se dekantira te se na talog dodaje medij
s fetalnim govedim serumom (eng. Fetal Bovine Serum; FBS) kao medij za rast stanica. Nakon
odredivanja broja stanica na hemocitometru, stanice se nacijepljuju na 96-jazi¢ne ploce. Broj
stanica se razrjedivanjem po potrebi podesi na red veli¢ine 10°, kako bi broj stanica po jednoj
jazici bio jednak 10°. Suspenzija stanica se razrjeduje s DMEM medijem s 5% FBS-om. Tako
dobivena suspenzija stanica CEK kulture s medijem se nacijepljuje na potreban broj jazi¢nih
ploca, s ukupnim volumenom po jazici od 0,1 mL. PloCe se sa stanicama inkubiraju tijekom 24

h na temperaturi od 37°C u inkubatoru.
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3.2.5. Odredivanje broja stanica CEK kulture

Nakon izolacije primarne kulture stanica pile¢ih bubrega potrebno je odrediti pocetni
broj stanica prije daljnje manipulacije. Brojanje se radi neizravnom metodom na hemocitometru
po Neubauer-u (OIE, 2018a). 1z primarne kulture se uzelo 10uL primarne kulture suspenzije
CEK stanica te razrijedilo u omjeru 1:20 s tripan plavim bojilom koje ulazi u mrtve stanice i
boja ih. 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 na povecanju 10x.

Jednadzba za izracun ukupnog broja stanica po mL uzorka glasi :

n stanica __ Y stanicaxRxF (2)

mL - n kvadrata

Gdje je: Y stanica : suma svih stanica izbrojanih u oba dijela komorice, R: faktor razrjedenja,
F: faktor komorice (10%), n kvadrata: ukupni broj kvadrata sa svake strane komorice u kojima

su stanice brojane

3.2.6. Infekcija kulture stanica bubrega pile¢ih embrija (titracija)

Kvaliteta monosloja kulture stanica bubrega pile¢ih embrija kultiviranih tijekom 24 h se
provjeri na inverznom mikroskopu sto ukljucuje provjeru svih 96-jazi¢nih ploca pripremljenih
za kultivaciju virusa, odnosno infekciju. Tako se eliminira u¢inak grube greske u mjerenju jer
se u slucaju rasutih rezultata eliminira moguc¢nost ljudske pogreske pri pripremi kulture stanica
za infekciju. Stanice bubrega pile¢ih embrija su male, okrugle i ¢esto povezane u nakupine
nepravilnog oblika, okruzene stanicama fibroblasta koje su vretenastog oblika. Pripreme se
razrjedenja virusa uzgojenog u jajima pomocu kompletnog DMEM medija za uzgoj stanica koji
sadrzi neesencijalne aminokiseline i neomicin te otopinu 1M HEPES-a u omjeru 1:5. Za
titraciju pripremaju se deseterostruka razrjedenja virusa Uzgojenog U jajima u Svim
kombinacijama (od slovne oznake ,,A* do ,,H*). U titraciju se stavljaju 4 razrjedenja; od 5. do
8. deseterostrukog razrjedenja. Standard virusa uzgojen u optimalnim uvjetima u jajima
(embriji stari 12 dana, inokuluma 4,0 log TCIDso mL™, inkubirani tijekom 24h) se razrijeduje
od 4. do 7. deseterostrukog razrjedenja i sluzi kao pozitivna kontrola infektivnosti virusa. Virus
se nacijepljuje na mikrotitarske plo¢ice u 3 replikata svake slovne oznake od ,,A* do ,,H*, te 4
replikata standarda. Jedna mikrotitarska ploc¢ica podijeli se na 2 replikata kao §to je prikazano
na shemi na slici 11, te se sva 4 razrjedenja nacijepljuju na 11 jazica tako da je jedan red jedno
razrjedenje nacijepljeno u svih 11 jazica. Od reda A do reda D je jedan replikat, dok je od reda

E do reda H drugi replikat na plocici, redom po slovnim oznakama. Dvanaesti stupac na svakoj
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plocici je medij za uzgoj stanica kao negativna kontrola. Nakon toga se plocice centrifugiraju
pri 1000 rcf tijekom 30 min kako bi se olakSao kontakt virusa sa stanicama (Slika 12). Plo¢ice

su inkubirane tijekom 72h u inkubatoru na 37°C kako je prikazano na slici 13.
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Slika 11. Shema 96-jazi¢ne plocice (Anonymous, 2017). Oznake -5 do -8 oznacavaju 5. do 8.

deseterostruko razrjedenje poc¢etnog uzorka virusa.

I@ | o

Slika 12. Centrifugiranje 96-jazi¢nih plocica s CEK stani¢nom kulturom inficiranom virusom

pti¢jeg infektivnog bronhitisa sli¢nog varijantu QX (vlastita fotografija).

31



Slika 13. 96-jazi¢ne plocice s CEK stanicnom kulturom inficiranom virusom pticjeg

infektivnog bronhitisa sliénog varijantu QX u inkubatoru (vlastita fotografija)

3.2.7. Odredivanje titra virusa pomo¢u Reed-Munch-ove metode

Titar virusa izrazava se kao broj infektivnih doza koje uzrokuju pojavu promjena
(citopatskog ucinka) kod 50% inficiranih supstrata (stani¢ne kulture tkiva). Racuna se kao
logaritam recipro¢ne vrijednosti razrjedenja kod takozvane infektivne doze 50. Mikrotitarske
plocice se nakon inkubacije pregledavaju pod inverznim mikroskopom i rezultati se biljeze kao
pozitivni (uocava Se citopatski u¢inak, odnosno promjene na stanicama) u odnosu na negativnu
kontrolu, te negativni (ne uocava se citopatski u¢inak) u odnosu na negativnu kontrolu. Na slici
14 prikazan je izgled CEK stanica negativne kontrole i CEK stanica na kojima se vidi citopatski

ucéinak.
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Slika 14. A-izgled CEK stanica negativne kontrole, B-izgled CEK stanica sa citopatskim

ucinkom (vlastita fotografija)

Reed-Munch jednadzba glasi:

broj supstrata s promjenomu kumulativnomnizu 100 (3)

% infektivnosti = . , -
ukupan broj inficiranih supstrata kumulativnog niza

Podaci koji su potrebni za izracun:

. . -50
e proporcionalna distanca = a—b 4)

gdje je a= % infektivnosti doze A i b= % infektivnosti doze B. Doza A je ona doza koja
izaziva infekciju najblize 50%, ali jednako ili iznad 50% inficiranih supstrata, dok je
doza B doza koja izaziva infekciju najblize 50%, ali ispod 50% inficiranih supstrata
e log TCIDso/inokulum = logaritam recipro¢ne vrijednosti razrjedenja doze A (5)
+proporcionalna distanca
log TCIDso/inokulum predstavlja logaritam recipro¢ne vrijednosti razrjedenja koje uzrokuje
promjene okarakterizirane kao citopatski uc¢inak 50% inficirane populacije stanica u kulturi
bubrega pile¢ih embrija.

Primjer proracuna titra virusa pomo¢u Reed-Munch-ove metode prikazan je u tablici 6.
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Tablica 6. Primjer proracuna titra u pojedinoj titraciji (paraleli) po Reed- Munch-u

Razrjedenje Apsolutni rezultati | Kumulativni rezultati _ _ _
] Broj jazica __ _ I | % infektivnosti
virusa Pozitivni | Negativni | Pozitivni Negativni
10 50 11 11 0 23 0 100
10 ©0 11 10 1 12 1 92,3
10 "0 11 2 9 2 10 16,7
10 80 11 0 11 0 21 0,0

a = % infektivnosti (doza A) = = * 100 = 92,3077

b = % infektivnosti (doza B) = = * 100 = 16,6667

92,3077-50
92,3077-16,6667

proporcionalna distanca = =0,5593

log TCIDso / inokulum = 6 + 0,5593 = 6,5593

Podatak dobiven izra¢unom logaritma titra po inokulumu potrebno je preracunati na broj doza,
odnosno volumen kojim su inolokulirane jazice s CEK stani¢nom linijom

broj doza = 1x

otopljeno = 1x

inokulirano = 0,03mL

omjer otapanja/ inokuluma = 33,3333

log TCIDso/ dozi = 6,5593 + log(33,33333) = 6,5593+ 1,5228 = 8,0822 (6)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Eksperimentalni dio uzgoja virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa slicnog varijantu QX
u SPF embrioniranim jajima zaokruzen je titracijom na CEK stani¢noj liniji. Tako se odredivao
titar svim zabiljezenim pojedinim pokusima koji su zadovoljavali dva kriterija:
a) Najmanje 3 razrjedenja u nizu inficirala su izmedu 90% i 10% inokulirane kulture
stanica
b) Zadovoljen kriterij doze i odgovora; iako se preferira da svako sljedece razrjedenje
u nizu ima niZi broj jaZica u kojima je vidljiv citopatski u¢inak, dozvoljava se da
dva razjedenja u nizu imaju jednak broj jazica s citoptaskim u¢inkom, kao 1da vise
razrjedenje rezultira s jednom jazicom viSe od susjednog nizeg razrjedenja (Doel,
1997).
Svi su pokusi zadovoljili kriterije stoga su svi uzeti u izracun titra virusa prema Reed-Munch
metodi. ZabiljeZenim titrima tada su se prema formuli izracunale prosje¢ne vrijednosti kao
ukupan rezultat eksperimentalnog dijela. Kako bi se izracunala srednja aritmeti¢ka vrijednost

titra svakog pokusa koriStena je formula;

7 (logTCIDgo/mL) = =, 7)
gdje je X,y suma titara svih ponavljanja, a r je broj ponavljanja odnosno replikata (Antony,
2003b).

U tablici 7 prikazani su pojedini rezultati po paralelama poredani po odgovaraju¢im

slovnim oznakama od A do H, kao i ukupni rezultat.
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Tablica 7. Pojedini rezultati i ukupni rezultat po ponavljanjima i paralelama

Kombinacija faktora : ) ) L
N ) Broj Titar svakog Srednja vrijednost
Starost embrija (dani) / Oznaka ) o )
replikata, ponavljanja, y titra, y

Inokulum (log TCIDso mLY) /| pokusa
r (log TCIDso mL?) (log TCIDso mL™)

Vrijeme inkubacije (h)

8,1233
10/2,0/18 A 3 7,1033 7,7022
7,8800

8,4366
10/ 2,0/ 30 B 3 7,8350 8,0594
7,9066

8,1500
10/3,0/18 C 3 8,0966 8,0055
7,7700

8,5433
10/3,0/30 D 3 7,8050 8,0938
7,9333

6,9300
13/2,0/18 E 3 5,9550 6,3588
6,1916

8,3233
13/2,0/30 F 3 8,0000 8,1200
8,0366

7,3766
13/3,0/18 G 3 6,8550 7,1405
7,1900

7,7933
13/3,0/30 H 3 7,7400 7,8200
7,9266
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Standardna greska srednje vrijednosti izracunata je prema formuli:

S?: f/_% (8)

gdje je Sy oznaka standardne greske srednje vrijednosti, SD 0znaka standardne devijacije i n

broj uzoraka jednak 8. Standardna devijacija, koja je mjera disperzije rezultata, izraunata

prema formuli:

Y (vi— ¥)?
n-1

SD = 9)

gdje je SD; standardna devijacija, YI-;(y; — ¥)?; suma kvadrata razlika izmedu pojedinog
pokusa i srednje vrijednosti svih pokusa te je n jednak broju uzoraka (Montgomery i Runger,
2003b). Standardna devijacija iznosi 0,6175 log TCIDso mL™. Prema tome, standardna greska
srednje vrijednosti iznosi 0,2183 log TCIDsp mL™ . Standardna greska srednje vrijednosti dalje
je koristena u raunanju granica pouzdanosti, prema formuli:
GP =TINV (a,DF) * Sy (10)
gdje GP oznacava granicu pouzdanosti, TINV predstavlja Excelovu (Microsoft Excel, verzija
2016) funkciju inverzije dvostrane Studentove t-raspodjele. To je neprekidna raspodjela
vjerojatnosti koja se koristi za testiranje hipoteza kod manjih skupova podataka, kao $to je ovaj
(Montgomery 1 Runger, 2003f). a predstavlja razinu znacajnosti od 0,05 (Sto znaci da je 95%
rezultata pokusa sva tri ponavljanja unutar granica pouzdanosti). DF je broj stupnjeva slobode
(eng. Degrees of Freedom) i racuna se kao n — 1, odnosno broj pokusa -1, §to u ovom slucaju
iznosi 7.

Matrica koristenog dizajna eksperimenata s tri faktora na dvije razine skupa sa sazetim

rezultatima i njihovom gornjom i donjom granicom pouzdanosti prikazana je tablicom 8.
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Tablica 8. Matrica za koriSteni dizajn eksperimenta (2%) s pripadajué¢im rezultatima i 95%-tnim

granicama pouzdanosti

Faktori Rezultati
Oznaka _ 95% Granice

Titar, y .

pokusa X1 X2 X3 R pouzdanosti, GP

(log TCIDso mL™?)

(log TCIDso mL™)
A - - - 7,7022 3 1,3234
B - - + 8,0594 3 0,8163
C - + - 8,0056 3 0,5111
D - + + 8,0939 3 0,9710
E + - - 6,3589 3 1,2633
F + - + 8,1200 3 0,4398
G + + - 7,1406 3 0,6566
H + + + 7,8200 3 0,2388

Procijenjene vrijednosti prikazane su slikom 15 na kojoj se vidi polozaj rezultata u
odnosu na srednju vrijednost titra svih pokusa koja iznosi 7,6626 log TCIDso mL? te gornje
(8,1788 log TCIDso mL™) i donje (7,1464 log TCIDsp mL™) granice pouzdanosti srednje

vrijednosti.
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Slika 15. Utjecaj razli¢itih pokusnih uvjeta na titar virusa. Prikazane su vrijednosti titra tri
ponavljanja (yl, y2 i y3) svakog pokusa od A do H praznim kvadrati¢ima, dok su punim
kvadrati¢ima prikazane srednje vrijednosti titra svakog pokusa (yi). Pripadajué¢e granice
pouzdanosti svakog pokusa prikazane su vertikalnim crtama s tupim zavrSetkom (). Punom
linijom prikazana je srednja vrijednosti titra svih pokusa (7,6626 log TCIDsp mL™), a
isprekidane linije predstavljaju gornju (8,1788 log TCIDso mL™) i donju (7,1464 log TCIDso
mL?) granicu pouzdanosti srednje vrijednosti titra svinh pokusa. MoZe se primjetiti kako su

jedino vrijednosti titra pokusa E izvan intervala pouzanosti srednje vrijednosti titra virusa.

Na slici 15 se vidi kako je vecina rezultata pokusa unutar intervala pouzdanosti srednje
vrijednosti titra svih pokusa, no pokus E izveden uzgojem virusa sliénog varijantu QX u 13-
dnevnim embrijima poc&etnog inokuluma 2,0 TCIDso mL? inkubiranih tijekom 18 sati je izvan
intervala. Dakle, moze se pretpostaviti da bi kombinacija faktora na tim razinama rezultirala
nizim prinosom log titra virusa u odnosu na ostale pokuse. Takoder, primjeéuje se kako starost
embrija ima utjecaj na uzgoj virusa, $to je bilo za ocekivati jer 13-dnevni embriji imaju
razvijeniji imunosni sustav 1 vecu koli¢inu antitijela od embrija starih 10 dana (Jankovi¢ i sur.,
1975). Srednje vrijednosti titra virusa uzgojenog u 10-dnevnim embrijima u pokusima A, B, C
i D opéenito su vise za prosje¢no 0,6054 log TCIDso mL™ od titra virusa koji je uzgojen u 13-
dnevnim embrijima u pokusima E, F, G i H. Pozitivan trend koji ukazuje na utjecaj doze

inokuluma najizraZeniji je kod embrija starih 13 dana gdje se vrijednosti titra izmedu pokusa s
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dva razli¢ita inokuluma razlikuju za 0,24 logaritamske jedinice. Ta je Cinjenica takoder u skladu
s oc¢ekivanjima jer je veci inokulirani pocetni titar virusa rezultirao ve¢im prinosom virusa za
otprilike 0,2049 log TCIDso mL™. Nadalje, bilo je za pretpostaviti kako ée s duljim vremenom
inkubacije nastati viSe virusa. Unutar podgrupe istog inokuluma primjetan je porast titra virusa
inkubacijom u trajanju od 30 sati u odnosu na 18 sati gdje razlika u titru iznosi 0,7215 log
TCIDsp mL. Opéenito se na temelju varijacija iznosa titra u pojedinim pokusima Koji su
prikazani slikom 15 moze zakljuéiti kako su sva tri faktora vazna za uzgoj virusa. Moglo bi se
re¢i da su najveci prinosi titra virusa inkubiranih tijekom 30 sati, pogotovo ako se inficiraju
embriji stariji 10 dana jer su zbog nedovoljno razvijenog imunosnog sustava podlozniji

djelovanju virusa.

Srednja vrijednost titra svakog pokusa koristi se u daljnjoj statistickoj obradi podataka
za izracun glavnih ucinaka sva tri faktora 1 u¢inaka interakcija izmedu dva faktora te izmedu
sva tri faktora. U¢inci su izracunati prema formuli:
23y 2%y

n n

Ex = (11)

gdje je Ey oznaka ucinka pri ¢emu indeks X predstavlja broj svih mogucih u¢inaka prikazanih
tablicom 9, n je ukupan broj pokusa i iznosi 8, ¥,* je logaritam titra virusa na (+) razini za svaki
faktor, dok je y,~ logaritam titra virusa na (-) razni za isti faktor (Antony, 2003c). Za izracun
pojedinih u¢inaka koriStena je matrica za analizu dizajna eksperimenata, prikazana tablicom 9.

Uc¢inci dobiveni koriStenjem navedene formule i matrice za analizu prikazani su u tablici 10.
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Tablica 9. Matrica za analizu koristenog dizajna eksperimenata s pripadaju¢im rezultatima

Glavni udinci i ucinci interakcija
POKUS Titar, y
x1 * x2 * | (log TCIDso mL™)
X1 X2 X3 | X1*X2 | X1*X3 | X2*X3

X3

A - - - + + + - 7,7022

B - - + + - - + 8,0594

C - + - - + - + 8,0056

D - + + - - + - 8,0939

E + - - - - + + 6,3589

F + - + - + - - 8,1200

G + + - + - - - 7,1406

H + + + + + + + 7,8200

Tablica 10. Procijenjeni u¢inci Ey za ispitane faktore.
Oznaka g ZZT}TL_ Udinak Ex
ucinka Ex (log TCIDso mLY) | (log TCIDso mL™Y) (log TCIDso mL™)

X1 7,3599 7,9653 -0,6054
X2 7,7650 7,5601 0,2049
X3 8,0233 7,3018 0,7215
X1*X2 7,6806 7,6446 0,0360
X1*X3 7,9119 7,4132 0,4988
X2 * X3 7,4938 7,8314 -0,3376
X1*X2*X3 7,5610 7,7642 -0,2032

Prvi nacin procjene vaznih uc¢inaka pojedinih faktora obraden je u odnosu na 95%-tnu
granicu pouzdanosti za sve pokuse. U tu svrhu, vrijednosti glavnih u¢inaka navedenih tablicom
10 posebno su prikazani u odnosu na srednju vrijednost svih eksperimentalnih ocitanja titra
virusa i 95%-tna granica pouzdanosti te vrijednosti (Antony, 2003b). Faktor X1, starost
embrija, ima negativni predznak ucinka te na nizoj razini (-1) daje vece vrijednosti titra virusa,
dok na viSoj razini (+1) daje niZe vrijednosti titra virusa $to upucuje na njegovo negativno

djelovanje na rezultate uzgoja virusa (slika 16). S druge strane, faktori X2 (inokulum) i X3
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(trajanje inkubacije) imaju pozitivan predznak te namjesteni na nizu razinu (-1) daju nize
vrijednosti, dok na viSoj razini (+1) daju viSe vrijednosti titra virusa §to govori o njihovom
pozitivnom djelovanju na rezultate uzgoja virusa. Utjecaj faktora X2 prikazan je slikom 17, dok
je utjecaj faktora X3 prikazan slikom 18. Navedene procjene dodatno su prikazane slikom 19,
gdje se vidi negativni odnosno pozitivni utjecaj procijenjenih ucinaka za sva tri ispitana faktora

na obje razine u obliku stupaca vrijednosti glavnih u¢inaka.

Titar virusa (log TCIDg, mL™?)

Razine

y y -GP y +GP Ucinak

Slika 16. Utjecaj faktora X1 (starost embrija) na titar virusa. Plavom punom crtom prikazana
je srednja vrijednost titra svih eksperimenata s 95%-tnom granicom pouzdanosti (narancasta i
siva crta), dok zuta crta predstavlja glavni u¢inak faktora starosti embrija na nizoj (-1) i vi$oj
(+1) razini. Primjetan je trend pada pravca glavnog ucinka faktora starosti embrija Sto ukazuje

na njegov negativni utjecaj na uzgoj virusa kad je na visem nivou.
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Titar virusa (log TCIDgomL™?)

Razine
—y =y -GP y +GP Utinak
Slika 17. Utjecaj faktora X2 (inokulum) na titar virusa. Plavom crtom prikazana je srednja
vrijednost titra svih eksperimenata s 95%-tnom granicom pouzdanosti (naranc¢asta i siva crta),
dok zuta crta predstavlja glavni u¢inak faktora inokuluma na nizoj (-1) i viSoj (+1) razini. Pravac

glavnog ucinka inokuluma raste $to ukazuje na njegov pozitivan utjecaj na uzgoj virusa kad je

na viSem nivou.

N oo
© P w

~
\'

~
()]

~
w

~
H

Titar virusa (log TCIDsomL1)

o
©

Razine
=y =y -GP y +GP U¢inak

Slika 18. Utjecaj faktora X3 (vrijeme inkubacije) na titar virusa. Plavom punom crtom

prikazana je srednja vrijednost titra svih eksperimenata s 95%-tnom granicom pouzdanosti
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(narancasta i siva crta), dok Zuta crta predstavlja glavni ucinak faktora trajanja inkubacije na
nizoj (-1) 1 viSoj (+1) razini. Pravac glavnog ucinka faktora trajanja inkubacije raste iz Cega

proizlazi njegov pozitivan utjecaj na uzgoj virusa kad je na visem nivou.

X3

X2
Faktor

X1

-1 -0,5 0 0,5 1
Vrijednost uéinka faktora (log TCIDsomL )

Slika 19. Utjecaj sva 3 faktora na titar virusa. X1 ima negativan utjecaj, dok X2 i X3 imaju

pozitivan utjecaj na rezultate uzgoja virusa kad su postavljeni na vis§em nivou.

Drugi nacin procjene znacajnosti u¢inaka je t-statistika koja je obuhvacala procjenu
utjecaja svih glavnih u¢inaka i njihovih interakcija (Montgomery i Runger, 2003f). Standardna

greska racunala se prema formuli:
SD
SE = NG

gdje SE predstavlja standardnu gresku (eng. standard error) tri glavna ucinka, SD standardnu

(12)

devijaciju tri glavna ucinka, a n broj uzoraka jednak 3 (Montgomery i Runger, 2003e). Prema
formuli za standardnu devijaciju navedenu prije u ovom poglavlju, standardna devijacija
iznosila je 0,2711 log TCIDso mL™?, a posljedi¢no tome, standardna greska iznosi 0,1565 log
TCIDso mL™. Nakon toga, izraunata je t-vrijednost svakog ucinka kao omjer apsolutne

vrijednosti pojedinog u¢inka (|Ex|) i standardne greske, SE (Kutle i sur., 2010). Odnosno,

_ I
t = < (13)
t-vrijednosti su prikazane tablicom 11.
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Apsolutne vrijednosti u¢inaka i njihove t-vrijednosti usporedene su u odnosu na kritine
vrijednosti apsolutnih uc¢inaka (Ey,;; ) i t-vrijednosti (t,i:.). Te su vrijednosti dobivene pomocu
iduce dvije formule;
tyric. = TINV (a, DF), (14)
Exrit. = tirie. * SE, (15)
gdje TINV predstavlja Excelovu (Microsoft Excel, verzija 2016) funkciju inverzije dvostrane
Studentove t-raspodjele (Kutle i sur., 2010). a predstavlja razinu znaajnosti, DF je broj
stupnjeva slobode (eng. Degrees of Freedom) i u ovom slucaju iznosi 2, a SE je standardna
greska. Hipoteza proglasava valjanim rezultate koji su veci ili jednaki nekoj referentnoj
vrijednosti (Montgomery, 2005). U ovom slu¢aju, u¢inak je znacajan za odredeni a, ako je |Ey|
> Eppie. it >ty . Tako je za ty,;;. odreden iznos od 4,3027 za 0=0,05, a Ej,.;;. onda iznosi
0,6734 log TCIDso mL™. To zna¢i da je samo uc¢inak faktora trajanja inkubacije statisticki vazan
jer mu je apsolutna vrijednost ve¢a od Ey,-;; , & t-vrijednost veca od ty,.;+ . Medutim, ako se uzme
u obzir 0=0,1 onda tg,; iznosi 2,9200 i E.,; iznosi 0,4570 log TCIDsp mL™, pri ¢emu
statistiCki znaCajan postaje ucinak faktora starosti embrija te ucinak interakcije starosti embrija
i trajanja inkubacije. Vazni ucinci su u tablici 11 podebljani.

Za dodatnu provjeru procjene vaznih ucinaka pomocu kriticne vrijednosti ucinaka i t-
vrijednosti, izraGunala se p-vrijednost t-raspodijele, prema formuli;
p = TDIST (|Ex|, DF, 2), (16)
TDIST je Excelova funkcija koja rezultira postotnom vjerojatno$¢u za Studentovu t-raspodjelu
gdje je varijabla numeri¢ka t-vrijednost za koju se Zeli odrediti p-vrijednost. DF je broj
stupnjeva slobode (6), a broj 2 oznacuje dvostranost statisticke procjene raspodjele (Anderson
i Whitcomb, 2015). p-vrijednosti su prikazane tablicom 11. Statisticki znacajne p-vrijednosti
svih uéinaka su za o= 0,05 one koje su manje od 0,05 te za 0=0,1 one koje su manje od 0,1. To
potvrduje znacajnost ucinka faktora starosti embrija, trajanja inkubacije i uéinka interakcije
starosti embrija i trajanja inkubacije. No, uz 0=0, 1, p-vrijednost u¢inka interakcije inokuluma i
trajanja inkubacije namece se kao statisticki znacajna uz ve¢ navedene. To je u skladu s
prethodno navedenim o¢ekivanjima. Sve statisti¢ki vaZzne p-vrijednostiu tablici 11 su naglaSene

crvenom bojom.
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Tablica 11. Prikaz apsolutnih vrijednosti svih ucinaka i odgovarajucih t i p-vrijednosti.
Statisticki znacajne t-vrijednosti su podebljane, dok su znacajne p-vrijednsoti oznacene
crvenom bojom. Statisticki znacajne t-vrijednosti su odredene prema Ext. 1 tkrit. Vrijednostima,

dok su p-vrijednosti smatrane znac¢ajnima ukoliko su <0,05 odnosno <0,1.

Oznaka u¢inka Apsolutna
£ vrijednost Ex (log t-vrijednost p-vrijednost
TCIDsp mL™?)

X1 0,6054 3,8684 0,0083

X2 0,2049 1,3090 0,2384

X3 0,7215 4,6103 0,0037

X1 * X2 0,0360 0,2299 0,8258

X1* X3 0,4988 3,1869 0,0189

X2 * X3 0,3376 2,1574 0,0743

X1*X2*X3 0,2032 1,2984 0,2418

Graficki se ovaj nacin procjene statisticke vaznosti u¢inaka moze prikazati slikom 20
pomocu raspodjele polu-normalne vjerojatnosti (Barton, 1990). U tu svrhu izracunata je polu-
normalna vrijednost z pomocu ranga apsolutnih vrijednosti u¢inaka u programu Sigmaplot

software package (verzija 11). Program je u izracunu koristio formule:

zZ = norminv (x,m,s), (17)
X = M’ (18)
6xne+1

gdje je norminv (x,m,s) inverzna kumulativna normalna (Gaussova) funkcija raspodjele s
argumentima x koji predstavlja iznos vjerojatnosti, m srednju vrijednost (eng. mean) jednaku
0, te s predstavlja standardnu devijaciju raspodjele (eng. standard deviation of distribution)
jednaku 1. n, je ukupan broj uc¢inaka (eng. effects), a r je oznaka za rang apsolutne vrijednosti
nekog ucinka prema ostalim u¢incima kada se oni poredaju od najmanjeg do najveceg iznosa
(Montgomery i Runger, 2003c). Polu-normalna raspodjela koristi apsolutne vrijednosti koje

imaju normalnu raspodjelu (NIST, 2012c). Vrijednosti z prikazane su tablicom 12.
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Tablica 12. Apsolutne vrijednosti procijenjnih u¢inaka, njihovi rangovi te polu-normalna

vrijednost z koriStena za procjenu raspodjele polu-normalne vjerojatnosti

Oznaka Ex Apsolutna vrijednost Ex Rang Ex Polu-normalna
udinka Ex | (log TCIDso mL™?) (log TCIDso mL™?) vrijednost z
X1 -0,6054 0,6054 6 1,1938
X2 0,2049 0,2049 3 0,4521
X3 0,7215 0,7215 7 1,6797

X1* X2 0,0360 0,0360 1 0,0876
X1* X3 0,4988 0,4988 5 0,8926
X2 * X3 -0,3376 0,3376 4 0,6563
X1*X2*X3 -0,2032 0,2032 2 0,2654

Prikaz raspodjele polu-normalne vjerojatnosti pomaze u razlikovanju faktora i njihovih
interakcija koji su vazni za proces od onih koji su manje vazni. Za interpretaciju prikaza
raspodijele polu-normalne vjerojatnosti program metodom najmanjih kvadrata odreduje pravac
koji minimizira kvadratne razlike izmedu sirovih i procijenjenih vrijednosti. Taj pravac
predstavlja linearni prikaz nule u normalnoj raspodjeli. To¢nije, svi ucinci ¢ije su vrijednosti na
tom pravcu ili u blizini pravca, smatraju se nevaznim uéincima, dok se statisticki vazni u¢inci
nalaze odmaknuti od pravca (Montgomery i Runger, 2003d). Dakle, slika 20 odgovara na
pitanje postavljeno u poglavlju Uvod, a glasi : Koji glavni u¢inci ili uéinci njihovih interakcija
imaju utjecaj na rezultate uzgoja virusa u svrhu razvoja cjepiva? Ako se u obzir uzima da svi
u¢inci manyji ili jednaki od kriti¢nog u¢inka (Exrit.) Koji iznosi 0,6734 log TCIDsp mL™, odreden
na razini znacajnosti (a) 0,05 nisu vazni, onda se moze zakljuciti kako je najvazniji glavni
ucinak trajanja inkubacije, te nakon njega dolaze manje vazni ucinci redom: ucinak starosti
embrija, u¢inak interakcija trajanja inkubacije i starosti embrija, uéinak interakcije sva tri
faktora, ucinak koristenog titra inokuluma i trajanja inkubacije, glavni uéinak koriStenog
inokuluma, a najmanje je vazan u¢inak interakcije starosti embrija i koriStenog inokuluma. S
druge strane, ukoliko se u obzir uzima kriti¢na vrijednost apsolutnih u¢inka odredena na razini

znacajnosti (a) 0,1, uz glavni u¢inak trajanja inkubacije vazan je i glavni u¢inak starosti embrija.
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Slika 20. Raspodjela polu-normalne vijerojatnosti. Prikazana je raspodjela apsolutnih
vrijednosti uéinaka u odnosu na polu-normalnu vrijednost z. Crnim kruzi¢ima prikazani su
glavni ucinci, dok su sivim kruzi¢ima prikazani uinci njihovih interakcija. Prikazan je pravac
kvadratne jednadzbe koji prolazi kroz sjeciSte punom crtom. Isprekidanim linijama prikazana
je vrijednost kriticnog ucinka (Exrit.) koji iznosi 0,6734 log TCIDso mL™? odredena na razini
znacajnosti o = 0,05 te vrijednost krititnog ucinka (Exrit.) Koji iznosi 0,4570 log TCIDso mL™*
na razini znacajnosti a = 0,1. Vidljivo je kako je u¢inak faktora X3 statisticki vazan pri a =
0,05, dok su pri o= 0,1 znacajni u¢inak faktora X1 te ucinak interakcije faktora X1 i X3, jer se
nalaze iznad vrijednosti kriticnog apsolutnog ucinka 1 odmaknuti su od pravca kvadratne

jednadzbe.

Drugi graficki prikaz procjene vaznih ucinaka pomocu t-statistike je Pareto prikaz
stupaca koji predstavljaju iznose apsolutnih vrijednosti u¢inaka poredani od najveceg do
najmanjeg uéinka 0dozgo prema dolje (slika 21). Ucinci su dobiveni t-statistikom i testiraju
nultu hipotezu koja pretpostavlja da su svi u¢inci jednaki referentnoj vrijednosti (Montgomery
u Rugner, 2003d). Na slici 21 je prikazana referentna vrijednost kriti¢nog u¢inka, Ewit. = 0,6734
log TCIDso mL* odredena na razini znacajnosti 0,05 te referentna vrijednost kriti¢nog u¢inka,
Eit. = 0,4570 log TCIDso mL™, pri razini znacajnosti 0,1 kako bi se ukazalo na statisticki
znacajne rezultate. Svaki ucCinak ¢iji stupac prelazi preko referentnog pravca smatra se

znacajnim. Kada se uzima u obzir kriticna vrijednost dobivena pri oo = 0,05, vazan je samo
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glavni ucinak trajanja inkubacije. S druge strane, kada se uzima u obzir kriticna vrijednost
dobivena pri a = 0,1, vazni su glavni ucinci trajanja inkubacije i starosti embrija kao i u¢inak
interakcije ta dva glavna ucinka.

E krit=0,4570; a=0,1

X3 - Vrijeme inkubacije

X1 - Starost embrija

X2 * X3 4 }

X2 - Inokulum; X1 * X2 * X3 4
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Slika 21. Prikaz apsolutnih vrijednosti u¢inaka. Stupcima su prikazani glavni u¢inci i ucinci
interakcija. Isprekidanim linijama prikazana je vrijednost kritiénog uéinka (Ekit.) koji iznosi
0,6734 log TCIDso mL™ odredena na razini zna¢ajnosti a = 0,05 te vrijednost kriti¢nog u¢inka
(Exrit.) koji iznosi 0,4570 log TCIDso mL™ pri razini znac¢ajnosti o = 0,1. Statisticki zna¢ajni su
ucinci faktora X1 1 X3 te uCinak interakcije ta dva faktora jer njihovi stupci prelaze granice

postavljene kriticnim apsolutnim vrijednostima uc¢inaka pri razinama znacajnosti 0,05 1 0,1.

Dakle, iz statisticke obrade rezultata moze se zakljuciti kako trajanje inkubacije, starost embrija
i medudjelovanje ta dva faktora imaju najveéi utjecaj na prinos virusa tijekom uzgoja. Ako
promotrimo samo faktor starosti embrija, koji ima negativan utjecaj na proces, pretpostavlja se
da je u svrhu uzgoja virusa bolje imati faktor podesen na nizoj razini nego na vi$oj. Suprotno
tome, kod promatranja samo faktora trajanja inkubacije, koji ima pozitivan utjecaj na proces,
za optimalni uzgoj pretpostavka ide u korist viSeg nivoa. Jednostavnije receno, dizajnom
eksperimenta nisu samo odredeni vazni faktori od svih ispitanih, nego i optimalni uvjeti uzgoja.
lako su eksperimentalni podaci pokazali da najveéi prinos virusa nastaje 30-satnom
inkubacijom 13-dnevnih embrija inokuliranih s 2,0 log TCIDso mL™ virusa, utjecaj starosti

embrija statisticki je znacajan tek pri vjerojatnosti od 90% (a=0,1), dok je utjecaj inokuluma
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najmanje vazan $to dovodi do zakljucka da bi se ipak najveéi prinos virusa dobio kombinacijom
faktora uzgoja virusa pti¢jeg infektivnog bronhitisa slicnog varijantu QX u 10-dnevnim
embrijima inficiranih s 3,0 log TCIDso mL™ virusa inkubiranog tijekom 30h pri temperaturi od
37,5°C 1>50% vlage u zraku.
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. ZAKLJUCCI

Primjenom zivog virusnog cjepiva protiv poznatih serotipova ucinkovito Se sprjecava
pojava bolesti peradi. Medutim, virus infektivnog pti¢jeg bronhitisa brzom mutacijom
generira nove varijante, stoga je potrebno razvijati cjepiva protiv novootkrivenih
serotipova, odnosno varijanata.

Dizajnom eksperimenta reduciraju se vrijeme i resursi potrebni za razvoj novih i
optimizaciju postojecih cjepiva.

Dizajnom eksperimenata su ispitane gornje i donje granice tri faktora (starost SPF embrija
u kojima je uzgajan virus, inokulum virusa koriSten za infekciju embrija 1 trajanje
inkubacije virusa u embriju) koja imaju utjecaj na uzgoj virusa pti¢jeg infektivnog
bronhitisa sli¢nog varijantu QX.

Utjecaj faktora starosti SPF embrija za uzgoj virusa ispitan je pri uzgoju virusa u 13-
dnevnim i 10-dnevnim embrijima.

. Utjecaj faktora pocetnog titra inokuluma ispitan je infekcijom SPF embrija s dva razlicita
logaritma titra TCIDso mL™; 2,0 i 3,0.

Utjecaj faktora trajanja inkubacije ispitan je inkubacijom inficiranih SPF embrija tijekom
18 i 30 sati.

. Analizom rezultata dobivenih dizajnom eksperimenta predvideno je kako najveci utjecaj
na uzgoj virusa ima trajanje inkubacije te nakon njega starost embrija.

. Uc¢inak trajanja inkubacije ima pozitivan utjecaj na uzgoj, odnosno Sto je duze vrijeme
uzgoja virusa u embrijima, visi je logaritam titra virusa i obratno.

. UCinak starosti embrija ima negativan utjecaj na uzgoj, odnosno stariji embriji imaju
razvijeniji imunosni susutav koji ne dozvoljava umnaZanje virusa kao §to je slucaj s

mladim embrijima.
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