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1. UVOD

Pti¢ji reovirusi ubikvitarni su mikroorganizmi u domace peradi i ostalih pti¢jih vrsta. Oni
pripadaju rodu Orthoreovirus, koji je jedan od 15 rodova unutar porodice Reoviridae
(PITCOVSKI i GOYAL, 2020.). Cesto se izdvajaju i u zdrave i bolesne peradi iz
gastrointestinalnog i respiratornog trakta (ROSENBERGER i sur., 1989.). Prvi je put pti¢ji
reovirus izdvojen 1954. godine iz pileceg respiratornog trakta (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.),
a kao reovirus identificiran je 1972. godine (WALKER i sur., 1972.). Bolesti koje uzrokuju
reovirusi uglavnom su povezane sa visokim morbiditetom, ali niskim mortalitetom, te
znaajnim ekonomskim gubitcima (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.).

Najvecée gospodarske Stete uzrokuju na farmama teskih hibrida kokosi kod kojih se javlja
virusni artritis — tenosinovitis, zbog kojeg Zivotinje Sepaju te su manje produktivne (VAN DER
HEIDE, 1977.). Pojedini sojevi reovirusa povezuju se i sa zaostajanjem u rastu, sindromom
zarazne krzljavosti pilica, miokarditisom, hepatitisom, te nekim respiratornim i
gastrointestinalnim bolestima (PITCOVSKIi GOYAL, 2020.). Stoga je vrlo vazno na farmama
roditelja teskih linija peradi provoditi nadzor te dokazati prisutnost i tipizirati izdvojene sojeve
reovirusa, naro€ito zbog moguénosti vertikalnog prijenosa zaraze. lako postoje komercijalna
cjepiva za rasplodne kokosi, koja osiguravaju dostatnu zastitu, zbog varijabilnosti sojeva ni
roditelji ni potomstvo nisu uvijek potpuno zasti¢eni, te stoga postoji potreba za primjenom

autogenih cjepiva.

Svrha ovog istraZivanja je provedba monitoringa na roditeljskoj farmi teSke linije peradi, na
kojoj je ve¢ seroloski dokazana prisutnost reovirusa. Pomoc¢u molekularne metode Real Time
PCR proveo bi se monitoring kroz dokaz uzro¢nika, a potom klasicnom PCR metodom uz
primjenu specifi¢nih pocetnica pokusalo bi se pojedine sojeve reovirusa tipizirati. UmnoZzeni
produkti bi se sekvencirali te bi se usporedili s ve¢ poznatim sojevima preuzetim iz dostupnih
baza kako bi se izradila filogenetska analiza dobivenih sekvenci. Pomoc¢u dobivenih rezultata
bila bi omogucena izrada autogenih cjepiva koja bi unaprijedila imunoprofilaksu na farmi, a

protokol bi se koristio i za kontrolu reovirusa na drugim farmama.



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA
2.1. Etiologija

Porodica Reoviridae sastoji se od 2 potporodice, Sedoreovirinae i Spinareovirinae, te 15
rodova. Potporodica Spinareovirinae sastoji se od 9 rodova, ukljucujuci i rod Orthoreovirus,
unutar kojeg se uz 5 drugih vrsta nalaze i pti¢ji orthoreovirusi (PITCOVSKI 1 GOYAL, 2020.).

Pti¢ji reovirus graden je od dvostruke kapside ikozaedarne simetrije, bez zastitne ovojnice.
Promjer vanjske kapside iznosi 80 — 85 nm, a unutarnje 50 — 60 nm. Unutarnja kapsida okruzuje
RNA - polimerazu i virusni genom Koji je zapravo segmentirana linearna dvolan¢ana RNA
molekula (dsSRNA). Ta dsRNA je podjeljena na 10 segmenata, ¢iji se raspon veli¢ina kre¢e od
1 do 4 kilobaze (kb), a oni su s obzirom na veli¢inu grupirani u 3 grupe; velika (L), srednja (M)
i mala (S). Segmenti koji pripadaju L grupi (L1, L2 i L3) kodiraju Aa, Ab, and AC strukturne
proteine. Za kodiranje pA i1 uB strukturnih proteina odgovorni su segmenti M grupe (M1, M2 1
M3), a segmenti grupe S (S1, S2, S3 i S4) kodiraju 6A, oB, oC strukturne proteine
(PITCOVSKI i GOYAL, 2020.).

Pti¢ji reovirus umnoZava se u citoplazmi stanice domacina. Virion se najprije prihvati na
stani¢ni receptor stanice pomocu oC strukturnog proteina, te putem endocitoze posredovane
stani¢nim receptorom bude unesen u stanicu (PITCOVSKI 1 GOYAL, 2020.). Zatim endosom
prihvati virion te se unutar njega rastvara kapsida (HUANG i sur., 2011.). Rastvaranjem kapside
svih 10 virusnih mRNA je pusteno u citosol stanice domacina te kre¢e njihova transkripcija
koriste¢i negativni lanac mRNA kao kalup za sintezu komplementarnog lanca RNA. Proces
transkripcije kataliziran je putem enzima dsRNA — ovisne RNA polimeraze (PITCOVSKI i
GOYAL, 2020.). Samo je mRNA od S1 fragmenta policistronska, §to znaci da kodira vise
proteina, dok su ostalih 9 mMRNA monocistronske, odnosno kodiraju samo jedan protein
(BENAVENTE i MARTINEZ-COSTAS, 2007.). Translacija virusnih proteina odvija se na
ribosomima stanice domacina. Raspadanjem stani¢ne membrane novostvoreni virioni izlaze iz

stanice (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.).

Ptic¢ji reovirusi ostaju stabilni na pH izmedu 3.0 i 9.0 (JONES, 2000.). Na dezinficijense su
relativno otporni ( MEULEMANS i HALEN, 1982.), a inaktivira ih temperatura od 56°C u
manje od sat viemena (JONES, 2000.). U vodi za pice infektivnost zadrzavaju barem 10 tjedana
(MOR, 2015.), a na perju, ljusci jajeta, u hrani i piljevini prezivljavaju barem 10 dana
(SAVAGE i JONES, 2003.).



Postoji viSe nacina za kategorizaciju sojeva pticjih reovirusa. Tradicionalno se prema stupnju
patogenosti za pilice djele u serotipove (WOOD i sur., 1980.). Mogu se podjeliti na niske,
srednje 1 jako patogene serotipove prema stupnju invazije, otpornosti virusa, izrazenosti
klinickih znakova i patoloskih primjena te stopi mortaliteta (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.).
Druga moguca podjela sojeva pticjih reovirusa je na antigene podtipove. Dok AB strukturni
protein vanjske kapside reovirusa poti¢e odgovor Siroko neutraliziraju¢ih protutijela, cC
strukturni protein vanjske kapside reovirusa poti¢e odgovor specifi¢nijih neutraliziraju¢ih
protutijela (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.). Kako je oC strukturni protein najvarijabilniji
protein reovirusa (CALVO i sur., 2005.; LIU i GIAMBRONE, 1997.; LIU, 2003.),
usporedivanjem gena koji kodiraju oC strukturni protein i samog oC strukturnog proteina
moguce je razlikovati sojeve reovirusa (LIU, 2003.), te djelomice objasniti neucinkovitost

vakcinalnih sojeva na stvaranje imunosti (GOLDENBERG i sur., 2010.).

Napravljena je usporedba mnogobrojnih sekvenca nukleotida S1 segmenta prikupljenih tijekom
vise godina iz razli¢itih domacéina, patotipova i geografskih lokacija (L1U, 2003.). Dokazano je
da S1 segment virusne dsRNA, koji ujedno kodira najvarijabilniji protein reovirusa (cC
strukturni protein) pokazuje visi stupanj divergencije od ostalih segmenata S grupe. Na temelju
oC — kodirajueg gena S1 segmenta svi poznati sojevi pti¢jih reovirusa filogenetski su

kategorizirani u 6 genotipova (GOLDENBERG i sur., 2010.).

lako u obrani organizma od reovirusne infekcije dominantnu ulogu igra humoralna imunost
(KIBENGE i sur., 1987.), eksperimentalnom supresijom stani¢ne imunosti povecéala se stopa

smrtnosti ptica zarazenih reovirusom (HILL 1 sur., 1989.).

2.2. Epizootiologija

Reovirusi su kao ubikvitarni mikroorganizmi izdvojeni u mnogih vrsta ptica, bilo domacih bilo
divljih (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.). Analizom S1, S3 i S4 segmenata genoma dokazana je
medusobna geneticka razli¢itost izmedu reovirusa izoliranih iz koko$i, purana, pataka i gusaka
(MOR i sur., 2014.). Kokosi, prvenstveno brojleri, i purani jedine su vrste u kojih je opisano da
uzrokuju virusni artritis — tenosinovitis, kao ekonomski najvazniju bolest (PITCOVSKI i
GOYAL, 2020.). Uz prethodno reovirusi su kod kokos$i povezani i sa sindromom zarazne
krzljavosti pilica, miokarditisom, hidroperikardom, hepatitisom, disnim i crijevnim bolestima,

osteoporozom, bolestima centralnog Ziv€anog sustava i imunosupresijom (STERNER 1 sur.,



1989.) U purana se osim virusnog artritisa — tenosinovitisa (PAGE i sur., 1982.) reovirusi
spominju i kao uzroc¢nici enteritisa u purica s visokim morbiditetom i mortalitetom (JINDAL i
sur., 2010.; JINDAL i sur., 2009., NERSESSIAN i sur., 1986.; WOOLCOCK i
SHIVAPRASAD, 2008.), miokarditisa povezanog sa deficijencijom vitamina E (FRANCA i
sur., 2010.), te imunosupresije (DAY i sur., 2008.; PANTIN-JACKWOOQOD i sur., 2007.). Pacji
reovirusi su izolirani iz divlje patke gluhare, domacih pasmina pataka i nekih ornamentalnih
vrsta pataka. Kod mosusne patke najéesce od reoviroze obole pacici stari 2 do 4 tjedna sa
znakovima slabosti, proljeva i krzljavosti (PITCOVSKIi GOYAL, 2020.). Reovirusi su takoder
izolirani tijekom klinickih slucajeva enteritisa u divljih golubova, fazana, prepelica i1 Zakoa
(GOUGH 1 sur., 1988.). Seroloskim istrazivanjima potvrdena je prisutnost protutijela za
reoviruse u nekih vrsta divljih gusaka (HLINAK i sur., 1998.), pingvina (KARESH i sur.,
1999.) i nojeva (CADMAN i sur., 1994.), ali nije utvrden stupanj virusne patogenosti (JONES,
2013.).

Pti¢ji reovirusi mogu se §iriti vertikalno putem jaja i horizontalno feko — oralnim i respiratornim
putem (ROESSLER i ROSENBERGER, 1989.). Izmedu sojeva reovirusa postoje znacajne
razlike s obzirom na sposobnost horizontalnog nacina Sirenja (VAN DER HEIDE, 2000.).
IzIucuju se 1 crijevnim i diSnim sustavom, ali s obzirom da se izmetom izlucuju dulje, ono se
smatra primarnim izvorom kontaktne zaraze (ROESSLER i ROSENBERGER, 1989.). lako je
dosadaSnjim istraZivanjima potvrden nizak stupanj prijenosa zaraze putem jaja (PITCOVSKI 1
GOYAL, 2020.), pili¢i inficirani kongenitalno izvor su zaraze za ostatak jata prvenstveno feko
— oralnim (JONES i ONUNKWO, 1978.), ali i respiratornim putem na koji su jednodnevni

organizam preko oStec¢ene koze nogu i njegove lokalizacije u sko€nom zglobu (AL AFALEQ i
JONES, 1990.). Virus moze inficirati i mlade i1 starije ptice, ali kako je u pili¢a inficiranih
tijekom prvog tjedna zivota inkubacija kraca, a znakovi bolesti izrazeniji, postoji dobna imunost
(JONES i GEORGIOU, 1984.). Kao izvor zaraze spominje se i klicono$tvo jer se reovirusi
mogu duze vrijeme zadrzati u cekumskim tonzilama 1 sko€nom zglobu, osobito ptica zaraZenih
umladoj dobi MARQUARDT i sur., 1983.). Tezina bolesti moze ovisiti i o tome da li reovirusi
djeluju na organizam samostalno ili sinergisticki s nekim drugim agensima, kao $to su virus
zarazne bolesti burze (SPRINGER 1 sur., 1983.), virus zarazne anemije pilica (MCNEILLY i
sur., 1995), Mycoplasma synoviae, Staphylococcus spp. (VAN DER HEIDE, 1977.),
Escherichia coli (ROSENBERGER i sur., 1985.), Cryptosporidium baileyi (GUY i sur., 1988.),
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Eimeria tenella, Eimeria maxima (RUFF i ROSENBERGER, 1985.) te greSke u hranidbi
(SPRINGER i sur., 1983.).

2.3. Patogeneza

Primarno mjesto umnazanja pti¢jih reovirusa su epitelne stanice tankog crijeva i stanice
Fabricijeve burze (JONES i sur., 1989.). Ve¢ 30 sati od oralne infekcije potvrdena je viremija
u mladih pili¢a dokazom virusa u eritrocitima, mononuklearnim leukocitima i krvnoj plazmi
(KIBENGE i sur., 1985.). Za 3 do 5 dana virus je proSiren na sve dijelove respiratornog,
probavnog i reproduktivnog trakta, te na tetive skocnih zglobova (MENENDEZ i sur., 1975.)
u kojima daljnje razmnoZavanje virusa stvara najteze posljedice (JONES i KIBENGE, 1984.).

2.4. Klini¢ka slika

Trajanje inkubacije ovisi o viSe faktora, kao Sto su soj virusa, nacin infekcije i dob domacina
(ROBERTSON i WILCOX, 1986.). U pili¢a mladih od 2 tjedna inkubacija moZe iznositi svega
jedan dan u sluéaju inokulacije virusa u stopalo, pa sve do 13 dana ako se radi o intravenskoyj,
intramuskularnoj, intratrahealnoj, intrasinusnoj inokulaciji, te kontaktnoj zarazi (OLSON i
KHAN, 1972.). U starijih ptica inkubacija je najceS¢e produljena (JONES i GEORGIOU,
1984.).

Virusni artritis — tenosinovitis se kao najteza klinicka i gospodarska bolest uzrokovana
reovirusima (VAN DER HEIDE, 1977.) naj¢es$¢e pojavljuje u brojlera i u roditeljskom jatu
brojlera, ali se moze pojaviti i u komercijalnih nesilica, te roditeljskom jatu komercijalnih
nesilica (JONES i KIBENGE, 1984.; ROBERTSON i WILCOX, 1986.). Ptice su vise podlozne
virusnom artritisu — tenosinovitisu u mladoj dobi (ROESSLER i ROSENBERGER, 1989.).
Pobol moze biti 1 do 100 %, dok je pomor naj¢esc¢e manji od 6 % (PITCOVSKI i GOYAL,
2020.). Kako je razvoj lezija na zglobovima spori proces, hromost se najées¢e uocava tek u
razdoblju od 4. do 7. tjedna zivota (VAN DER HEIDE, 1996.), iako se infekcija mogla pojaviti
tijekom embrionalnog razvoja ili kratko nakon valjenja (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.). U
najteze oboljelih ptica vidljivo je oteenje u podru¢ju skoénih zglobova, tetiva m.
gastrocnemius-a, digitalnih fleksora te metatarzalnih ekstenzora (JONES i sur., 1975.). Oteceni
zglobovi su najcesce topli na dodir (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.). U ptica sa pove¢anom
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tjelesnom tezinom moze doci i do rupture tetiva m. gastrocnemius-a (JONES i sur., 1975.),
zbog Cega su one nepokretne, a koza na mjestu rupture je zelenkasto obojena zbog

ekstravazacije krvi, uslijed rupture krvnih zila (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.).

U brojlerskoj proizvodnji virusni artritis — tenosinovitis moze uzrokovati velike ekonomske
gubitke zbog smanjene konverzije hrane, nejednakog rasta jata, pove¢ane smrtnosti, smanjene
trziSne vrijednosti i odbacivanja trupa na liniji klanja (LU i sur., 2015.; DOBSON i GLISSON,
1992.; TROXLER i sur., 2013.). Hromost i povecani mortalitet, smanjena proizvodnja jaja,
smanjen broj oplodenih jaja ili izvaljenih pili¢a, te vertikalni prijenos reovirusa na potomstvo
moze se javiti u roditeljskom jatu ukoliko se virusni artritis pojavi netom prije ili tijekom
proizvodnje jaja (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.).

Pti¢ji reovirusi primarno ne uzrokuju bolesti diSnog sustava u peradi, iako je prvi izdvojeni
reovirus uzrokovao blagu respiratornu bolest pilica (MENENDEZ 1 sur., 1975.). U slu¢aju
crijevne bolesti javlja se slabija uniformnost jata, letargija i vodenasti proljev u pili¢a (TER
VEEN i sur., 2017.), ali u tim su slu¢ajevima uz reoviruse najcesce bili izolirani i koronavirusi,
astrovirusi i rotavirusi (LOBANI i sur., 2016.).

Neki sojevi reovirusa se povezuju sa sindromom zarazne krZljavosti pilica koji se klinicki
oCituje krzljavos¢u i zaostalim rastom zaraZenih pili¢a, depigmentacijom trupa i slabijom

opernacenos¢u (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.).

2.5. PatomorfoloSke promjene

Tijekom razudbe u slu¢aju virusnog artritisa — tenosinovitisa najkarakteristi¢nije makroskopske
promjene su oteCenje tetiva m. gastrocnemius-a, digitalnog fleksora, te metatarzalnog
ekstenzora, dok su sko¢ni zglobovi i stopala rjede oteceni. U sko¢nom zglobu obi¢no se nalazi
mala koli¢ina eksudata boje slame ili krvi, a u rijetkim slu¢ajevima prisutna je veca koli¢ina
gnojnog eksudata, koji podsjeca na sinovitis uzrokovan mikoplazmama. Sinovijalne membrane
sko¢nog zgloba prozZete su petehijalnim krvarenjima. Edem ovojnica tarzalnih i metatarzalnih
tetiva vidljiv je u ranom stadiju infekcije. U kroni¢nom stadiju infekcije dolazi do fibroziranja
i adheziranja tetiva i tetivnih ovojnica (PITCOVSKI 1 GOYAL, 2020.). U slucaju rupture tetive
gastroknemijusa na razudbi se vide slomljeni i razdvojeni krajevi tetive (JONES i KIBENGE,
1984.).
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Od mikroskopskih promjena u podru¢ju skocnog zgloba i tetiva gastroknemijusa, digitalnog
fleksora, te metatarzalnog ekstenzora, tijekom akutne faze prisutan je edem, koagulacijska
nekroza, infiltracija heterofilima, limfocitima i makrofagima, hipertrofija i hiperplazija
sinovijalnih stanica, te proliferacija retikularnih stanica. Potonje promjene uzrokuju zadebljanje
parijetalnog i visceralnog sloja tetivnih ovojnica. Tijekom kroni¢nog procesa jo$§ vise je
pojacana infiltracija limfocitima i makrofagima, te proliferacija retikularnih stanica i fibroznog

vezivnog tkiva (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.).

U slucaju sindroma zarazne krzljavosti pili¢a, na razudbi se uofava abnormalni rast kostiju,

povecanje zljezdanog Zeluca, te atrofija gusterace (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.).

Pti¢ji reovirusi su redovito izolirani iz tkiva leSina tovnih pili¢a u kojih su razudbom utvrdeni
hidroperikard, ascites, hepatits, smanjena burza te blijedi bubrezi. Vjerojatno su u nastajanju
takvih patoloskih promjena uz reoviruse sudjelovali drugi faktori (AL-MUFFAREJ i sur.,
1996.).

2.6. Dijagnostika

Sumnja na virusni artritis — tenosinovitis moze se postaviti na temelju klinicke slike,
makroskopskih i mikroskopskih promjena, ali treba biti oprezan jer se sliéne promjene mogu
javiti tijekom infekcije nekim drugim mikroorganizmima, kao §to je Mycoplasma synoviae. U
svakom je slucaju potrebno izolirati i identificirati reovirus kako bi se potvrdila dijagnoza. Sama
izolacija reovirusa iz crijeva moze, ali i ne mora biti beznacajna u slu¢aju utvrdivanja virusnog
artritisa — tenosinovitisa, budu¢i su reovirusi ubikvitarni i u vecini sluCajeva apatogeni
mikroorganizmi. Za potvrdu bolesti moze se izolirati virus iz tkiva sko¢nog zgloba, ali ne u
uznapredovalim stadijima infekcije. Hipotarzalna sezamoidna kost s tetivama koje prolaze kroz
nju, sinovijalna membrana i zglobna hrskavica, smatraju se najprikladnijim tkivom za izolaciju
reovirusa. Za izolaciju virusa bolje je uzeti komadi¢ tkiva, nego obrisak. Uzorci bi se trebali
uzeti 1 od bolesnih 1 prividno zdravih ptica, koje bi mogle biti inficirane, ali se patoloske
promjene jo$ nisu razvile. Uzorci mogu biti pohranjeni privremeno na temperaturi od 4 °C ili

na duZi period na - 20 °C ili nize (PITCOVSKI i1 GOYAL, 2020.).

Inokulacijom reovirusa u Zutanj¢anu vrecu ili korioalantoisnu membranu koko§jeg zametka,
uslijed umnaZzanja reovirusa, dolazi do uginuc¢a zametka 3 do 5 ili 7 do 8 dana nakon inokulacije.

Razli¢ite stani¢ne kulture takoder su pogodne za umnazanje virusa, ukljucujuci pilece
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limfoblasti¢ne stanice, fibroblasti kokosjeg zametka, primarne stanice bubrega pili¢a starih 2
do 6 tjedana, te primarne stanice jetre kokos§jeg zametka. Ve¢ 24 do 48 sati nakon infekcije

reovirusom dolazi do tvorbe sincicija u zarazenim stanicama (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.).

Dokaz reovirusnih antigena u smrznutim uzorcima tetivnih ovojnica ili drugih tkiva pomoc¢u
fluorescentnih protutijela koristi se kao brza seroloska metoda dijagnostike u ranim stadijima
infekcije (JONES i NWAIJEI, 1985.). Komercijalni ELISA testovi koriste se za procjenu razine
reovirusnih protutijela unutar jata (LIU i sur., 2002.). Neutraliziraju¢a protutijela mogu biti
detektirana otprilike 7 do 10 dana nakon infekcije (VAN LOON 1 sur., 2003.) Pomoc¢u virus
neutralizacijskog testa utvrduju se razlike izmedu izoliranih serotipova reovirusa (WOOD i sur.,

1980.)

Molekularna metoda RT-PCR danas se koristi kao univerzalna metoda za identifikaciju pti¢jih
reovirusa. To je brza, visoko osjetljiva i specificna metoda (LIU i sur., 2004.) kojom se
istovremeno mogu dokazati 1 identificirati razliciti ptic¢ji virusi i njihovi sojevi prisutni u jednom
uzorku (CATERINA i sur., 2004.). Provodi se na nacin da se najprije umnozi i sekvencionira
oC gen izoliranog reovirusa, a zatim se bioinformatickom analizom to¢no determinira o kojem

se soju radi (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.).

2.7. Profilaksa

Zbog ubikvitarnosti reovirusa i modernog, intenzivnog nac¢ina peradarske proizvodnje tesko je
odrzavati jata slobodna od reovirusa. Koriste¢i se biosigurnosnim mjerama moguce je
prevenirati infekciju patogenim sojevima reovirusa. Potrebno je ukloniti kontaminiranu hranu
i vodu, u jednom objektu drzati ptice iste starosti, drzati se sustava sve unutra — sve van (,,all in
— all out™), te nakon praznjenja objekta obaviti temeljito CiS¢enje, pranje i dezinfekciju
viSekomponentnim dezinficijensima, te drzati objekt praznim 2 do 3 tjedna prije prihvata novog

jata (MOR, 2015.)

Kontrola patogenih reovirusa provodi se i vakcinacijom roditeljskih jata, kako bi ona razvila

DER HEIDE i sur., 1976.; TAKASE i sur., 1996.). MajCina protutijela Stite jednodnevne pilice
i od prirodne i eksperimentalne infekcije (VAN LOON i sur., 2003.), a stupanj zastite ovisi 0

titru protutijela, starosti domacina, srodnosti serotipova, te virulenciji virusa (RAU i sur.,
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1989.). Kako je ve¢ nakon 10 do 15 dana zivota pili¢a titar maj¢inih protutijela toliko nizak da
ih prakticki vise ne $titi od infekcije (GHARAIBEH i MAHMOUD, 2013.), pravilnom
vakcinacijom roditelja moZze se posti¢i duza zastita potomstva (DE HERDT i sur. 2016.). Mogu
se koristiti Ziva atenuirana ili inaktivirana cjepiva. Zivo atenuirano cjepivo S1133 najrairenije
je cjepivo koje se koristi za kontrolu reovirusa. Do nedavno vecina inaktiviranih cjepiva, kao
Sto su 2177, 1733 12408, su bila derivati S1133 cjepiva i gotovo se nisu razlikovala u sekvenci
aminokiselina za 6C gen. Kako je u posljednjem desetlje¢u porastao broj antigeno razlicitih
sojeva reovirusa razvila se potreba za upotrebom autogenih cjepiva (SELLERS, 2016.).
Upotrebom takvih cjepiva znatno se smanjuje prevalencija virusnog artritisa (SELLERS, 2016.)
i drugih patogenih reovirusa (LUBLIN i sur., 2011.). Kao najbolji protokol za roditeljsko jato
pokazalo se cjepljenje zivim atenuiranim cjepivom 1 do 3 puta do 12. tjedna Zivota, te zatim
cjepljenje inaktiviranim cjepivom ponovo 1 do 3 puta (PITCOVSKI i GOYAL, 2020.). Zivim
atenuiranim cjepivima roditelji se cijepe prije proizvodnje jaja kako bi se sprijecilo prenoSenje
divljeg, ali i cijepnog soja na potomstvo (GIAMBRONE i sur., 1991.). Obje vrste cjepiva, Ziva
atenuirana 1 inaktivirana, primjenjuju se intramuskularno ili supkutano (PITCOVSKI i
GOYAL, 2020.).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Analizirani uzorci

Nakon prijema jednodnevnih pili¢a roditeljskog jata pasmine Ross 308 na uzgojnoj farmi, na
pretragu je dostavljano po 5 - 10 svjeze uginulih pili¢a po objektu iz 4 objekta (1, 2, 3, 4) od
prvog dana do 2. tjedna, prvi, drugi, treci, Cetvrti, peti, deseti i jedanesti dan. Takoder, u dobi
14. tjedana kod prethodnog i ovog jata nastupili su klinicki simptomi sa Sepanjem, te su uzeti
uzorci membrana i tetiva s podrucja tarzometatarzalnog podrucja od dostavljenih leSina na

razudbi.

Pulirani uzorci tankog crijeva po objektu te uzorci membrana i tetiva Cuvani su na -20°C i

kasnije koriSteni za izdvajanje ukupne RNK.

Takoder, uzorci membrana i tetiva kod ovog jata u dobi 14. tjedana inokulirani su na
korioalantoisnu membranu SPF zametaka dobi 10 dana. Uzorci su viSekratno zamrznuti i
odmrznuti te potom homogenizirani u sterilnoj fizioloskoj otopini. Nakon centrifugiranja pri
3500 okretaja kroz 15 minuta u centrifugi 5920R (Eppendorf, Njemacka), supernatant je
filtriran kroz 0,2 pm mikrobioloske filtre Filtropur S 0,2 (Sarstedt, Njemacka). Na
korioalantoisnu membranu inokulirano je 0,2 ml inokuluma. Praceno je prezivljavanje
zametaka te je nakon uginu¢a zametaka nakon 3. dana uzorkovana korioalantoisna membrana

za izdvajanje ukupne RNK.

3.2. I1zdvajanje RNK

Iz uzoraka crijeva, membrana i ovojnica kokosi prethodnog jata, te korioalantoisne membrane
SPF zametaka, izdvojena je ukupna DNK/RNK primjenom kita High Pure Viral Nucleic Acid

Kit (Roche, Njemacka) prema uputama proizvodaca, te je do daljnje analize ¢uvana na -80°C.

3.3. Dokaz specifi¢nih odsjecaka qPCR 1 PCR metodom

Za preliminarni dokaz reovirusa u uzorku koriStena je qPCR metoda kao vrlo osjetljiva 1
specificna primjenom pocetnica i Taqgman probe (TANG i LU, 2016) (Tablica 1). U slucaju
pozitivne qPCR reakcije uzorci su analizirani 1 klasicnom PCR metodom s ciljem umnaZanja
specificnog odsjecka i1 kasnijeg sekvenciranja (BANYAI 1 sur, 2011.; KANT 1 sur, 2003.).
Svaka qPCR reakcija radena je u 15 pL reakcijske smjese s po 3 pL RNK, 0,2 uL RT enzima,
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0,4 uL svake pocetnice 1 0,2 pL probe uz primjenu kita GoTaq Probe 1-Step RT-gPCR System

(Promega, SAD) prema uputama proizvodaca na uredaju Mx3005P (Stratagene, SAD).

Rezultati su potom analizirani pripadaju¢im racunalnim programom MxPro (Stratagene, SAD).

Klasi¢na PCR reakcija provedena je u 20 pL reakcijske smjese uz primjenu 5 uL RNK, 0,3 puL

RT enzima, 1 uL svake pocetnice, uz promjenu kita GoTaq Green Master Mix (Promega, SAD)

prema uputama proizvodaca. Prije dodavanja u qPCR i klasi¢nu PCR reakciju uzorci RNK su

zagrijani na 95 °C kroz 2 minute te nakon zagrijavanja odmah stavljeni na led kako bi dvostruke

uzvojnice RNK ostale razdvojene te kako bi reverzna transkripcija bila uspjesno provedena.

Tablica 1. Lista pocetnica i probe koriStenih u istrazivanju.

Pocetnica/proba | Sekvenca Izvor

Proba TGCTAGGAGTCGGTTCTCGYA TANG i LU, 2016.

F ATGGCCTMTCTAGCCACACCYG

R FAM-CAACGARATRGCATCAATAGTAC-BHQ1

M1F CTCGACATGGCCTATCTAGCC BANYAI i sur, 2011.
M1R GATGARTATCTCAAGACGACTAAC

P1 AGTATTTGTGAGTACGATTG KANT i sur, 2003.
P4 GGCGCCACACCTTAGGT
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4. REZULTATI

4.1. Pracenje klinicke slike na farmi

Tijekom prijema i uzgoja pili¢a roditeljskog jata praceno je zdravstveno stanje. Nije zamije¢eno
prisustvo krzljavosti niti raslojavanja jata, osim uobi€ajenih sporadi¢nih gubitaka uslijed
retencije zutanjCane vrecice i sl. U 14. tjednu kod prethodnog kao i ovog jata javljaju se znakovi
Sepavosti te su uginuca poslana na razudbu. Na razudbi su utvrdene opsezne promjene u vidu
otecenja tetivnih ovojnica 1 zglobnih membrana, pojaane prokrvljenosti te obilja Zuckaste

teku¢ine do gnojnog sadrzaja izmedu tetiva i miSica (Slika 1).

: -
. N

Slika 1. Patomorfoloske promjene s karakteristikama virusnog artritisa-tenosinovitisa na

podrucju tarzo-metatarzalnog zgloba
4.2. Rezultati gPCR i PCR reakcije

Prema preporukama suradnog laboratorija Veterinarskog SveuciliSta u Becu, uzorke klinicki
manifestnih slucajeva je potrebno provjeriti gPCR metodom, a paralelno inokulirati na SPF
zametke ili moguce pokusSati namnoziti pozitivne uzorke klasicnom PCR reakcijom. Prema
preporuci vrlo mala je vjerojatnost da bi se izravno iz uzoraka tkiva klinicki oboljelih jedinki

klasi¢cnom PCR reakcijom moglo umnoziti odsjecak za sekvenciranje.
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Rezultati qPCR reakcije pokazuju prisustvo virusa u tri uzorka crijeva od 16, no uzorci tetiva i
membrana od klinicki manifestnih jedinki prethodnog jata su negativni (Slika 2, Tablica 2).
Nakon inokulacije na zametke uzoraka tetiva i membrana od klini¢ki manifestnih jedinki ovog
jata dolazi do uginuca dva od pet zametka 3. i 4. dan od inokulacije, no svi uzorci
korioalantoisne membrane inokuliranih zametaka su qPCR analizom negativni (Slika 3).

Analiza pozitivnih uzoraka podrijetlom od pili¢a klasicnom PCR reakcijom je bila negativna.

Fluorescence (dRn)

2 4 ] 2 10 1 14 16 12 20 22 24 26 28 a0 3z 34 36 et} 40
Cyles

Slika 2. Amplifikacijske krivulje tijekom umnazanja specifi¢nih produkata u qPCR reakciji za

pulirane uzorke crijeva pili¢a. Tamno plava krivulja pozitivna kontrola, ostalo pozitivni uzorci.
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Fluorescence (dRn)

Slika

uzorke korioalantoisne membrane nakon inokulacije SPF zametaka. Prisutna je samo krivulja
pozitivne kontrole.
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3. Amplifikacijske krivulje tijekom umnazanja specifiénih produkata u qPCR reakciji za
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Tablica 2. Prikaz qPCR rezultata analiziranih uzoraka tkiva crijeva pili¢a 1 korioalantoisne

membrane SPF zametaka.

UZORAK | TKIVO REZULTAT
gPCR PCR

Jato 1+2, 1. dan crijevo - -

Jato 3+4, 1. dan crijevo - -

Jato 1+2, 21. dan crijevo - -

Jato 3+4, 2. dan crijevo - -

Jato 1+2, 3. dan crijevo - -

Jato 3+4, 3. dan crijevo - -

Jato 1+2, 4. dan crijevo - -

Jato 3+4, 4. dan crijevo - -

O O N O O & W N -

Jato 1+2, 5. dan crijevo - -

=
o

Jato 3+4, 5. dan crijevo - -

-
-

Jato 1, 10. dan crijevo - -

[EY
N

Jato 3+4, 10. dan crijevo + -

[EY
w

Jato 1+2, 11. dan crijevo + -

H
o~

Jato 3+4, 11. dan crijevo + -

[EY
ol

Prethodno jato, 14. tjedan, zglobne - -
membrane i tetive
16 Prethodno jato, 14. tjedan, zglobne - -
membrane i tetive

Zametak

1 Korioalantoisna membrana - -
2 Korioalantoisna membrana - -
3 Korioalantoisna membrana - -
4 Korioalantoisna membrana - -
5 Korioalantoisna membrana - -
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5. RASPRAVA

Reovirusi su vrlo Siroka skupina crijevnih virusa koja je ¢esto izdvojeni na farama teskih linija
kokosi ali i drugih vrsta peradi, poput purana, kod kojih mogu zna¢ajno poveéati gubitke uslijed
reovirusnog tenosinovitisa. Takoder, pojedini sojevi mogu uzrokovati i zaostajanje u rastu i
sudjelovati u sindromu zarazne krzljavost pilica (GOODWIN i sur., 1993.). Stoga je vrlo vazno
na roditeljskim farmama provesti monitoring te dokazati prisutnost te tipizirati izdvojene
sojeve, naroCito zbog moguceg vertikalnog prijenosa. lako komercijalna cjepiva postoje i mogu
osigurati dostatnu zastitu (AWANDKAR 1 sur., 2017.), varijabilnost sojeva ponekad zahtjeva i

primjenu autogenih cjepiva.

Ovim istrazivanjem proveden je monitoring na roditeljskoj farmi teske linije, na kojoj je
seroloSki dokazana prisutnost reovirusa te su klinicki uoceni znakovi Sepanja. Rezultati
monitoringa su pokazali da je reovirus prisutan na farmi ve¢ u zivotinja mlade dobi, primjenom
gPCR metode. Tom metodom 3 od 14 uzoraka crijeva bili su pozitivni na reovirus, no uzorci

tetiva i membrana od klini¢ki oboljelih jedinki su bili negativni.

No, kako je i sugerirano od suradnog laboratorija (BILIC, neobjavljeno), gotovo u 100%
slucajeva i1zostaje dokaz virusa klasi¢nim PCR postupkom, te je na taj nacin izostala mogucnost
filogenetske analize i tipizacije dokazanih sojeva. Smatra se da je uz gPCR naknadno potrebno
virus umnoziti u SPF zamecima kako bi se virus mogao dovoljno namnoziti da bi ga se moglo

dokazati klasi¢nom PCR reakcijom i potom molekularno tipizirati.

Takoder, usprkos umnazanju uzoraka membrana 1 tetiva, podrijetlom od navedenih jata od
jedinki s tipi€nim simptomima, na SPF zamecima, kasnija qPCR reakcija je bila negativna.
Kako rezultati seroloskih pretraga i patolosko anatomske promjene jasno upucuju na prisutnost
reovirusne infekcije, negativni nalaz molekularne pretrage ne iskljucuje da Zivotinja nije bila
ranije inficirana reovirusima. Vrlo vjerojatno se radi o moguce uznapredovalim stadijima u
kojima je doSlo do iS€ezavanja virusa iz podrucja promjena, S$to je rezultiralo negativnim
rezultatom. U slijede¢im jatima potrebno je monitoring provesti kroz duzi period, narocito prije
ocekivane pojave simptoma, kako bi se virus moglo izdvojiti i namnoziti na zamecima, te potom
adekvatno dokazati i tipizirati. Ovakav postupak osigurao bi osnovu za mogucu izradu

autogenog cjepiva kao osnove profilakse koja moze pruziti bolju zastitu.
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6. ZAKLJUCCI

Iz navedenog je moguée donijeti sljedece zakljucke:

1. Primjenom qPCR metode dokazali smo prisutnost reovirusa na roditeljskoj farmi teske linije

peradi u Zivotinja mlade Zivotne dobi.

2. Analizom pozitivnih uzoraka qPCR metodom, podrijetlom od pili¢a, klasit(nom PCR

metodom nismo uspjeli dokazati reoviruse.

3. Nismo uspjeli dokazati qPCR metodom reoviruse iz uzoraka tetiva i membrana klinicki

oboljelih jedinki podrijetlom od prethodnog jata s iste farme teske linije peradi.
4. Nismo uspjeli umnoziti reoviruse u SPF zamecima, niti ih dokazati gPCR metodom.

5. Na temelju klini¢ke slike i razudbenog nalaza utvrdili smo mogucu klinicku pojavnost

monitoring, posebice u periodu prije o¢ekivanog izbijanja bolesti.
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8. SAZETAK

Pti¢ji reovirusi su ubikvitarni mikroorganizmi u domace peradi i ostalih pti¢jih vrsta, te se ¢esto
izdvajaju i u zdrave i u bolesne peradi iz gastrointestinalnog i respiratornog trakta. Oni se mogu
Siriti vertikalno 1 horizontalno feko — oralnim i respiratornim putem. Izmedu sojeva postoje
znaCajne razlike s obzirom na sposobnost horizontalnog nacina Sirenja. Virusni artritis —
tenosinovitis je najteza klinicka i gospodarska bolest uzrokovana reovirusima, a opisana je u
kokosi, prvenstveno tovnih pili¢a, i purana. Virusni artritis — tenosinovitis moze se
dijagnosticirati na temelju klinicke slike, makroskopskih i mikroskopskih promjena, ali za
definitivnu dijagnozu potrebno je izolirati i identificirati reovirus. Molekularna metoda gPCR
danas se koristi kao univerzalna metoda za identifikaciju pti¢jih reovirusa. Seroloski se
reovirusni antigen moze utvrditi u smrznutim uzorcima tetivnih ovojnica ili drugih tkiva
pomocu fluorescentnih protutijela. Komercijalni ELISA testovi koriste se za procjenu razine

reovirusnih protutijela unutar jata.

Zbog ubikvitarnosti reovirusa i modernog, intenzivnog nac¢ina peradarske proizvodnje tesko je
odrzavati jata slobodna od reovirusa. Na trzistu su prisutna komercijalna cjepiva za rasplodne
kokosi, koja osiguravaju dostatnu zastitu, ali zbog varijabilnosti sojeva ni roditelji ni potomstvo
nisu uvijek potpuno zasti¢eni, te stoga postoji potreba za primjenom autogenih cjepiva protiv

lokalnih sojeva.

Svrha ovog istrazivanja bila je provesti monitoring na roditeljskoj farmi teske linije peradi, na

kojoj je ve¢ seroloski dokazana prisutnost reovirusa koriste¢i molekularnu metodu qPCR.

Iz uzoraka crijeva pilica, membrana i ovojnica kokosi prethodnog jata, te korioalantoisne
membrane SPF zametaka nakon inokulacije uzoraka tetiva i ovojnica ovog jata dobi 14 tjedana,
izdvojena je ukupna DNK/RNK, te je do daljnje analize ¢uvana na -80°C. Za preliminarni dokaz
reovirusa u uzorku koriStena je qPCR metoda kao vrlo osjetljiva 1 specificna primjenom
pocetnica i Tagman probe. Rezultati qPCR reakcije pokazali su prisustvo virusa u 3 od 14
uzoraka crijeva pili¢a, no uzorci tetiva i membrana od klini¢ki manifestnih jedinki prethodnog
jata bili su negativni. Analizom pozitivnih uzoraka crijeva pili¢a klasicnom PCR reakcijom
dobili smo negativne rezultate. Nakon inokulacije na zametke doslo je do uginuca dva od pet
zametka 3. 1 4. dan od inokulacije, no i navedeni i uzorci korioalantoisne membrane ostalih

inokuliranih zametaka su gPCR analizom bili negativni.
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Poznato je da u gotovo u 100% slucajeva izostaje dokaz virusa klasi¢nim PCR postupkom.
Smatra se da je najprije potrebno virus umnoziti u SPF zametcima, a potom dokazati klasicnom
PCR reakcijom. U nasem slucaju negativni nalaz qPCR reakcije nakon umnazanja na SPF
zamecima vjerojatno je rezultat uznapredovalog stadija bolesti u kojim je doslo do iS¢ezavanja

virusa iz podrucja promjena.

Sukladno rezultatima potrebno je monitoring provesti kroz duzi period, osobito prije oekivane
pojave simptoma, uz obveznu inokulaciju na zametke. Dobiveni rezultati omogucili bi izradu
autogenih cjepiva kojim bi unaprijedili imunoprofilaksu na farmi, a protokol bi se koristio i za

kontrolu reovirusa na drugim farmama.

Kljuéne rije€i: pti¢ji reovirusi, virusni artritis — tenosinovitis, qPCR, teska linija kokosi
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9. SUMMARY

Detection and molecular typing of Reovirus strains isolated in broiler

breeder flock

Avian reoviruses are ubiquitous microorganisms in domestic poultry and other avian species,
and are often isolated in both healthy and sick poultry from the gastrointestinal and respiratory
tract. They can be spread vertically and horizontally by the feco - oral and respiratory routes.
There are significant differences between strains when it comes to the ability of horizontal
transmission. Viral arthritis - tenosynovitis is the most severe clinical and economic disease
caused by reoviruses, and has been described in chickens, primarily broilers, and turkeys. Viral
arthritis - tenosynovitis can be diagnosed based on the clinical signs, macroscopic and
microscopic changes, but for a definitive diagnosis it is necessary to isolate and identify the

reovirus. The g PCR is now used as a universal method for the identification of avian reoviruses.

Reovirus antigen can be detected in frozen samples of tendon sheaths or other tissues using
fluorescent antibodies. Commercial ELISA assays are used to assess the level of specific

reovirus antibodies within a flock.

Due to the ubiquitous nature of the reovirus and the modern, intensive way of poultry
production, it is difficult to keep flocks free of reovirus. There are commercial vaccines for
breeder hens, which provide sufficient protection, but due to the variability of strains, neither
parents nor offspring are always fully protected, and therefore there is a need for the use of

autogenous vaccines.

The purpose of this study was to conduct monitoring on the broiler breeder farm, where the
presence of reovirus has already been serologically proven, using gPCR, and later type it using
classical PCR method.

Total DNA / RNA was extracted from chicken gut samples, membranes and envelopes from
previous flock, and the chorioallantoic membrane of SPF embryos inoculated with membranes
and envelopes from this flock at age 14 weeks, and stored at -80 ° C until further analysis. For
preliminary evidence of reovirus in the sample, the g°PCR was used as very sensitive and
specific method using primers and Tagman probes. In the case of a positive gPCR reaction, the
samples were also analyzed by the classical PCR with the aim of amplifying the specific section

and subsequent sequencing.
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The results of the gPCR reaction showed the presence of virus in 3 out of 14 chicken gut
samples, but tendon and membrane samples from clinically infected individuals were negative.
By analyzing positive chicken gut samples by traditional PCR, we obtained negative results.
After inoculation on embryos, two out of five embryos died on the 3rd and 4th day after

inoculation, but the chorioallantoic membrane samples of all embryos were gPCR negative.

It is known that in almost 100 % cases, the virus was not detected by traditional PCR. It is
thought that the virus should first be propagated in SPF embryos and then detected by a
traditional PCR. In our case, the negative finding of the gPCR reaction after multiplication on
SPF embryos is probably the result of an advanced stage of the disease in which the virus has
disappeared from the infected area.

According to obtained results, it is recommended to perform monitoring over longer period,
especially before expected clinical manifestation, with obligatory inoculation into SPF chicken
embryos. The obtained results would enable the development of autogenous vaccines that
would improve immunoprophylaxis on the farm, and the protocol would also be used to control

reoviruses on other farms.

Keywords: avian reoviruses, viral arthritis — tenosynovitis, qPCR, broiler breeder hens
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