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1. UvOD

Newcastleska bolest (NB) diliem svijeta predstavlja jednu od najznacajnijih virusnih
zaraza peradi. Njen znacaj nije samo u visokom pobolu i pomoru zarazenih jata veC i u
gospodarskim Stetama koje nastaju zbog ogranicene ili zabranjene trgovine iz podrucja i
zemlja gdje se ova bolest javila (ALDOUS | ALEXANDER, 2001.). Zbog toga se ova
bolest nalazi na listi A Medunarodnog ureda za epizootije (OIE) pa se i u Republici
Hrvatskoj suzbija temeljem zakonskih odrednica (ANONYMOUS, 2019). Tim se mjerama
prvenstveno nareduje da sva perad u ekstenzivnim uzgojima, te nojevi, golubovi i pernata
divlja¢ iz uzgoja, mora biti cijepljena protiv newcastleske bolesti dva puta godiSnje
cjepivom proizvedenim od soja La Sota, jednim od sljedecih postupaka primjene: pitkom
vodom, okulonazalno ili rasprSivanjem u skladu s uputom proizvodaCa cjepiva
(ANONYMOUS., 2013.). Provodenjem specificne imunoprofilakse peradi poku$ava se
posti¢i dovoljna razina specificnih protutijela za virus newcastleske bolesti i time

adekvatna zastita koja sprje€ava izbijanje epizootija.

Humoralna imunost tj. titar specifiénih protutijela postignut imunoprofilaksom
procjenjuje se imunoenzimnom probom (ELISA) ili inhibicijom hemaglutinacije (IHA) u
serumu (KAPCZYNSKI i sur., 2013.; MILLER i KOCH, 2013.).

Zbog razli¢itih naCina primjene cjepiva i razli€itog ucinka cjepiva na imunosni odgovor
vazno je pratiti varijacije titra protutijela cijepljene peradi kako bi se dobio uvid u
postignute razine nakon razliite vrste i postupaka primjene cjepiva u razli€itih dobnih

kategorija lake pasmine kokosi.

Cilj ovog diplomskog rada je analiza rezultata ELISA titra specifi¢nih protutijela na
virus newcastleske bolesti nakon provedenog programa imunoprofilakse kako bi dobili
prikaz dinamike titra longitudinalno u nekoliko uzastopnih i paralelnih jata na dvije velike

farme kokoSi nesilica lake pasmine.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Newcastleska bolest

Newcastleska bolest je izrazito zarazna bolest ptica i domace peradi. Uzrocnik je
pti¢ji RNA Orthoavulavirus 1, poznat kao virus newcastleske bolesti (VNB), rod

Orthoavulavirus, podporodica Avulavirinae, porodica Paramyxoviridae (ICTV, 2019.).

Virus newcastleske bolesti je pleomorfnog oblika, no moze se doimati okruglo sa
dijametrom od 100 do 500 nm (ALEXANDER, 2009.). Imaa dvoslojnu lipidnu ovojnicu na
Cijoj povrsini se nalaze virusni hemaglutinin/neuraminidaza (HN) i fuzijski (F) proteini,
odgovorni za njegovu patogenost (LAMB i PARKS, 2007.; MEULEMANS i sur., 2002.).
Nukleokapsida proteina oblika je riblje kosti i povezana je s nukleoproteinom (NP) i
fosfoproteinom (P) (MAST i DEMEESTERE, 2009.) .

HN
(Hemagglutinin / Neuraminidzse)

Lipid bilayer
F (Fusion protein)

Virion RNA

Transcriptase Complex

L | (Large - Polymerase)
NP| (Nucleocagsid protein)

P | (Phosphoprotein)

; i N\
/M (Matrix protein)

Slika 1. : Virus newcaslteske bolesti

(Izvor:https://lwww.creative-biolabs.com/vaccine/vaccines-for-newcastle-disease-

virus.htm)



Od newcastleske bolesti obolijevaju brojne vrste ptica te sva domaca perad bez
obzira na dob. Klini¢ki obole kokos, puran i golub, rijetko patke kod kojih moze izazvati
pad nesivosti i smanjenu oplodnju jaja. Uzro€ni virus razlikuje se u patogenosti sojeva i

tropizmu pa su i kliniCki oblici veoma razli€iti (MAZIJA, 2012.).

Definirano je pet podtipova virusa newcastleske bolesti s obzirom na klini¢ko
oCitovanje i tropizam : 1. asimptomatski crijevni, 2. lentogeni - slabo patogen, 3. mezogeni
- srednjeg stupnja patogenosti, 4. velogeni viscerotropni - jako patogeni sojevi sa
simptomima hemoragi¢nog enteritisa te 5. velogeni neurotopni - jako patogeni sojevi sa
simptomima od strane diSnog i Ziv€anog sustava. Newcastleska bolest moze biti
uzrokovana infekcijom samo virulentnim (velogenim i mezogenim) sojevima
(ANONYMOUS, 2012.).

Najvazniji nacCin Sirenja virusa je seobom divljih ptica, pernate divljaci i golubova.
Prijenos virusa je isklju€ivo horizontalni, najéeS¢e aerosolom kontaminiranim virusom.
Virus takoder moze prodrijeti kroz ljusku jajeta i zaraziti zametak, Sto za posljedicu ima
zarazavanje i uginu¢e zametka uslijed ¢ega nema vertikalnog prijenosa zaraze (MAZIJA,
2012.). Glavna ulazna vrata virusa su sluznice diSnog i probavnog sustava. Zarazene
ptice virus izlu€uju izdahnutim zrakom, respiratornim iscjetkom i izmetom tijekom stadija
inkubacije, kliniCke manifestacije i kratkorono tijekom rekonvalescencije (MILLER,
2014.).

Sumnja na newcastlesku bolest se postavlja na temelju nalaza naglog povec¢anog
uginucéa, znakova opcéeg infekcijskog sindroma, pada ili prestanka nesivosti i jaja loSe
kvalitete ljuske u cijepljenih nesilica, zelenog proljeva, oteCene o€ne spojnice, podbratka
i krijeste, diSnih i Ziv€anih simptoma (MILLER i KOCH, 2013.).

Dijagnostika bolesti se temelji na kliniCkim znakovima, patoanatomskom nalazu i
dokazu porasta titra protutijela. Potvrduje se izdvajanjem virusa nakon inokulacije
kokoSjih zametaka, dokazom seroloskim probama kao Sto su IHA, ELISA i VN test
(MAZIJA, 2012.). No, osnova dijagnostike i tipizacije virusa su molekularne metode poput
PCR-a i Real Time PCR-a nakon Cega se sekvenciranjem specificno namnozenog

odsjecka virusnog genoma izdvojeni soj moze detaljno tipizirati (WANG i sur., 2001.).



LijeCenje se ne provodi ve¢ se kod izbijanja bolesti provodi neskodljivo uklanjanje
(“stamping out”), a prevencija pojave bolesti se temelji na provodenju biosigurnosnih
mjera i imunoprofilakse (MAZIJA, 2012).

2.1.1. Imunoprofilaksa

Cijeplijenje se u peradarstvu danas provodi s ciliem specificne zastite peradi
koristeCi uglavnom Zivi, atenuirani, apatogeni soj virusa (HITCHNER i JOHANSON,
1948.), inaktivirani virus i njegove imunogene determinante (BANKOWSKI, 1957,
HANSON i surr.,1951.; HOFSTAD, 1955.; ROTT 1979.), ili rekombinantno, vektorsko
ciepivo (MEULEMANS, 1988.). Vecéina zemalja provodi cijepljenje u svrhu kontrole
newcastleske bolesti (ANONYMOUS, 1992.; 2013.). Cijepljenje protiv NB obvezatno je
na cijelom teritoriju RH. Sva perad u ekstenzivnim uzgojima mora biti cijepljena dva puta
godiSnje protiv NB u razmaku od najmanje 4 mjeseca. Cijepi se vodom za pice,
okulonazalno ili rasprSivanjem. Perad u intenzivnhom uzgoju mora biti cijepljena protiv NB
tako da bude stalno imuna. U Hrvatskoj se za cijepljenje protiv NB u ekstenzivnim
uzgojima peradi smije Koristiti samo cjepivo proizvedeno od soja La Sota a kod
intenzivnog uzgoja peradi cijepni soj nije propisan, ali cjepivo mora osigurati adekvatnu
imunost ( ANONYMOUS, 2020.).

Programi cijepljenja koji se koriste ovise o prisutnim materalnim protutijelima,
uCestalosti pojave i patogenosti terenskog soja, provedbi biosigurnosti, vrsti cjepiva koje
se koristi i njegovim interakcijama s drugim cjepivima koja se koriste (WINTERFIELD,
1984.). Tri su glavna cilja cijepljenja peradi protiv newcastleske bolesti: 1.) smanjenje ili
sprjeCavanje klinicke manifestacije bolesti; 2.) smanjenje koli€ine izluCenog virulentnog
virusa; i 3.) povecanje infektivne doze virusa (KAPCZYNSKI i sur., 2013.). Te ciljeve je
teSko postiéi s obzirom na to da trajanje imunosti peradi varira ovisno o koristenom
cjepivu, imunitetu domacina u trenutku cijepljenja i o imunogenosti cjepiva
(ALEXANDER.,2003., WESTBURY i surr 1984.) . Potrebno je viSestruko izlaganje Zivim
atenuiranim cjepivima ili koriStenje kombinacije atenuiranog i inaktiviranog cjepiva da bi
se perad adekvatno zastitila protiv cirkuliraju¢eg terenskog soja virusa (SENNE i sur.,
2004.).



NajceSci sojevi koji se koriste ucjepivima za imunoprofilaksu NB su B1 i LaSota,
proizvedeni od zivih lentogenih sojeva virusa (ALEXANDER., 2003.). Koristenjem cjepiva
od soja LaSota i njenog klona Clone 30 poti€e se i lokalna imunost na sluznicama i
sistemska imunost (BORLAND i ALLAN., 1980.). Glavne razlike izmedu tih cjepiva su
tropizam i sposobnost replikacije u pilica, koja je najve¢a kod soja LaSota Sto rezultira
ve¢om razinom neutralizirajucih protutijela (MEULEMANS, 1988). Stoga se soj LaSota
gotovo uvijek koristi u zemljama u kojima je bolest endemska (DIEL i sur., 2012.). Ziva
cjepiva se najCesce ne apliciraju pojedinacno vec¢ na velikom broju peradi istovremeno.
Razlog tome je da proces cijepljenja bude Sto brzi i jeftiniji (Senne i surr,. 2014). Nazalost
, uvjeti drzanja peradi Cesto nisu idealni za takav nacin aplikacije cjepiva pa masovna
distribucija obi¢no pokrije samo 53% jata kada se koristi rasprSivanje i 60% kada se

cjepivo aplicira vodom (DEGEFA i sur,. 2004.).

Osim zivih atenuiranih cjepiva koriste se i inaktivirana u obliku uljnih adjuvansa.
Apliciraju se parenteralno u misi¢ ili pod kozu te se moraju aplicirati pojedina¢no, naravno
uz viSu cijenu proizvodnje (CHIMENO ZOTH i sur., 2008.). Ona se najCeSce koriste za
revakcinaciju peradi kod duzeg tijeka proizvodnje, kao Sto su rasplodne kokosSi i nesilice.
Obi¢no se apliciraju nakon prvotnog cijepljenja atenuiranim cjepivima, a mogu se Koristiti
i samostalno kada je koriStenje Zivih cjepiva kontraindicirano. Smatralo se da inaktivirana
cjepiva ne poti¢u imunosni odgovor na sluznicama, no istrazivanja su potvrdila da i Ziva i
inaktivirana cjepiva potiCu tvorbu antitijela ne samo u serumu nego i u trahealnim i
intestinalnim sluznicama (CHIMENO ZOTH is ur., 2008.). Ipak, razina potaknute stani¢ne
imunosti nakon inaktiviranih cjepiva je slaba. UCestalost revakcinacije ovisi o izloZenosti

i virulenciji terenskog soja (MILLER, 2014.).
Primjer imunoprofilakse kokosi nesilica:

Kokosi nesilice se cijepe prvi dan zivota u valionici atenuiranim cjepivom, najceSce
rasprSivaCem. Booster doza se daje u dobi od 10-12 dana zivim cjepivom. Dodatno
cijepljenje se vrsi s 5-6 tjedana te s 14-16 tjedana starosti s atenuiranim cjepivom a zatim
s 20 tjedana starosti s inaktiviranim cjepivom (GALLILI i BEN-NATHAN, 1998).

Cilj imunoprofilakse je postizanje visoke razine humoralne i stani¢ne imunosti

peradi. Njena uspjeSnost uvelike ovisi o postivanju biosigurnosnih mjera u jatima ¢ime
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se sprje€ava ulazak virusa u jato prije nego $to se razvije adekvatna imunost. Osim toga,
uspjesnost cijepljenja ovisi i o tome da je barem 85% jedinki iz jata dobilo pravilnu dozu
cjepiva i reagiralo razvojem adekvatnog imunosnog odgovora da bi se postigao imunitet
krda (VAN BOVEN i sur., 2008).

2.2. Imunosni sustav peradi

Najznacajnija uloga imunosnog sustava je njegova sposobnost prepoznavanja
stranih molekula tzv. antigena od strane razliCitih vrsta imunokompetentnih stanica
(HAMMER, 1974.). Timus, Fabricijeva burza i koStana srz primarni su limfoidniorgani
ptica, dok su slezena, limfoidna tkiva povezana sa sluznicom (MALT), zametni centri i
difuzna limfoidna tkiva sekundarni limfoidni organi. Ptice nemaju limfne ¢vorove, no
organi sli¢ne funkcije su opisani u gusaka i labudova. Timus, u kojem se razvijaju T
stanice, nalazi se obostrano na vratu ptica i sastoji se od 5 do 7 reznjeva. Fabricijeva
burza je organ jedinstven za ptice i jedino je mjesto za diferencijaciju i sazrijevanje B
stanica. SmjesSten dorzalno od kloake s kojom je povezan kanalom, ovaj organ sluZi
razvoju maticnih stanica koje u njega pristizu tijekom embrionalnog razvoja i vrlo je
aktivan kod mladih ptica, ali postupno atrofira nakon Sest mjeseci (RATCLIFFE, 2005.).
Bronhalno limfoidno tkivo (BALT) i limfoidno tkivo crijeva (GALT) nalaze se duz sluznice
bronha odnosno crijeva (MASTELLER, 1996.). Vaznu ulogu u diSnom sustavu ptica imaju
heterofili kao vazan dio imuniteta ptica. Unutar glave nalazi se limfoidno tkivo glave
(HALT) lokalizirano u organima Harderovoj Zlijezdi, suznoj Zlijezdi i drugim strukturama u
podrucju glave (RATCLIFFE, 2005.) Harderova Zlijezda nalazi se iza o€nih jabucica i
glavna je komponenta HALT -a. Sadrzi veliki broj plazma stanica i glavno je tkivo za

produkciju antitijela koja se izlu€uju u podrucju glave (MOBINI, 2012.) .

Bubrezi, jajnici, stitnjaCa, jetra, hipofiza, guSteraca takoder sadrze limfoidne stanice. U
neposrednoj blizini tih imfoidnih stanica nalaze se tkivni makrofagi. Tako je Citav
organizam zasti¢en isprepletenom mrezom sastavnica imunosnog sustava (SHARMA i
RAUTENSCHLEIN, 2013.).



2.3. Urodenai steGena imunost

Urodena imunost peradi sastoji se od fizikalnih i kemijskih barijera te od stanica
kao Sto su makrofagi, prirodno ubilaCke stanice (NK cells), proteini sustava
komplemenata i medijatori upale te citokini (KAPCZYINSKY i sur., 2013.). Urodeni
imunosni odgovor zapocCinje nakon prepoznavanja antigena pomocu receptora za
prepoznavanje obrazaca (Patern Recognition Receptors - PRR) koji se nalaze na
vanjskoj membrani ili citoplazmi imunoloskih stanica domacina (AKIRA i sur., 2001.;
AKIRA, 2009.). PRR prepoznaje molekularne obrasce svojstvene patogenu (PAMPS) i
tako pokrece unutarstani¢ne signalne putove koji vode do inicijacije efektorskih molekula,
ukljucujuci kemokine, citokine i obrambene peptide domacina (HDP) (ALEXOPOULOU i
sur., 2001; SCHOGGINS i sur., 2011.), koji pak, koordiniraju imunoloSke odgovore
posredovane stanicama i antitijelima doprinoseéi uklanjanju patogena (PALM i
MEDZHITOV, 2009; DAR i sur., 2015.). Stanice urodenog imunosnog odgovora imaju
sposobnost prepoznavanja mnogih razliitih patogena te zapo€inju zaustavljanje i
eliminaciju infekcije kroz nekoliko minuta i sati od prve ekspozicije (KUMAR i sur., 2011.)
Za razliku od urodene imunosti, svaka pojedina stanica ste€ene imunosti (T i B limfociti)
moze prepoznati jedan specifiCan dio patogena i moraju proc¢i kroz klonsku ekspanziju

prije nego Sto zapocnu svoju efektornu funkciju (ABBAS i surr., 2014.) .

Ste€ena imunost peradi je podijeliena na humoralnu i staniénu imunost
(BUTCHER i MILES, 2019.) .

Humoralni imunosni odgovor temelji se na djelovanju slobodnih ili humoralnih
antitijela. Njih tvore plazma-stanice koje nastaju od B limfocita. Svaki B limfocit specifi¢an
je samo za odredeni antigen, odnosno antigensku determinantu koju prepoznaje pomocu
povrsinskih imunoglobulina (NAGLIC i HAJSIG, 1993.; ZEKARIAS i sur., 2002.). Postoje
tri klase imunoglobulina koja nastaju kod peradi nakon izlaganja organizma nekom
antigenu : IgM, IgY (igG) i IgA. IgM se javlja u serumu 4-5 dana nakon kontakta s
antigenom i nestaje za 10-12 dana. IgY se javlja nakon 5 dana s najviSsom koncentracijom
3 tjedna nakon ekspozicije, nakon ¢ega mu koncentracija polagano pada. IgY je bitan
immunoglobulin kod peradi i mjeri se s ve¢inom seroloskih testova. Stoga, ako nas

zanima titar IgY protutijela nakon cijepljenja peradi, serum se treba uzeti 3 tjedna nakon



cijepljenja za $to bolju interpretaciju testa s obzirom na to da se titar do tada jo$ povisuje.
IgA se javlja 5 dana nakon izlaganja antigenu, i taj imunoglobulin se primarno nalazi u
sekretima sluznica o€iju, crijeva i respiratornog trakta. On sluzi za lokalnu zastitu tih tkiva
i smatra se bitnim za zaStitu peradi od virusa newcastleske bolesti na tim mjestima
(BUTCHER i MILES, 2019.) IgA se koristi za procjenu lokalne imunosti nakon cijepljenja
(AL-GARIB i sur., 2003.). Antitijela nemaju sposobnost ubijanja virusa ili bakterije izravno
veC se vezu za strani mikroorganizam stvarajuc¢i antigen-antitijelo kompleks blokirajuci
njihove receptore. Tako sprjeCavaju prihvacanje virusa ili bakterije za receptore njihovih
cilinih stanica (BUTCHER i MILES, 2019.). Antitijela su najefikasnija u eliminaciji
izvanstani¢nih mikroorganizama no kada antigen prodre u stanicu humoralni imunosni
odgovor nije dovoljan da ga eliminira. U toj situaciji, stani¢ni imunosni odgovor dovodi do
destrukcije antigena unutar stanice ili same zarazene stanice i tog antigena (ABBAS i
sur., 2000.).

Stani¢ni imunosni odgovor kod peradi, ljudi i sisavaca predstavijaju T
limfociti (CHEN i sur., 1991). Svi T limfociti izraZzavaju povrsinski T-stanicni receptor (T-
cell receptor TCR) kojim imaju sposobnost prepoznati veliki broj razli€itih antigena.
Postoje razliCite vrste T limfocita koje se prepoznaju po njihovim funkcijama i povrSinskim
markerima. T limfociti uvijek izrazavaju CD3 komplekse zajedno sa TCR molekulama,
neovisno o tome koji TCR imaju izrazen i antigenskoj specificnosti TCR-a. Stoga,
prisutnost CD3 na stanici oznaCava da je ta stanica T limfocit. T limfociti koji imaju
primarno regulatornu ulogu u ste€Cenom imunosnom odgovoru se nazivaju T pomoc¢nicke
stanice (T helper cells - Th) i obi¢no izrazavaju i CD4 na svojoj povrSini (CHEN i sur.,
1991.). CD4+ T pomocnicke stanice imaju kljuénu ulogu u imunosnom sustavu (ARSTILA
i surr., 1994) lucedi citokine i Salju¢i signale stanicama urodenog i ste¢enog imunosnog
sustava. (ABBAS i sur., 2000). Osim T pomoc¢nickih stanica bitni su i citotoksi¢ni CD8+
T limfociti. Ovi limfociti ¢e ubiti ciljne stanice poput stanica zarazenih virusom i
neoplasti¢nih stanica koje sadrZze endogeni antigen (ABBAS i sur., 2000.) Stani¢na
imunost se moze mijeriti proliferacijom limfocita ili proizvodnjom citokina nakon in vitro
stimulacije antigenom (LAMBRECHT i sur., 2004.).



Imunosni odgovor na infekciju i cijepljenje virusom newcastleske bolesti

Prodiranje VNB-a u sluznice diSnog i probavnog sustava aktivira urodeni imunosni
odgovor te na tim mjestima dolazi do infiltracije epitela limfocitima, makrofagima i
heterofilima (AL-GARIB i sur., 2003.). Nakon 6 sati od izlaganja vVVNB splenociti
proizvode IFN-a i IFN-B te interleukin 6 (IL-6) (RUE i sur., 2011.) IFNy kojeg lu¢e NK
stanice i T limfociti aktivira makrofage i potiCu stanicnu imunost dan nakon infekcije.
(DEGEN i sur., 2005.; LOWENTHALL i surr., 1995.). Sami urodeni imunosni odgovor nije
dovoljan da osigura prezivljavanje domacina nakon izlaganja vVNB-u. Nakon &to virus
nadide urodeni imunosni odgovor, pokrecu se stani¢ni (REYNOLDS i MARAQA, 2000.a;
LAMBRECHT i sur., 2004.) i humoralni odgovor. T-limfociti se diferenciraju u timusu
proizvodeci stanice koje su sposobne brzo proliferirati nakon ponovnog izlaganja
antigenu (LAMBRECHT i sur., 2004.). Stani¢na imunost potaknuta stani¢nim odgovorom
tipa 1 (Thl-limfociti), koju karakterizira proizvodnja IFN-y od strane makrofaga, moze se
detektirati tri dana nakon imunizacije zivim cjepivom protiv NB-a (ANONYMOUS., 1992.),
time odaSilie signale za razvoj humoralnog odgovora. Makrofagi takoder poticu
proizvodnju dusi¢nog oksida (NO) (SCHRODER, 2004.), te je koli¢ina proizvedenog NO
povisena u ptica s viSim titrom protutijela, ukazujuci na povezanost stani¢ne i humoralne
imunosti (GUIMARAES, 2011.). Stani¢na imunost takoder nije dostatna da samostalno
osigura prezivljavanje domacdina nakon izlaganja vVWNB-u (REYNOLDS i MARAQA,
2000.a). No, velika proizvodnja IFN-y za vrijeme replikacije vNDVa u domacinu smanjuje
mortalitet i morbiditet (SUSTA i surr., 2013.). Nakon izlaganja VNB-u, B-limfociti se
diferenciraju u plazma stanice koje luc€e sva tri tipa neutralizacijskih protutijela specifi¢nih
za antigen (LAMBRECHT i sur., 2004.). Stvorena neutralizacijska protutijela za HN i/ili F
glikoprotein vezu se za NB virion i sprjeCavaju njegovo vezanje za stanice domacina, sto
smanijuje replikaciju virusa (TAYLOR i sur., 1990; LOKE i sur., 2005.).

Okolisni ¢imbenici, hranidba, stres, bakterijske superinfekcije i imunosupresivni
virusi mogu uzrokovati imunosupresiju (GELB i sur.,2007.;HOERR.,2010.). Ako je

Fabricijeva burza atrofirala zbog djelovanja virusa zarazne bolesti burze, imunosni



odgovor prema bilo kojem primijenjenom cjepivu bit ¢e smanjen (RAUTENSCLEIN i sur.,
2007.) .

2.4. Odredivanje titra protutijela za virus newcastleske bolesti

Uspjesnost cijepljenja najceSce se provjerava dokazom porasta titra specifiCnih
protutijela, odnosno pracenjem humoralnog imunosnog odgovora nekoliko tjedana nakon
cijepljenja (BALENOVIC, 2009.).

Titri protutijela protiv VNB mogu varirati ovisno o nacinu aplikacije cjepiva i vrsti
cjepiva koja se koristi (BANU., 2010.). Takoder mogu varirati kod razliitih pasmina ili
spolova kokoSi zbog razlika u brzini metabolizma ili stresa izazvanog poCetkom nesenja
(FRANKEN., 2004., OKWOR i EZE., 2013.).

Za potpunu kontrolu bolesti potrebno je tijekom cijeloga tehnoloskog zivota jata
provjeravati imunost seroloskim probama, poput inhibicije hemaglutinacije (IHA), pri
¢emu je zadovoljavajuéi titar 1:40 ili viSi u 90% pretrazenih Zivotinja. Kontrola imunosti
provodi se najmanje tri tiedna nakon provedenog cijepljenja, dok je prije provedbe
kontrole imunosti potrebno provjeriti datum cijepljenja (ANONYMOUS., 2013.).

Humoralna imunost tj. titar protutijela postignut cijeplijenjem procjenjuje se
imunoenzimnom probom (ELISA) ili inhibicijom hemaglutinacije (IHA) u serumu
(KAPCZYNSKI i sur., 2013.; MILLER i KOCH, 2013.).

2.4.1 Inhibicija hemaglutinacije (IHA)

Svi sojevi VNB-a aglutiniraju eritrocite peradi. Ta aglutinacija je posljedica vezanja H/N
proteina VNB-a za membrane eritrocita i naziva se hemaglutinacija (GRIMES, 2002.).
IHA test se temelji na inhibiciji aglutinacije eritrocita u prisutnosti specificnih protutijela na
VNB u serumu (ALLAN i GOUGH, 1974.). Dodavanjem 4 HAJ virusa u mikrotitracijske
plitice s razliCitim razrjedenjima seruma moze se pratiti izostanak aglutinacije eritrocita
tj. inhibicija hemaglutinacije. IHA titar protutijela je najvece razrjedenje seruma koji izaziva
potpunu inhibiciju 4HAJ virusa (ANONYMOUS., 2021.).

2.4.2 Imunoenzimni test (ELISA)
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Dostupni su razli€iti komercijalni ELISA kitovi. Oni se temelje na nekoliko razli€itih
strategija za otkrivanje NDV antitijela, ukljuCujuci neizravnu, sendvic i blokirajucu ili
konkurentnu ELISA—u. Ovisno o tipu ELISA testa koji se koristi mogu se otkriti
protutijela na sve proteine VNB, dok je IHA test ograniCen na antitijela usmjerena protiv
HN proteina. Zbog toga ELISA pokazuje vecu specifi€nost i osjetljivost od IHA testa te
daje viSe pozitivnih rezultata kod provjere cijepljenja (TABIDI i surr.,2004.; KOKATE i
sur.,2017.). Takoder, usporedne studije su pokazale da su ELISA testovi reproducibilni i
da imaju visoku osjetljivost i specificnost te da dobro koreliraju s IHA testom (BROWN i
sur., 1990). Nedostatak komercijalnih ELISA testova je $to su vrsno specifi¢ni za
domacina (ANONYMOUS., 2021.).

3. MATERIJALI | METODE

3.1. Imunoprofilaksa newcastleske bolesti u kokosi nesilica

Imunoprofilaksa newcastleske bolesti kokoS$i nesilica na pra¢enim farmama sastoji se od
visekratne primjene Zivog atenuiranog cjepiva, prvo primijenjenog postupkom
rasprsivanja pilicima u valionici, a potom u dva navrata putem pitke vode u 4. i 9. tjednu,
najcesce koriste¢i soj La Sota. Nakon toga u dobi 17-19 tjedana, a neposredno prije
premjestaja u proizvodne objekte, koristi se viSevaljano inaktivirano cjepivo koje se

primjenjuje i.m. ili s.c.

3.2. Uzorci seruma koristeni u istrazivanju
Za istrazivanje su koristeni rezultati dobiveni od uzoraka seruma dostavljenog na kontrolu
titra protutijela nakon provedene imunoprofilakse na farmama. Uzorci seruma dobiveni
su vadenjem krvi iz krilne ili jugulane vene. Nakon koagulacije i retrakcije ugruska odvojen

je serum centifugiranjem i pohranjen na — 20 °C do pretrage.

3.3. Pretraga seruma ELISA postupkom na titar specifiénih protutijela za

virus newcastleske bolesti
Za dokaz titra specifi€nih protutijela na virus newcastleske bolesti koristen je komercijalni
ND ELISA kit (Biochek, Nizozemska) prema uputama proizvodaca. Nakon inkubacije

seruma i ispiranja na mikrotitarskoj ploc€ici, oCitana je optiCka gustoca pri 405 nm na
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spektrofotometru pQuant (Bio-Tek Instruments, SAD), na temelju ¢ega je izraCunat titar

pojedinog seruma.

Prema uputama proizvodaca izraCunat je postotni koeficijent varijacije (%CV) te indeks

cijepljenja (VI), kao vrijednosti koje ukazuju na uspjeSnost imunoprofilakse.
%CV = SD x 100 / Srednja vrijednost

VI = Srednja vrijednost / %CV

4. REZULTATI

Rezultati istrazivanja su prikazani pojedinacno i kao srednja vrijednost titra specificnih
protutijela u odredenom jatu uz standardnu devijaciju kao oznaku varijabilnosti titra. %CV
je koeficijent varijabilnosti je specifiCan pokazatelj koji prikazuje koliko titar specifi¢nih
protutijela varira unutar jata. Sto je CV niZi to je titar uniformniji i bolji je imunosni odgovor
u jatu i obrnuto. %CV < 40% je odli¢an, 40-60% je dobar , iznad 60% je potrebna
korekcija. VI je indeks cijepljenja. Visi VI javlja se kod viSeg titra specificnih protutijela i

nizeg %CV te time ukazuje na bolji imunosni odgovor u jatu i obrnuto (BIOCKECK, 2017.).

U tablici 1. navedeni su rezultati ELISA titra specificnih protutijela za virus newcastleske
bolesti na farmi 1, u 7 jata kokosi nesilica drzana u razli€itim objektima, od ¢ega je u 5
jata titar protutijela mjeren dva puta longitudinalno u razmaku od 7 tjedana. Jato u objektu
VP starosti 77 tjedana ima srednju vrijednost titra protutijela od 9176 , CV 44% i VI 209
dok jato iste starosti u drugom objektu — VK ima vecéu srednju vrijednost titra protutijela
14341, CV 47%, VI 38. Jato u objektu K4 starosti od 69 tjedana ima srednju vrijednost
titra protutijela 10895, CV 89%, VI 122. Jato iste starosti u objektu K5 je ima nizu srednju
vrijednost titra protutijela 9306, CV 54%, VI 172. Oba ta jata su u starosti od 76 tjedana

starosti imala nizu srednju vrijednost titra specificnih protutijela i VI.

Mlada jata u objektima U2a i U3a starosti 13 tjedana i ista ta jata u starosti od 20 tjedana
imaju nizi titar specificnih protutijela i nizi VI u odnosu na jata od 69 i 77 tjedana starosti.

Jato U1a starosti 13 tjedana ima srednju vrijednost specifiCnih titra protutijela 10931,
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%CV 361 VI 306, te isto to jato s 20 tjedana starosti u drugom objektu (K2) ima nizi titar

specifiénih protutijela od 4255, %CV 74 i VI 57.

Tablica 1. Prikaz rezultata ELISA titra specifiCnih protutijela za virus newcastleske bolesti

na Farmi 1 sa srednjom vrijednosti, standardnom devijacijom (SD), indeksom cijepljenja

(VI) i postotnim koeficijentom varijabilnosti (%CV) u jatima razliCite dobi.

V- V- KL | K2
OBJEKT prizemiie | Kat | K4 | K5 | Ula | Uza | U3a | [i| (o |K3(US) | Ka | K5
DOB (t].) 77 77 | 69 | 69 | 13 | 13 | 13 | 20 | 20 20 76 | 76
14884 | 1557 | 19868 | 15273 | 2861 | 14652 | 5858 | 2117 | 4899 8329 | 6342 | 965
13354 | 4096 | 2499 | 12877 | 12740 | 1912 | 3059 | 8789 | 2253 2157 | 6071 | 4313
1012 | 18400 | 512 | 2328 | 13867 | 7927 | 5558 | 3713 | 7342 7038 | 1309 | 160
10002 | 17608 | 3086 | 8910 | 7114 | 6336 | 2048 | 567 | 7690 6130 | 6167 | 1084
8801 | 19137 | 4868 | 14242 | 13887 | 3264 | 4240 | 7773 | 7720 8528 | 2554 | 8650
TITAR 11067 | 18004 | 19349 | 10535 | 11668 | 7196 | 2560 | 3130 | 2419 8104 | 6309 | 2157
4752 | 18762 | 23159 | 12754 | 12303 | 4253 | 1639 | 8333 | 6273 4627 | 5495 | 7104
5414 | 16167 | 21179 | 9654 | 13006 | 11402 | 5182 | 1349 | 7021 3508 | 5644 | 8445
10576 | 15334 | 3134 | 6322 4315 | 11122 | 2524 | 3253 7919 | 3157
10999 171
SREDNJA
VRIJEDNOST 9176 | 14341 | 10850 | 9306 | 10931 | 6806 | 4585 | 4255 | 5430 6260 | 4783 | 4110
SD 4031 | 6669 | 9643 | 5027 | 3911 | 4085 | 2001 | 3177 | 2276 2326 | 1912 | 3523
Vi 200 | 308| 122| 172| 306| 113| 72| 57| 130 168 | 120 | 48
%CV 44| 47| 89| 54| 36| 60| 63| 75| 42 37| 40| 86

Na slici 2. su prikazane vrijednosti ELISA titra specifi¢nih protutijela za virus newcastleske

bolesti na farmi 1 iz kojih se vidi da jato VK ima najvisi titar protutijela u odnosu na ostala

jata dok U3a jato ima najnizi. Takoder se vidi da su sve vrijednosti titra specifi¢nih protijela

u 5. mjesecu viSe od vrijednosti dobivenih u 6. mjesecu, izuzev U3a jata kojem je titar bio

viSi u 6. mjesecu u odnosu na 5. mjesec. U 6. mjesecu je jato iz objekta U3a imalo najvisi

titar specifi€nih protutijela u odnosu na ostala jata, dok je jato iz objekta K5 imalo najnizi.
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Newcastleska bolest ELISA titar, mjesec =5 m6

16000
14000
12000

10000

0 |I II I | |I II II

K4 NB K5 NB VP NB VK NB Ula NB U2a NB U3a NB
SKUPINA

800

=]

ELISA titar

600

=]

400

(=]

200

=]

Slika 2. Vrijednosti ELISA titra specifi¢nih protutijela za virus newcastleske bolesti na

Farmi 1.

U tablici 2. su prikazani rezultati ELISA titra specifi¢nih protutijela za virus newcastleske
bolesti na farmi 2. Prikazane su vrijednosti titra za 7 jata s njihovim srednjim
vrijednostima specifi€nog titra protutijela, standardnom devijacijom (SD), koeficijentom

varijabilnosti (%CV) i indeksom cijepljenja (V1).

U tablici se vidi da jato iz objekta U1 starosti 17 tjedana ima srednju vrijednost titra
protutijela 488, %CV 44 i VI 209. Jato iste starosti u objektu U2 ima priblizno iste
vrijednosti. Jato u objektu P1 starosti 22 tjedana ima srednju vrijednost titra protutijela
3915, %CV 89, IV 122, dok jato iste starosti u objektu P5 ima srednju vrijednost titra
protutijela 7007 te %CV 63 i VI 72. Jato u objektu P3 starosti 53 tjedana ima srednju
vrijednost titra protutijela 4139, %CV 36 i VI 306, pri Cemu jato iste starosti u objektu P4
ima srednju vrijednost titra protutijela 2835, %CV 60 i VI 113. Jato u objektu P2 starosti
70 tjedana ima srednju vrijednost titra protutijela 4662, %CV 54 i VI 172.
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Tablica 2. Prikaz rezultata ELISA titra specifiCnih protutijela za virus newcastleske bolesti
na Farmi 2. sa srednjom vrijednosti, standardnom devijacijom (SD), indeksom cijepljenja

(VI) i postotnim koeficijentom varijabilnosti (%CV) u jatima razliCite dobi.

OBJEKT Ul u2 P1 P2 P3 P4 P5
DOB (tj.) 17 17 22 70 53 53 22
2772 1536 1428 7750 5253 1495 8253
7572 4308 8640 1521 6243 1349 7650
2765 5817 1591 4475 6657 395 4981
4731 3468 2435 6054 3832 233 7654
9688 7066 5945 101 6342 2498 7455
TITAR
3059 6868 1919 6174 3081 332 7637
5325 1966 2101 6356 356 8177 7280
4158 5018 7260 4862 1346 8203 5144
4131 3878
4677 6752
VSSEBE%@T 4888 4668 3915 4662 4139 2835 7007
SD 2210 1991 2896 2601 2396 3390 1232
VI 209 308 122 172 306 113 72
%CV 44 47 89 54 36 60 63

Na slici 3. su prikazane vrijednosti ELISA titra specifi¢nih protutijela za virus newcastleske
bolesti na farmi 2 iz kojih je vidljivo da se titar u sedam jata krece u rasponu od 2800 do
7000, pri Eemu jato iz objekta p5 ima najvisi titar specifi¢nih protutijela u odnosu na ostala
jata, dok jato iz objekta P4 ima najniZzi.
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Slika 3. Vrijednosti ELISA titra specifiCnih protutijela za virus newcastleske bolesti na
Farmi 2.

5. DISKUSIJA
Newcastleska bolest je jedna od najznacajnijih bolesti peradi. Njen znacaj je u velikom
pobolu i pomoru oboljele peradi i posljedi¢no velikoj gospodarskoj Steti koja nastaje. |z
tog razloga vecina zemalja ima propisane programe imunoprofilakse kako bi se smanijilo
izbijanje ove bolesti na minimum. Cilj imunoprofilakse je postizanje odgovarajuée razine
humoralne i stani¢ne imunosti cijepljene peradi kako bi se suzbila pojava kliniCke bolesti

te luCenje i Sirenje virusa kroz jato i na druge farme. Provjerom razine nastale humoralne
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imunosti tj. titra specifiCnih protutijela ELISA testom moZe se dobiti okvirna slika o
zasti¢enosti cijepljenih jata. S obzirom na to da imunosni odgovor koji nastaje nakon
cijepljenja ovisi o razli€itim ¢imbenicima kao $to su vrsta cjepiva, nacin primjene cjepiva,
terenskom divljem soju virusu, uvjetima drzanja peradi itd., sam titar specificnih protutijela
varira izmedu peradi u pojedinim jatima i izmedu jata medusobno. U ovom radu analizirani
su rezultati ELISA testa u svrhu pracenja dinamike titra protutijela kroz dvije farme kokosi
nesilica koje provode vlastiti uzgoj.

U istraZivanju je pretrazivan titar specificnih protutijela za 19 jata peradi razliCite dobi na
dvije farme komercijalnim ND ELISA kitom.

|z priloZzenih rezultata u radu primijeCuje se da na farmi broj 1 raspon titara izmedu jata
varira od najnizeg koji iznosi 4110 do najviSeg koji iznosi 14341. Nizi titri vecinom
pripadaju mladim jatima u dobi od 13 tjedana. Ti titri se smatraju zadovoljavaju¢im s
obzirom na to da su ta jata primila samo Zivo cjepivo koje se uobicajeno kre¢e od 2000
do 8000 (BIOCHEK, 2017.). Istim tim jatima je ponovno izmjeren titar s 20 tjedana starosti
nakon aplikacije inaktiviranog cjepiva te nije zabiljeZen znacajan porast titra specificnih
protutijela. Stovide, jatu u objektu U1a je titar specifiénih protutijela manji za vise od 50%
nakon prvotno visokog titra. Treba uzet u obzir da bi razlog tome mogao biti nepravilno
uzimanje uzoraka. Nadalje postoji vjerojatnost da bi se vrijednosti tih titara s vremenom
povecale. Starija jata su u prosjeku imala vedi titar specifiCnih protutijela Sto se podudara
s Cinjenicom da bi titar trebao biti veci nakon primjene inaktiviranog cjepiva. Unato¢ tome
titari protutijela vecine starijih jata su ispod preporucenih vrijednosti od 10000 do 25000
(BIOCHEK, 2017.), te samo dva jata imaju zadovoljavajuc titar specifiCnih protutijela.
Kod jata K4 i K5 od dobi 69 tjedana do 76 tjedana dolazi do pada titra specifi¢nih
protutijela od prosjeéno 4000. To se moze objasniti Cinjenicom da se stimulacija
imunosnog sustava inaktiviranim cjepivom smanjuje s viemenom (HAMAL i surr., 2006).
S druge strane, jata starosti 77 tjedana zadrzala su viSe titreve, u iznosu od 9176 i 14341.
Ako se uzmu u obzir sva jata prema dobi, 41% jata ima zadovoljavajuéi titar specifiCnih
protutijela.

Pojedinacni titar protutijela unutar jata medusobno varira od zadovoljavajuéih do onih
koji uopc€e ne pruzaju zastitu. Npr. kokos$ u objektu K4 starosti 69 tjedana koja u odnosu
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na srednju vrijednost titara u jatu od 10850, koji je zadovoljavajuc¢, ima titar od samo 512
te se smatra da takav titar ne pruza zastitu.

Koeficijent varijabilnosti (%CV) medu jatima varira od najnizeg u vrijednosti od 37 do
najviseg u vrijednosti od 89. Samo jedno od mladih jata (U1a) pokazuje zadovoljavajuci
%CV nizi od 60 za Zivi vakcine, dok samo jedno od jata (K3-U3a) nakon primanja
inaktivirane vakcine pokazuje zadovoljavaju¢ %CV manji od 40. Za oCekivati je da mlade
kategorije peradi koje su primile samo zivo cjepivo imaju nize titreve sa vecom
varijabilnosti, time i visim %CV i nizim VI vrijednostima. To je stoga $to je kod tih kategorija
vazno da dode do kontakta sa antigenom i konverzije titra protutijela, potiCuci primarno
lokalnu imunost na sluznicama, neovisno o sistemskoj visini titra.

Indeks cijepljenja koji daje omjer srednjih vrijednosti titara protutijela sa %CV je dobar
pokazatelj uspjesnosti cijepljenja i zastiCenosti peradi s obzirom na to da je on visi Sto je
vidi titar a nizi %CV i obrnuto. Vrijednosti izmedu jata za VI se kre¢u od najviSe vrijednosti
od 309 do najnize u vrijednosti od 48. Optimalno, VI bi se nakon inaktivirane vakcine
trebao kretati od 300 pa sve do 2000. U ovom istrazivanju samo jedno jato koje je primilo
inaktivirano cjepivo ima VI viSi od 300 (V-Kat). To se podudara s njegovim viSim
vrijednostima titra protutijela i nizim vrijednostima koeficijenta varijabilnosti (%CV). Za
Zivu vakcinu referente vrijednosti bi se trebale kretati od 100 do 300 kao optimalne. U

nasem istraZivanju su dva jata na farmi 1 imala VI vrijednosti u tom rasponu (Ula).

Rasponi titara specifi¢nih protutijela na farmi 2 izmedu jata se kre¢u od najnizeg koji iznosi
2853 do najviseg koji iznosi 7007. Od 7 jata samo dva (U1 i U2) imaju zadovoljavajuc titar
specificnih protutijela $to daje 27%. Oba jata sa zadovoljavaju¢im titrom su mlada jata
starosti 17 tjedana koja su primila samo Zivu vakcinu. Sva starija jata koja su primila
inaktiviranu vakcinu imaju ne zadovoljavajuéi titar specifiCnih protutijela.

Koeficijent varijabilnosti (%CV) varira izmedu jata od najnizeg koji iznosi 36 do najviSeg
koji iznosi 89. Mladim jatima od 17 tjedana %CV je manji od 60 Sto nam ukazuje da su
pojedini titrevi unutar tih jata uniformni tj. nema znacajnih odstupanja u pojedinacnim
titreviima unutar jata.

Kod starijih jata koja su primila inaktivirano cjepivo samo jedno jato (P3) ima %CV < 40%

koje se smatra zadovoljavaju¢im. Ostala jata pokazuju visi %CV , npr. jato u objektu P1
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sa %CV od 89 . Visi %CV je tu logi€an s obzirom na to da se iz rezultata vidi da titrevi
protutijela pojedinih kokosi tog jata medusobno znacajno variraju u vrijednostima.

VI na farmi broj 2 adekvatan je u dva mlada jata koja su primila samo zivu vakcinu . To
se podudara s vrijednostima njihovih titreva i %CV. Od jata koja su primila inaktivirano
cjepivo samo jedno jato ima zadovoljavaju¢ VI (P3) unatoC ne zadovoljavaju¢em titru toga
jata. To je objasnjivo dobrim koeficijentom varijabilnosti unutar toga jata. Suprotno tome
jato u objektu P5 ima visi titar specificnih protutijela no uslijed prisutnog viseg %CV

posljedic¢no je IV tog jata ne zadovoljavajuc.

|z rezultat se moze zakljuciti da 7 od sveukupno 19 pretrazivanih jata ima zadovoljavajuci
titar specifiCnih protutijela Sto ¢€ini 36%, odnosno 41% na farmi 1 i 27% na farmi 2. Od
sveukupno 168 kokoSi 65 ima adekvatan zastitni titar, odnosno 38%, dok je u slicnom
istraZivanju u Njemackoj postotak koko$i sa zastitnim titrom bio 88% (OBERLANDER i
sur., 2020.). Suprotno, istrazivanje u Mozambique je pokazalo da samo 23% pregledanih
jata ima zastitni titar za VNB (FRECHAUT i surr., 2015.). To nam govori da farme u nasem
istrazivanju nemaju zadovoljavaju¢ titar u visSe od 62% pretrazene peradi. Iznimke su
mlada jata kod kojih svi uzorci unutar jata imaju zadovoljavajuci titar protutijela. Razlog
nizem postotku adekvatno zasti¢enih jata moze biti i relativno malen broj uzoraka za neka
jata. Prema BioChekovom priru¢niku (BIOCHEK, 2017.) za interpretaciju rezultata
navedeno je da je najmanji potreban broj uzoraka za vjerodostojnost rezultata 23. Manji
broj uzoraka pokazao je vece varijacije u srednjim vrijednostima titara izmedu jata te u
%CV i VI vrijednostima. U ovom istraZivanju se broj uzoraka po jatu kretao izmedu 8 10
Sto mozZe biti malo za pravilnu interpretaciju. Osim broja uzoraka, gresSke prilikom
uzimanja i Cuvanja uzoraka takoder mogu utjecati na dobivene vrijednosti. Ovisno o
C¢imbenicima kao Sto su prevladavajucéi terenski virus, aplikacija cjepiva, vrsta cjepiva,
temperatura okoliSa, prehrana peradi itd. titar specifiCnih protutijela od 4000 na jednoj
farmi moze biti dovoljan za zastitu peradi od VNB. Na drugoj farmi s drugacijim uvjetima
ta ista vrijednost titra protutijela nece §tititi perad (BIOCHECK, 2017.).

UobiCajene greSke u cijepljenju su losa priprema cjepivas predugim vremenskim
razmakom izmedu otapanja i primjene cjepiva, zagadeni sustavi za napajanje i upotreba

previSe tople ili kontaminirane vode za primjenu cjepiva. Sve takve pogreske rezultiraju
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padom doze cjepiva po piletu ili €ak primjenom potpuno unistenog virusa $to cijepljenje
¢ini manje ili neucinkovitim (JUNGBACK i surr., 2012.).

Osim toga, bilo koja vrsta stresa moze kod peradi smanijiti razinu imunosti i tako smanijiti
titar specifi€nih protutijela na cjepivo (NUMAN i surr., 2005.). Kako znamo da se perad u
ovom istrazivanju cijepila inaktiviranim cjepivom neposredno prije premjestanja u
proizvodne objekte, nizi titar protutijela uoCen kod U1a U2a i U3a jata s 20 tjedana starosti
bi se mogao pripisati i stresu nakon premjestanja. Naravno, to ne znaci da taj titar s
vremenom nece narast na adekvatnu vrijednost.

|z svega navedenog proizlazi da je neophodno provjeravati specifiCnan titar protutijela
peradi. Tako provjerom rezultata mozemo dobiti uvid ne samo u zasti¢enost peradi protiv
newcastleske bolesti nego i na ispravnost primjene cjepiva, uzimanja i Cuvanja te broja

uzoraka i nacina drZzanja peradi .

5. ZAKLJUCCI

Slijedom opisanih rezultata istrazivanja valja zakljuditi:

1. 36% od ukupno 19 pretraZenih jata ima zadovoljavajuci prosje€an titar protutijela
prema Biochekovim referentim vrijednostima, 26% ima adekvatan %CV a 31% ima
adekvatan VI.

2. Postoje znacCajne varijacije u vrijednostima rezultata izmedu jata medusobno i

izmedu pojedinih uzoraka unutar jata
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3. Niski titrevi specifi¢nih protutijela mogu biti uzrokom premalenog broja testiranih
seruma po jatu te je za pravilnu interpretaciju rezultata potreban adekvatan broj
uzoraka.

4. Kontinuirano pracenje titra specificnih protutijela u peradarstvu ima veliku vaznost
jer daje uvid u zasticenost jata od newecastleske bolesti odnosno u uspjesnost

provedenog programa cijepljenja.
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7. SAZETAK

Newcastleska bolest je jedna od najznacajnijih bolesti u peradarskoj industriji.
Provodenjem specificne imunoprofilakse peradi pokuSava se potaknuti dovoljna
koliCina protutijela za virus newcastleske bolesti i time adekvatna zastita koja

sprjeCava izbijanje epizootija. Zbog razli¢itih nacina primjene cjepiva i razli¢itog u€inka
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cjepiva na imunosni odgovor vazno je pratiti titar specificnih protutijela u cijepljene
peradi kako bi se dobio sto bolji uvid u zasti¢enost cijepljenih jata.

Svrha ovog diplomskog rada je analiza rezultata ELISA titra specifiCnih protutijela
na virus newcastleske bolesti u nekoliko jata longitudinalno na dvije farme kokoSi
nesilica kako bi dobili prikaz dinamike titra.

Imunoprofilaksa newcastleske bolesti kokoSi nesilica na pracenim farmama sastoji
se od viSekratne primjene Zivog atenuiranog cjepiva, prvo primijenjenog postupkom
rasprsivanja pilic¢ima u valionici, a potom u dva navrata putem pitke vode, najCeSce
koristeCi soj La Sota. Nakon toga, a neposredno prije preseljenja u proizvodne
objekte, koristi se viSevaljano inaktivirano cjepivo koje se primjenjuje i.m. ili s.c.

Za dokaz titra specificnih protutijela na virus newcastleske bolesti koristen je
komercijalni ND ELISA kit (Biochek, Nizozemska) prema uputama proizvodaca.

U naSem istraZivanju 36% (7) od ukupno pretrazenih jata (19) ima zadovoljavajudi
titar protutijela sukladno preporukama proizvodaca dijagnostickog kita odnosno 41 %
na farmi 1 i 27% na farmi 2. Od sveukupno 168 kokosi 65 ima adekvatan zastitni titar
prema navedenim preporukama, odnosno 38% . Takoder 26% jata (5 od 19) ima
adekvatan %CV, a 31% (6 od 19) ima adekvatan VI indeks. Vecu varijabilnost i nize
titreve treba oCekivati kod jata dobi ispod 20 tjedana, no u starijoj dobi uoCava se niza
razina titreva i ve€a varijabilnost, koja je moguce posljedica neadekvatno provedenog
programa imunoprofilakse kao i malog broja uzorka po jatu. Sukladno navedenom
potrebno je provesti kontrolu primjene cjepiva na farmama, kao i postupke uzimanja i

cuvanja uzoraka, te uzeti potreban broj uzoraka.

Klju€ne rijeCi: newcastleska bolest, kokosi nesilice, cijepljenje, titar protutijela, ELISA
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8. SUMMARY

Longitudinal monitoring of antibody titer against Newcastle disease virus in

serum of laying hens after vaccination program

Newcastle disease is one of the most significant diseases in the poultry industry. By
induction of specific immunoprotection of poultry, an aim is to induce a sufficient
amount of antibodies to the Newcastle disease virus and thus adequate protection to
prevent the outbreak of epizootics. Due to the different routes of administration of the
vaccine and the different effect of the vaccine on the immune response, it is important
to monitor antibody titers of vaccinated poultry in order to obtain a better view of the
acquired protection.

The purpose of this thesis is to analyze the results of ELISA titers of specific antibodies
to Newcastle disease in several flocks of layer hens longitudinally on two farms to
acquire the dynamics of gained titers.

Immunoprophylaxis of Newcastle disease in layers on monitored farms consists of
repeated administration of a live attenuated vaccine, first administered by spraying
chickens in a hatchery and then twice by drinking water, most commonly using the La
Sota strain. After that, and immediately before the transfer to the production facilities,
a polyvalent inactivated vaccine is used which is applied i.m. or s.c.

A commercial ND ELISA kit (Biochek, The Netherlands) according to the
manufacturer's instructions was used to detect the titer of specific antibodies to
Newcastle disease virus. In our study, 36% (7) of the total tested flocks (19) have a
satisfactory antibody titer according to manufacturer's reference values, 41% and 27%
on farm 1 and farm 2, respectively. Out of a total of 168 hens, 65 have an adequate
protective titer according to reference values, or 38 %. Also 26% of flocks (5 of 19)
have adequate %CV and 31% (6 of 19) have adequate VI. Higher variability and lower
titers should be expected in younger flocks, below 20 weeks af age, while in older
flock we detected lower titers and higher variability, what could be result of improper

vaccination program as well as lower number of samples per flock. According to that
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it is important to control the vaccination protocol as well as blood sampling and sample

storing, and to take proper number of samples.

Keywords: Newcastle disease, layer hen, vaccination, antibody titre, ELISA
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