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1. UvOD

Do danas je poznato 138 vrsta Herpesvirusa. Cijela porodica herpesvirusa podijeljenja je na tri
podporodice: alfaherpesvirusi, betaherpesvirusi, i gamaherpesvirusi, a poglavito zahvacaju
zivéani i Zljezdani sustav te ponajprije prouzroCe poremecaje autonomnog zivéanog i

neuroendokrinog sustava (DAVISON, 2010., ADAMS i CARSTENS, 2012.).

Alfaherpesvirusi imaju velik broj mogué¢ih domacina te ova porodica ukljucuje rod
Varicellovirus (lat.) koji u veterini imaju najvece znacenje. Virusi iz te skupine imaju kratak
replikacijski ciklus (24 sata) pa obi¢no naglo prouzroce razaranje stanica, a osobina im je da
redovito ostaju trajno latentne u zivéanim stanicama. Betaherpesvirusi manje su znacajni u
veterini. Gamaherpesvirusi ukljucuju razmjerno malu skupinu virusa koji prouzrokuju malignu
kataralnu groznicu u goveda, ovaca, jelena i drugih prezivaca u Africi, ali je virus opisan i

diljem svijeta.

Koze i ovce su rezervoari ovéjeg herpesvirusa 2 (Ovine herpesvirus 2, OvHV-2) i kozjeg
herpesvirusa 2 (Caprine herpesvirus 2, CpHV-2), koji kod drugih osjetljivih vrsta uzrokuju
malignu kataralnu groznicu (MKG). Prvi gamaherpesvirus otkriven kod koza, nazvan je kozji
herpesvirus-2 (CHMIELEWICZ i sur., 2001.). Nakon CpHV-2 otkriven je jo$ jedan kozji
gamaherpesvirus koji je nazvan kozjim limfotropnim herpesvirusom (Caprine lymphotropic
herpesvirus, CpLHV) (LI i sur., 2001.). Jo§ poznati herpesvirusi malih prezivaca su Kozji
herpesvirus 1 (Caprine herpesvirus 1, CpHV-1), iz porodice alfa herpesvirusa, te ov¢ji
herpesvirus 1 (Ovine herpesvirus 1, OvHV-1) koji je prema zadnjim istrazivanjima svrstan u

rod Macavirus gamaherpesvirusa (ZIAK i sur., 2014.).

Velike nenapuéene povrsine U Republici Hrvatskoj (RH) te dugogodisnja tradicija uzgoja
pogodovali su razvoju ovcarstva i kozarstva na ovim prostorima. Ovcarska i kozarska

proizvodnja uglavnom je organizirana na obiteljskim gospodarstvima razli¢ite veli¢ine stada.

U RH do sada nema podataka o proSirenosti herpesvirusnih infekcija kod malih prezivaca.
Posredno, 0 proSirenosti herpesvirusa malih preziva¢a moze se zakljuciti iz podataka o pojavi
MKG, posebice u sjeverozapadnoj RH, gdje su zabiljezeni mnogi klinicki slu¢ajevi sumnje na

pojavu bolesti u goveda, ali po pravilu bez dokaza uzro¢nika bolesti (TURK i sur., 2010.).

Ovo istrazivanje obuhvatilo je ovce i koze, s obiteljskih gospodarstava, na podru¢ju grada
Gline. Od ozujka 2019. godine do svibnja 2020. godine pretrazeno je 130 obrisaka nosa,

rektuma te vagine s ciljem da se ispita prisustvo herpesvirusa u stadima koza i ovaca. Osim



obrisaka prikupljeni su i epizootioloski podaci u cilju ustanovljavanja ¢imbenika rizika za

infekciju na razini pojedina¢ne Zivotinje, ali i na razini farme.



2. PREGLED LITERATURE
2.1. Povijest

Koze se smatraju rezervoarima CpHV-2 i OvHV-2, koji nerijetko mogu istovremeno inficirati
jedinku. Ovce se smatraju rezervoarom OvHV-2 virusa (LI i sur. 2001.). Oba virusa kod drugih
vrsta prijemljivih prezivata mogu uzrokovati MKG. Uz CpHV-2 se CpLHV smatra

endemic¢nim gammaherpesvirusom u stadima koza (CHMIELEWICZ i sur.., 2001.).

Dosadasnje spoznaje 0 ovim virusima upravo su proizasle iz pra¢enja MKG-a. Prvi zapisi o
ovoj bolesti sezu u dalju povijest veterinarske medicine. Sinonimi za ovu bolest su Coryza
gangrenosa bovum (latinski), Malignant Head Catarrh, Catarrhal Fever (engleski) i Snotsiekte
(Afrikaans, donjofranacki jezik). Eksperimentalne studije vezane za MKG su pocele u prvoj
treéini 20. stoljeca (METTAM, 1923.; DAUBNEY i HUDSON, 1936.). Uzro¢nika MKG-a
povezanog s ovcama, tj. OvHV-2, nije bilo moguce izolirati na stani¢nim kulturama pa su
opseznije studije o ovom tipu MKG-a bile izvedive tek otkricem molekularnih metoda
dokazivanja deoksiribonukleinske kiseline (DNK) te dokazivanja protutijela razvojem
seroloskih metoda. Razvoj ovih dijagnostickih metoda omogucio je otkrivanje i drugih
uzro¢nika MKG-a koji nisu podrijetlom od ovaca i koza. Ov¢ji herpesvirus 2, postoji kao
sveprisutna infekcija domacih ovaca (Ovis aries) koja je zbog kozmopolitske rasprostranjenosti

ovaca odgovorna za veéinu slu¢ajeva MKG-a u svijetu.

U Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) je u razdoblju od 1990. do 1995. godine kod
prezivaca ispitivana seroprevalencija MKG-a uzrokovana OvHV-2 koriste¢i kompetitivni
imunoenzimni test (engl. Competitive inhibition-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Cl-
ELISA). Kod goveda za koja se nije znalo jesu li bili u kontaktu s ovcama je prevalencija MKG
virusnih protutijela iznosila 4% (10/238). U goveda koja su imala kontakt s ovcama protutijela
su dokazana u 13% (21/157) zivotinja. Koze su imale seroprevalenciju od ¢ak 61% (177/291).
Ovce iz populacija za koje se nije znalo da li su imale poveznicu s pojavom sluc¢ajeva MKG-a
su imale seroprevalenciju 53% (282/531), dok su ovce iz populacija uz koje su se vezali
sluc¢ajevi MKG-a imale seroprevalenciju od 59% (88/149). Znacajna razlika u prevalenciji je
bila izmedu grupe goveda koja nisu imala povijest kontakta s ovcama i druge grupe goveda
koja je imala povijest kontakta s ovcama. Nije bilo znacajne razlike u prevalenciji izmedu grupe
ovaca povezanih sa slucajevima MKG-a i druge grupe (LI i sur., 1996.). U idu¢em vecem
istrazivanju u SAD-U su usporedeni umnozeni nukleotidni slijedovi OVHV-2 pronadeni kod

cetiri ovce, dva goveda, dva bizona, jednog jelena, i jednog losa koji su bili oboljeli od



klini¢kog oblika MKG-a. Zivotinje su bile s razli¢itih zemljopisnih lokacija (Arizona,
Colorado, Idaho, Montana i Washington, Alberta u Kanadi). Sli¢nost nukleotidnih slijedova
OVHV-2 virusa pronadenih kod ispitivanih zivotinja s OvHV-2 nukleotidnim slijedovima gena
DNK polimeraza iz banke gena (GenBank) je bila 98-100%. Ovo istrazivanje je potvrdilo
OVHV-2 glavnim uzro¢nikom izbijanja MKG-a u Sjevernoj Americi (L1 i sur., 2001.).

Najnovije pracenje prevalencije OvHV-2 je provedeno u Pakistanu 2021. godine. Nasumi¢no
su odabrana zdrava goveda i bivoli, uz koje su kao moguci rezervoari pretrazene i koze i ovce,
takoder nasumi¢nim odabirom. Na OvHV-2 je bilo pozitivno: 9% goveda, 6,5% bivola, 11%
koza i 13% ovaca (AAYESHA i sur., 2021.).

Daljnim istrazivanjem otkriven je tre¢i virus kao mogué¢i uzrotnik MKG-a, CpHV-2
(CHMIELEWICZ i sur., 2001.). DNK ovog virusa je dokazan kod bjelorepih jelena koji su
razvili klini¢ku sliku MKG-g, ali prirodni rezervoar virusa tada nije jos bio otkriven (LI i sur.,
2001.). Na Veterinarskom fakultetu u Berlinu prikupljeni su uzorci krvi sest krava, sest ovaca
i Sest koza koje su drzane zajedno s inficiranom svinjom. Ugnjezdenom lanc¢anom reakcijom
polimeraze (engl. nested polymerase chain reaction, nested PCR) je dokazan ispitivani virus
kod cetiri 0od Sest koza. Dodatno je uzorkovano Sest koza iz Berlinskog zooloskog vrta te su
dvije od Sest koza bile pozitivne. Dokazan je novi kozji gamaherpesvirus koji je limfotropan te
ima visok postotak genetske sli¢nosti s ovinim herpesvirusom 2 (>83%), s alcelafinim
herpesvirusom 1 (>76%) i bovinim limfotropnim herpesvirusom (>61%). Novootkriveni kozji
herpesvirus, ujedno i prvi gamaherpesvirus otkriven kod koza, nazvan je CpHV-2
(CHMIELEWICZ i sur., 2001.). Jo§ jednim istrazivanjem je potvrden CpHV-2 u stadu koza, i
to kod 24 od 27 ispitivanih uzoraka (L1 i sur., 2001.).

U prethodno spomenutom istrazivanju u SAD-u je 2001. godine dokazan jos jedan novi koz;ji
gamaherpesvirus. Koze su nekoliko godina drZane zajedno s ovcama na istom stanistu. Kod tri
od 27 ispitivanih uzoraka je dokazano postojanje novog virusa. Nukleotidni slijedovi virusa su
bili medusobno identi¢ni, a 91% genetski slicni s govedim limfotropnim herpesvirusom
(Bovine lymphotropic herpesvirus, BLHV). Zbog sli¢nosti s nukleotidnim slijedovima od
BLHV, ovaj kozji gamaherpesvirus je nazvan kozjim limfotropnim herpesvirusom (CpLHV)
(LI'i sur., 2001.). Rezultat tri od 27 ispitivanih koza nije pouzdan pokazatelj prevalencije u
stadima koza. Takoder je vazno napomenuti da je jedna koza bila istovremeno pozitivna i na
CpHV-2, i na CpLHV, dok je druga od tri koze bila pozitivna i na CpHV-2, i na OvHV-2 (LI
i sur., 2001.).



U Turskoj je u Cetiri provincije od prosinca 2003. godine do lipnja 2005. godine uzorkovano
200 ovaca, te isto toliko i koza, i goveda. Uzorcima koza i ovaca je OvHV-2 potvrden PCR
testom, a prethodno je komplementarnim imunoenzimnim testom (engl. complement-enzyme
linked immuno sorbent assay, CELISA) utvrdena seroprevalencija MKG protutijela kod ovaca,
te je iznosila 97,5%, kod koza 96%, a kod krava 15%. Ovim istrazivanjem je utvrdeno da je u
sjeverozapadnoj Turskoj Cesta infekcija s gamaherpesvirusima koji se smatraju uzro¢nicima
MKG-a. Takoder, ovce i koze imaju gotovo jednaku ulogu u epidemiologiji MKG-a u Turskoj
(YESILBAG, 2007.).

2.2. Etiologija
2.2.1. Grada virusa

U pocetku istrazivanja herpesvirusa proucavane su strukture viriona, te je 1950-ih godina
elektronskom mikroskopijom prvi put pokazana kompleksna struktura viriona (MCGEOCH i
sur., 2006.). Herpesvirusi su parazitarni mikroorganizmi jednostavna ustroja, koji imaju dva
osnovna dijela: jezgru i proteinski ovoj. Jezgru ¢ini razmjerno velika dvostruka uzvojnica DNK
koja kodira za 120 do 200 gena. Antigenski proteinski ovoj (nukleokapsida) ¢ine virusne
bjelanéevine i glasnicke ribonukleinske kiseline (RNK). Ikozaedarske je simetrije, a oblikuju
je 12 pentamernih i 150 heksamernih podjedinica (kapsomere). Tvorba je okruZzena zastitnim
slojem amorfnih bjelanéevina (tegument), a izvana je oblaze dvoslojna lipoproteinska ovojnica
s trnastim glikoproteinskim izdancima na povrsini. Cjelovita virusna Cestica je veli¢ine 100 do
200 nm (CARTER i sur., 2006.).

Nucleo capsida Lipoproteinska opna s
glikoproteinskimizdancima

(Peptomerama)

Genomska
Virusna DNK

Proteinska jezgrina
ovojnica (Tegument)

Slika 1. Herpesviridae (100-200 nm). Izmedu kapside i ovojnice nalazi se proteinom ispunjeno

podrucje poznato kao sjemena opna (Slika preuzeta s VIS web stranice www.ivis.org).
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2.2.2. Genom herpesvirusa

Genomsku DNK herpesvirusa ¢ini jedna linearna dvolan¢ana molekula DNK s nesparenim
nukleotidima na svakom kraju te se genomi medusobno veoma razlikuju po svojoj velicini,
organizaciji i sastavu baza. Veli¢ina genoma varira od 124 kilo parova baza (kpb) (Simian
varicella virus iz Alphaherpesvirinae) do 241 kpb (Chimpanzee cytomegalovirus iz
podporodice Betaherpesvirinae) (MCGEOCH i sur., 2006.; MCGEOCH i sur., 2008.).

Veci dio genoma ¢ine jedinstveni nukleotidni slijedovi, ali sadrzava i ponavljajuce nukleotidne
slijedove 103-10* pb (MCGEOCH i sur., 2006.; MCGEOCH i sur., 2008.). Regije koje kodiraju
proteine ¢ine vecinu genoma (geni uglavnom imaju malo introna, i to ovisi o podporodici), ali
postoje i velike regije koje kodiraju za RNK koje nisu uklju¢ene u translaciju nego im je zasad
uloga nepoznata (smatra se da su povezani s latencijom) (MCGEOCH i sur., 2006.).
Procjenjuje se da otprilike 70-86 gena kodira proteine (Cak 165 gena kod Cytomegalovirus)
(MCGEOCH i sur., 2008). Geni koji se eksprimiraju prvi su oni koji kodiraju proteine koji
reguliraju ekspresiju kasnih gena. Rani geni obuhvacaju enzime koji su ukljuéeni u DNK-
replikaciju, metabolizam nukleotida i sintezu glikoproteina ovojnice, dok kasni geni kodiraju
proteine koji tvore virion (MCGEOCH i sur., 2006.).

Konzervirani srzni geni su ve¢inom smjeSteni u centralnim regijama genoma i definiraju
herpesviruse kao porodicu virusa (WEIR, 1998.). U sve tri podporodice pronadeno je 40 takvih
srznih gena. Konzervirani srzni geni ve¢inom su smjeSteni u centralnim regijama genoma, a
grupirani su u sedam grupa prema svojoj funkciji gdje ih je veéina odgovorna za liti¢ku
replikaciju virusa. U prvu grupu srznih gena zaduzenih za DNK umnazanje se ubrajaju: UL30,
UL42, UL9, UL5, UL8, UL52 i UL29. U drugoj grupi gena su manje vazni enzimi za DNK
umnazanje: UL23, UL39, UL40, UL50 1 UL2. Trecoj grupi srznih gena s ulogom obrade i
pakiranja DNK pripadaju: UL12, UL15, UL28, UL6, UL25, UL32, UL33, te UL17. Za izlazak
kapside iz jezgre je zaduzena Cetvrta skupina koja broji dva gena: UL31 i UL34. U petoj skupini
gena koja je zaduZena za sklapanje i strukturu kapside su: UL19, UL18, UL38, UL35, UL26 i
UL26.5. U sastavu tegumenta se nalaze geni Seste grupe srznih gena, a to su: UL7, UL11,
UL14, UL16, UL36, UL37 i UL51. Sedma skupina gena se nalazi u sastavu membrane, a u nju
se ubrajaju: UL27 (Glikoprotein B), UL1, UL22, UL10, te UL49A. Dodatno za kontrolu i
modulaciju su zaduzeni geni UL13 i UL54. Postoji jo§ jedan srzni gen S nepoznatom
funkcijom, a to je UL24. Geni za latenciju ne pripadaju u srzni set gena (MCGEOCH i sur.,
2006.; MCGEOCH i sur., 2008.).



Svaka podjedinica heksamernog prstena sastoji se od tri komponente: ATPaze/terminaze
pUL15 i dva proteina, regulatora ili fiksatora, pUL28 i pUL33 (YANG i sur., 2020.). Vecina
velikih dvolan¢anih DNK virusa, pa time i Herpesvirusi, pakiraju genom u prethodno
oblikovnu kapsidu (DAI i ZHOU, 2008.). Herpesvirusi umnazaju svoju DNK kao konkatamer,
tj. u dugu kontinuiranu DNK koja sadrzi kopije vise istovjetnih virusnih DNK povezanih u
seriju. Takvi nizovi se moraju cijepati da bi se formirali virusni genomi jedini¢ne duljine (SUN
i sur., 2008.). Za cijepanje je zaduzen kompleks terminaze koji prepoznaje specifican slijed ili
strukturu na konkatemernoj DNK. Na mjestu cijepanja se oslobada slobodan kraj gdje se
zapocinje pakiranje virusne DNK u kapsidu (METTENLEITER i sur., 2009.). Djelujuéi kao
pokreta¢ pakiranja virusne DNK, kompleks terminaze zatim hidrolizira molekule ATP-a kako
bi omogucio ulaz negativno nabijenoj DNK molekuli u prostorom ogranic¢eni prokapsid kroz
dodekamerni portal (NAN WANG i sur. 2020.). U skladu sa svojom vaznom ulogom u
sazrijevanju virusa, kompleks terminaze je opcéenito za herpesviruse ciljano mjesto djelovanja

za razne antivirusne lijekove.
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Slika 2. Tipovi genoma herpesvirusa (ravne crte predstavljaju jedinstvene nukleotidne
slijedove, pravokutnici sa strelicama oznacavaju ponavljajuc¢e nukleotidne slijedove i njihovu
orijentaciju, pravokutnici na krajevima genoma u tipu B i C predstavljaju brojna terminalna
ponavljanja) (MCGEOCH i sur., 2008.).

2.3. Taksonomija i klasifikacija

Herpesvirusi (Herpesviridae) su velika porodica endonuklearnin DNK virusa koji uzrokuju
infekcije u ljudi i ostalih kraljeSnjaka te u nekih beskraljesnjaka (mekusci) (ADAMS i
CARSTENS, 2012.). Cijela porodica je taksonomski promaknuta u red Herpesvirales. Porodica
herpesvirusa (Herpesviridae) podijeljena je u tri podporodice: alfaherpesvirusi,

betaherpesvirusi, i gamaherpesvirusi, a poglavito inficiraju ziv¢ani i Zljezdani sustav te
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ponajprije prouzrokuju poremecaje autonomnog zivCevlja i neuroendokrinog sustava
(DAVISON, 2010.).

Filogenetsko stablo Gammaherpesvirinae bazirano je na nukleotidnim slijedovima
glikoproteina B i DNK-polimeraze. Utvrdeno je da od 11 glavnih linija ¢ak njih pet sadrzava
viruse €iji domacini dolaze iz dva ili viSe udaljena taksonomska reda Sto ukazuje na to da se
dogodio $irok prijenos virusa medu domacinima (MCGEOCH i sur., 2008.). Podporodice
Alphaherpesvirinae i Betaherpesvirinae pokazale su izrazitu koevoluciju sa svojim
domacinima, dok Gammaherpesvirinae pokazuju kompleksniju sliku (postoje nesigurnosti oko
filogenetskog stabla Gammaherpesvirinae) (MCGEOCH, 2001.).

Drugi pristup konstruiranja filogenetskog stabla koristi metodu koja mjeri udaljenosti i
djelomi¢no uredenje dinukleotida (usporedba 13 herpesvirusa). Ova tehnika je potvrdila
klasifikaciju na tri podporodice, ali je dovela do drugacijeg saznanja o podrijetlu herpesvirusa.
Ovime je pretpostavljeno da je virus slican HHV-6 (humani herpesvirus 6) bio predak
herpesvirusa §to pokazuje da se podporodica Betaherpesvirinae odvojila prva, a da su
Alphaherpesvirinae najmlada podporodica. Zanimljivo je da je ovom tehnikom pokazano da
su nukleotidni slijedovi genoma HHV-4 (Epstein Barrov virus, humani herpesvirus 4)
najsli¢nija odredenim ljudskim nukleotidnim slijedovima te da je ¢ak tre¢inu Svog genoma ovaj
virus preuzeo iz stanice domacina (WEIR, 1998.; UMENE i SAKAOKA, 1999.). Ova spoznaja
je vazna i za proucavanje i pracenje ostalih gamaherpesvirusa, kako u ljudskom, tako i u

zivotinjskom svijetu.

Virusi koza i ovaca koji pripadaju u red Macavirus i podporodicu Gammaherpesvirinae su
OVHV-2, CpHV-2i CpLHV. Virusi koji takoder pripadaju ovom redu, ali inficiraju druge vrste
zivotinja su BoHV-4, BLHV, MCFV-WTD, AIHV-11 AIHV-2 (L1 i sur., 2001.).



BoHV-4

[ BLHV (GenBank)
100L cpLHV

CpHV-2
37 MCFV-WTD
100 35 OvHV-2 (Cattle)
OvHV-2 (Bison)
OvHV-2 (Axis Deer)
=a] OvHV-2 (Moose)
OvHV-2 (GenBank)
OvHV-2 (Sheep)
AIHV-2
AIHV-1 (C-500)
AlHV-1 (WC-11)
AIHV-1 (Austria isolate)
AlIHV-1 (GenBank)
—_ AIHV-1 (Minnesota isolate)
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Slika 3. Prikaz filograma baziran na aminokiselinskim slijedovima homolognih fragmenata
gena DNK polimeraze od pet vrsta herpesvirusa iz skupine MKG virusa (red Macavirus) i

drugih gamaherpesvirusa prezivaca koji se vezu na limfocite (LI i sur., 2001.).
2.4. Tenacitet

Herpesvirusi su relativno stabilni u okolisu. U hladnim razdobljima mogu prezivjeti 30 dana
pri relativnoj vlaznosti zraka od 90%. U nastambama zimi prezivi 6-13 dana, a u proljece 5-9
dana. Virus je na-20 °C postojan godinu dana, a zatim mu infektivnost opada. Na 37 °C prezivi
desetak dana. Osjetljivi su na otapala lipida (eter, klor), kiseli pH, duboko smrzavanje i
liofilizaciju (HERAK-PERKOVIC i sur., 2012.).

2.5. Prosirenost

Kozji herpesvirus 2 i kozji limfotropni herpesvirus su endemic¢ni gamaherpesvirusi u stadima
koza. Prvi otkriveni kozji gamaherpesvirus, CpHV-2, je prvi puta potvrden u SAD-u kod
bjelorepih jelena koji se razvili klinicku sliku MKG-a (LI i sur., 2001.), a na Veterinarskom
fakultetu u Njemackoj i u Berlinskom zooloskom vrtu, je potvrden kod koza (CHMIELEWICZ
i sur., 2001.). U SAD-u je kod koza prvi put potvrden CpLHV (LI i sur., 2001.).

Svepristuna infekcija domacih ovaca (Ovis aries) s OvHV-2 je zbog kozmopolitske

rasprostranjenosti ovaca odgovorna za veéinu slu¢ajeva MKG-a u svijetu. Pracenjem MKG-a



povezanog s ovcama, potvrdeno je da se infekcija ovaca s OvHV-2 ve¢inom pojavljuje u
Europi i Sjevernoj Americi (RUSSELL i sur., 2009.). Takoder je o bolesti izvjestavano iz
razli¢itih dijelova Srednjeg Istoka (ABU ELZEIN i sur., 2003.), te s Novog Zelanda
(RUSSELL isur.,2009.). Ova bolest se pojavljuje i kao ozbiljan problem kod Balijskog goveda
u Indoneziji (WIYONO i sur., 1994.). U SAD-u je potvrdeno da osim ovaca, OvHV-2 inficira
i koze (LIisur., 2001.).

U Republici Hrvatskoj do sada nema podataka o prosirenosti herpesvirusnih infekcija kod
malih preZivada. Sto se ti¢e prijemljivih Zivotinja, posebice u sjeverozapadnoj RH, zabiljeZeni
su mnogi slu¢ajevi sumnje na pojavu zarazne korice u goveda temeljeni na klini¢koj metodi

dijagnosticiranja, ali bez dokaza uzro¢nika bolesti (TURK i sur., 2010.).
2.6. Epizootiologija

Za CpHV-2 i CpLHYV jos uvijek nije dokazano da li uzrokuju klinicko ocitovanje bolesti kod
koza. Izvor infekcije je nepoznat, kao i ulazna vrata i nacin Sirenja. Pretpostavka je da su koze
samo rezervoari uzro¢nika, a u slu¢aju CpHV-2 je dokazano da su rezervoar virusa za osjetljivu
porodicu Cervidae (ZHU i sur., 2018.). Ranije studije su kod nasumi¢no uzetih uzoraka bez
oznacene dobne kategorije koza i ovaca pokazale slicnu medusobnu seroprevalenciju izmedu
koza i ovaca u odnosu na janjad i jarad (LI i sur. 1996.). Daljnjim istrazivanjem
seroprevalencije kod koza, uzorkovano je 15 jaradi koju su ojarile koze inficirane s CpHV-2.
Jaradi je dva puta u mjesec dana uzorkovana krv, od prije prvog sisanja pa sve do dobi od 13
mjeseci. Nijedno jare koje jo$ nije bilo sisalo majku nije se pokazalo seropozitivno.
Serokonverzija je nastupila nakon pocetka sisanja majke, ocekivano nakon konzumacije
kolostruma i unosa maternalnih protutijela. Titar maternalnih protutijela drasti¢no opada u dobi
od tri mjeseca. Postotak seropozitivne jaradi raste na 40% u dobi od devet mjeseci, a doseze
100% do dobi od 12 mjeseci starosti (LI i sur., 2001.). Razvoj titra protutijela kod jaradi i koza

pokazao se slicnim onome kod janajdi i ovaca (LI i sur., 1998.).

Ov¢ji herpesvirus 2 ne¢e uzrokovati klinicko ocitovanje bolesti kod ovaca. Virus se moze
prenositi horizontalno s rezervoara na drugu osjetljivu vrstu direktnim kontaktom ili
respiratornim putem. Najéesce ih prenosi janjad do dobi od 12 mjeseci starosti (MUSHI i sur.,
1980.; MUSHI i RURANGIRWA, 1981.; LI i sur., 1998.). Novorodena janjad nisu inficirana
s OvHV-2, i nema dokaza da ovce koje su u fazi janjenja izluCuju vise virusa nego ostale
odrasle ovce van sezone janjenja. U jednoj studiji je dokazano da je 93% ispitivane janjadi, ¢ije

su majke bile pozitivne na OvHV-2, imalo prisutna anti-MKG protutijela dobivena iz
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kolostruma. Maternalna protutijela ostaju detektabilna do dva i pol mjeseca starosti. Aktivna
sinteza protutijela se razvija kasnije u dobi od $est mjeseci starosti. Serokonverzija 50% janjadi
se dogada u dobi od sedam do osam mjeseci starosti, a do prve godine starosti serokonverzija
je prisutna kod 80-90% janjadi. To je u skladu s postotkom seropozitivnih ovaca (LI i sur.,
1998.). Horizontalni prijenos izmedu domacina ostalih vrsta se smatra nemogué¢im te su oni
“dead end hosts” (ACKERMANN, 2006.). Horizontalni prijenos nije mogu¢ zbog veze stanice
I virusa te nemogucénosti da se virus odvoji od stanice (L11i sur., 2014.). Genom OvHV-2 virusa
je identificiran u uzorcima iz probavnog, respiratornog i urogenitalnog trakta ovce, te u
sjemenu ovnova (HUSSY i sur., 2001.). Ova opazanja upucuju na mogucnost vertikalnog
prijenosa na potomstvo. Veé¢inom se prijenos s rezervoara na osjetljivog domacina odvija u
neposrednoj blizini, ali zabiljezeni su i slucajevi prijenosa na udaljenosti do 5 km
(ANONYMOUS, 2012.)). Tradicionalno se koze smatraju prenosiocima OvHV-2
(HEUSCHELE, 1988.; WIYONO i sur., 1994.). Ova tvrdnja je osnovana na ¢injenici da vecina
koza, kao i ovaca, posjeduju protutijela koja reagiraju s determinantama AIHV-1, $to je
dokazano testovima koji koriste poliklonska i monoklonska protutijela (ROSSITER, 1981.; LI
i sur., 1996.).

2.7. Patogeneza

Opcenito zivotni ciklus virusa iz porodice Herpesvirales zapocinje kada virus dode u kontakt
s povr$inom stanice domacina te se veze za specifi¢ne stani¢ne receptore. Receptori na stanici
domacina za koje se vezu OvVHV-2 i CpHV-2 jos uvijek nisu poznati (RUSSELL i sur., 2009.).
Virion se razgraduje 1 DNK prodire u stani¢nu jezgru gdje se replicira uz prepisivanje gena
putem glasnicke RNK. Istodobno proteinska ovojnica virusa se stapa sa stanicnom opnom pa
kao nukleokapsida dospije u stani¢nu jezgru gdje se umnaza. U daljnjem se tijeku razvijaju
razarajuca (liticka) ili prikrivena (latentna) zaraza. U litickom obliku bolesti u stanici domacina

prepisuju se i umnazaju virusni liticki geni pa stanica naposljetku propada (KUMATI, 2016.).

Prilikom latentne zaraze u stanicama domacina nakupljaju se transkripti prikrivenih gena (engl.
latency associated transcripts) koji se dugo vremena pa i doZivotno, mogu odrzavati bez
ocitovanja bolesti. Razli€iti uzroci mogu potaknuti pretvorbu prikrivenih u razarajuce gene

kojih umnazanje vodi u smrt stanice (KUMATI, 2016.).

Napravljene su studije koje su ispitale umnazanje OvHV-2. Tim istrazivanjima Su prepoznate
faze replikacije virusa kroz koje OvHV-2 prolazi i u rezervoaru, i u osjetljivom domacinu
(ROSBOTTOM i sur., 2002.; L1 i sur., 2008a; TAUS i sur., 2010.). U ovci kao rezervoaru se
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virus u pocetnoj fazi nedugo nakon infekcije umnaza u alveolarnom epitelu plu¢a. Nakon toga,
virus prelazi u krv gdje ima tropizam prema limfocitima u kojima ima sposobnost
uspostavljanja latentne infekcije (LI i sur., 2008a; TAUS i sur., 2010.). Na kraju, virus napada
respiratorni sustav, osobito pluca i nosne sinuse, otkud napusta domacina u obliku nevezanom
na stanice. Zecevi i bizoni su kao osjetljive vrste eksperimentalno zarazeni, a replikacija virusa
se odvijala sli¢no kao i kod rezervoara, odnosno ovaca (CUNHA i sur., 2012.). Pretpostavlja
se da virus ima sposobnost promjene tropizma prilikom ulaska i izlaska iz organizma (LI i sur.,
2014.). Razvoj imunoloskog odgovora Koji minimalizira $tetu na tkivu domacina tijekom
replikacije virusa i samoograni¢avajuca replikacija virusa zbog promjena u tropizmu virusa,
odrazava medusobnu prilagodbu virusa i domacina tijekom dugotrajne koevolucije (LI i sur.,

2014.).
Patogeneza CpHV-2 i CpLHYV je nepoznata.
2.8. Klinicka slika

Infekcija koza s CpHV-2, CpLHV i OvHV-2, te ovaca i koza s OvHV-2, nema do sada

dokazanog klinickog o€itovanja bolesti, odnosno infekcija se smatra inaparentnom.

Ostale spoznaje su vezane za MKG i prijemljive Zivotinje na infekciju macavirusima. Maligna
kataralna groznica je akutna, generalizirana i Cesto fatalna bolest papkara (Artiodactyla) -
goveda, bizona, jelena i dr. Ocituje se opéim infektivnim sindromom (OIS), kataralno-
krupoznom upalom sluznica glave i probavnog sustava, keratokonjunktivitisom i cesto
klini¢kim znakovima oboljenja sredisnjeg Zivéanog sustava (SZS). Letalitet je blizu 100%.
Tijek bolesti se krece od perakutnog do kroni¢nog. Eksperimentalno je dokazano da inkubacija
traje 9-77 dana, a nepoznato je trajanje kod prirodne infekcije. Subklinicke infekcije mogu
nastati kod jakog stresa (CVETNIC, 1997.).

Nakon infekcije, ovisno o zahvacenim organima, u domacina su uocena razli¢ita klinicka
ocitovanja. U vecini slucajeva rani klinicki znakovi bolesti zapo€inju s povisenom tjelesnom
temperaturom i letargijom, praceni s kataralnim nosnim iscjetkom, ulceracijom sluznica te
ponekad zamucenjem roznice. Dizenterija ili krvavi proljev je takoder jedan od ucestalijih
znakova bolesti (RUSSELL i sur., 2009.; OTOOLE i LI, 2014.). Iscjedak iz nosa i o¢iju mogao
bi biti pokazatelj oblika MKG koji zahvaca glavu i o¢i, dok oblici koji zahvacaju probavni
sustav, SZS ili kozu, se lako mogu pomijesati s drugim bolestima (ZHU i sur., 2018.).
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Klinicka slika kod goveda inficiranih s OvHV-2 se oCituje oteCenjem kapaka, obostranim
keratokonjuktivitisom uz zamucéenje roznice (“blue eye”), krastama po sluznici nosnog
ogledala i nosnicama, nosnim iscjetkom te slinjenjem. U ranom stadiju bolesti su prisutne
erozije nosnog ogledala i nosnica te zamucenje roznice. Tijekom kasnog stadija bolesti se
pojavljuju erozije jezika i erozije bukalne sluznice. PovrSinski vratni limfni ¢vorovi (Ln.
cervicalis superficialis) su povecani. Moguce je otpadanje papaka i roga. Klinicki znakovi

oboljenja SZS su nekoordinacija, nistagmus i hiperestezija (CVETNIC, 1997.).

Mnoge Zivotinje iz porodice Cervidae su osjetljive na MKG. Opcenito je sika jelen
i akutni slucajevi s hemoragijskim proljevom su ¢esto dokumentirani u slucajevima klinickih
ispitivanja na ovim Zivotinjama. Suprotno tomu rjede se susrece infekcija jelena s CpHV-2 i
obi¢no rezultira blagim i kroni¢nim klini¢kim znakovima kao §to su gubitak tezine, dermatitis
i alopecije. U SAD-u je nedugo nakon otkrivanja patogenog znacaja CpHV-2 doslo do
visestrukog izbijanja infekcija povezanih s CpHV-2 koje su uzrokovale MKG kod sika jelena
i bjelorepog jelena. Primarni znakovi bolesti u tim slu¢ajevima su bili gubitak tezine, dermatitis

i pojava alopecija (L1 sur., 2001.; CRAWFORD i sur., 2002.; KEEL i sur., 2003.).

Drugaciju klini¢ku sliku su razvili sika jeleni u Kini koji su takoder potvrdeno bili inficirani s
CpHV-2. Oboljele kosute su o€itovale klini¢ke znakove s poviSenom tjelesnom temperaturom
(>41°) te seroznim nosnim iscjetkom. Kod svih triju koSuta su se razvile vezikule po jeziku.
Na nosu oboljele jedinke su se razvile manje kraste. Sve oboljele jedinke su razvile umjerenu
hromost, ali bez interdigitalnih vezikula, znakova trulenja papka ili deformacije papka.
Takoder nije bilo niti dermatitisa i alopecija. Uginuce je nastupilo nakon pet do sedam dana od

pocetka ocitovanja klini¢kih znakova (ZHU i sur., 2018.).
2.9. Patoanatomski i patohistoloski nalaz

Patoanatomski i patohistoloski nalaz kod malih prezivaca inficiranih s CpHV-2, CpLHV te

OVHV-2 je jos uvijek neistrazen.

Kod MKG-a uzrokovanog infekcijom s OvHV-2 je patoanatomski i patohistoloski nalaz
razjasnjen. S patoloSkog gledista, srce, mozak, pluca i bubrezi su najces¢e pogodeni organi,
iako se lezije razliCitog opsega, promjene i1 uCestalosti mogu naci na bilo kojem organu.
Patohistoloski se lezije oCituju akumulacijom i infiltracijom limfoidnih stanica u nelimfoidnom
tkivu te hiperplazijom T-limfocita u limfoidnim organima. Limfocitni vaskulitis je tipi¢an oblik
patohistoloske lezije ove bolesti (CVETNIC, 1997.; O'TOOLE i LI, 2014.).

13



Na postmortem pregledu oboljelih jelana od MKG-a uzrokovanog s CpHV-2, najupecatljivije
makroskopske lezije su umjereno otekle tetive ekstenzora i fleksora u blizini zglobova iznad
papaka te povecani bubrezi i mezenterijalni limfni ¢vorovi. Na bubrezima se mogu nac¢i blijeda
nekroti¢na zarista promjera oko 0.3 cm, a na plu¢ima hemoragi¢na podrucja (ZHU i sur.,

2018.).

Histopatoloskom pretragom se pronalaze opsezna ostec¢enja pluca, bubrega, sr¢anih zalistaka i
tetiva. To¢nije, u plu¢ima su vidljiva multifokalna krvarenja i interticijska fibroza popracena
blagom leukoidnom stani¢nom infiltracijom plu¢nog parenhima. U patoloSki promjenjenom
bubregu nalazi se velik broj limfoidnih stanica, od toga ponajvise limfocita, te neutrofila, koje
infiltriraju¢i bubrezni parenhim narusavaju stani¢nu strukturu tkiva zamjenjujuéi ju ponajvise
s limfoidnim stanicama. Sr¢ani miSi¢ nije zahvacen, ali prisutna je opsezna degeneracija i
nekroza tkiva srcanih zalistaka. Histopatoloski nije pronadena lezija tetiva. Medutim, u
potkoznom tkivu koje okruzuje tetive je prisutna opsezna nekroza, infiltracija limfoidnim
stanicama te proliferacija fibroblasta. Stijenke arterija u potkozju su infiltrirane limfoidnim
stanicama, a mjestimi¢no je uocena i tromboza. Manje opsezne lezije su pronadene u jetri,
nadbubreznoj Zlijezdi, jeziku i Zlijezdama slinovnicama, i to u obliku manjih Krvarenja,
infiltracije limfoidnim stanicama te nekroze. Broj limfocita u mezenterijalnim limfnim

¢vorovima je smanjen. Mozak, slezena, koza i misicje su bez lezija (ZHU i sur., 2018.).
2.10. Dijagnostika

lako OVHV-2, CpHV-2 nisu nikad izolirani na stani¢nim kulturama, dokazana je virusna DNK
u klinickom materijalu (KUMATI, 2016.). Dijagnostika herpesvirusnih infekcija malih
prezivaca provodi se najcesce na obriscima sluznica nosa i vagine, te nekoagulirane krvi, tj.
izoliranim leukocitima iz uzoraka krvi. Od molekularnih metoda dijagnostike se koristi PCR,
posebno kvantitativna lancana reakcija polimerazom ¢-PCR (engl. Quantitative polymerase
chain reaction), te ugnjezdena PCR kao vrlo pouzdane metode pronalaska virusne DNK u
uzorcima krvi ili tkiva uzetih od inficiranih zivotinja (HUSSY i sur., 2001.). Osim izrazite
osjetljivosti PCR metoda omogucuje i razlikovanje pojedinih podtipova virusa. Konkretno za
dijagnostiku CpHV-2 se koriste specificna kombinacija pocetnica: 507s/556as i 494s/494as
(CHMIELEWICZ i sur., 2001.). Na jednom primjeru testiranja sa specifiénim pocetnicama je
bilo 84% pozitivnih rezultata u seropozitivnim uzorcima spram 56 % pozitivnih nalaza u istom
seropozitivnom uzorku s pomo¢u degeneriranih pocetnica. Nijedan od seronegativnih uzoraka

se nije pokazao PCR pozitivnim, ¢ime je dodatno potvrdena specificnost PCR testa koji koristi
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pocetnice specificne za CpHV-2 virus (LI i sur., 2001.). Metode izbora za dijagnostiku MKG
protutijela, kako kod rezervoara, tako i kod prijemljivin vrsta, je komplementarni
imunoenzimni test, cELISA (LI i sur., 1994.; FRASER i sur., 2006.). Do otkri¢a specifi¢nog
epitopa 15 A na povrsini svih MKG virusa na koji se vezu monoklonska protutijela, nije bilo
pouzdane seroloske metode za dokaz ovih virusa, odnosno mnogobrojne unakrsne reakcije s
drugim virusima su ¢inile seroloske testove manje specificnim (LI i sur., 1994.). Kod janjadi i
jaradi se ne koriste seroloske metode jer su kod jaradi maternalna protutijela prisutna do tri

mjeseca starosti, a kod janjadi do dva i pol mjesec starosti.
2.11. Lijecenje

Lijecenje herpesviroza u stadima ovaca i koza se ne provodi. Radi kontrole bolesti, odnosno
povecanja mogucnosti reaktivacije virusa, potrebno je izbjegavati stresna stanja kao $to su
putovanja, gladovanje, drzanje prevelikog broja zivotinja na istom prostoru i sl. Takoder je
potrebno kozama i ovcama tijekom zime i duzih susnih razdoblja davati vitaminsko-mineralne

suplemente, te ih redovito dehelmintizirati.
2.12. Imunoprofilaksa

Ne postoje podaci o imunoprofilaksi herpesvirusnih infekcija malih prezivaca.
2.13. Javno zdravstvo

Dokazan je potencijal OvHV-2 da zarazi genetski udaljene domacine, i to u sluc¢aju svinja koje
u kontaktu s OvHV-2 pozitivnom ovcom se inficiraju i razvijaju fatalan oblik MKG-a.
Prethodno spomenuto, kao i dokazana povezanost PLHV-1 s razvojem limfoproliferativne
bolesti kod imunosuprimiranih, alotransplatiranih svinja, izazivaju zabrinutost da PLHV mogu
uzrokovati sli¢an limfoproliferativni sindrom u ksenotransplantaciji sa svinje na ¢ovjeka
(CHMIELEWICZ i sur., 2001.). Eksperimentalno je dokazano da kod svinje inficirane
nebulizacijom intranazalno s 2 mililitra OvHV-2 inokuluma, pri manjoj koncentraciji virusa u
inokulumu (10°), nastaje klinicki oblik MKG-a. Dok kod goveda klinicki oblik bolesti nastaje
pri vecoj koncentraciji virusa u inokulumu (10®), a kod ovaca pri koncentraciji od 10° virusa u

inokulumu (LI i sur., 2014.).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorkovanje

Uzorci koristeni u ovom istrazivanju prikupljani su od ozujka do svibnja 2019. godine te u
svibnju 2020. godine. Podrucje uzorkovanja je bio grad Glina sa svojih 69 naselja, odnosno
podrucje koje pokriva Veterinarska ambulanta Glina. Sveukupno 2019. godine je uzorkovana
101 jedinka, od ¢ega 51 koza iz populacije od 162 Zivotinje s 12 gospodarstava, te 50 ovaca iz
populacije od 351 Zivotinje rasporedene na 10 gospodarstava. Kozama i ovcama su uzimani
brisevi sluznice nosa. Na svakom gospodarstvu je uzorkovan bris nosa kod nekoliko jedinki s
ciljem da se uzorkuju predstavnici svih dobnih kategorija i oba spola. U svibnju 2020. godine
ponovljeno je uzorkovanje na jednom od prethodno ispitivnih stada koza u 2019. godini. Tada
su, osim briseva nosa, uzorkovani i brisevi vaginalne sluznice, i to na 29 Zivotinja u stadu koje
je u trenutku uzorkovanja brojilo 30 jedinki. Uzorci su do obrade bili pohranjeni na -80° C u
Viroloskom laboratoriju Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom Veterinarskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Prilikom uzorkovanja je popunjen popratni epizootioloski

upitnik sastavljen od pitanja za svaku ispitivanu Zivotinju te za stado opc¢enito.
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3.2. Molekularna metoda dokaza uzro¢nika

U molekularnom dokazu prisutnosti CpHV-2 , CpLHV i OvHV-2 koristena je ukupna DNK
izdvojena iz obrisaka nosa i vaginalne sluznice. Dokazivanje prisustva CpHV-2, CpLHV i

OvHV-2 nacinjeno je primjenom lancane reakcije polimerazom umnazaju¢i odsjeCak DNK

virusa (VANDEVANTER i sur., 1996.)
3.2.1. Priprema uzoraka

U biozastitnoj komori uzorci su se razrijedili puferiranom solnom otopinom u omjeru 1:10,
nakon Cega se dobivena otopina kratkotrajno promijesala na tresilici te centrifugirala na 3500

okretaja u trajanju od 10 minuta.
3.2.2. Izdvajanje virusne DNK

Za izdvajanje ukupne DNK iz uzoraka koriSten je komercijalni komplet QIAamp DNA Mini
Kit (QIAGEN, Duesseldorf, Njemacka) sukladno uputama proizvodaca.

Komplet QIAamp DNA Mini Kit sadrzava:

- QlAamp kolona za centrifugiranje 50 komada

- plasti¢ne epruvete zapremine 2 ml 150 komada
- puferska otopina AL 12 mi

- puferska otopina ATL 10 mi

- puferska otopina AW1 (koncetrirana) 19 mi

- puferska otopina AW2 (koncetrirana) 13 mi

- puferska otopina AE 22 ml

- proteinaza K 1,25 ml

18



3.2.3 Postupak izvodenja pretrage lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR)
Izvodenje PCR metode nacinjeno je uz koristenje sljedeéih reagensa:

Primarna mjeSavina reagensa za PCR

voda slobodna od RNK-za i DNK-za (Invitrogen,Waltham, Massachusetts, SAD)

reakcijski pufer 10x koncentriran (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD)

25 mM MgCI2 (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD)

2,5 mM dNTP (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD)

- uzvodne pocetnice 10 pM DFA (59-GAYT TYGCNAGYYTNTAYCC-39)

- uzvodna pocetnica 10 uM ILK (59-TCCTGGACAAGCAGCARNYS GCNMTNAA-39)
- nizvodna pocetnica 10 pM KGI (59-GTCTTGCTCACC AGNTCNACNCCYTT-39)

- Tag Polymerase 5 jedinica/ul (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD)

Tablica 1. Sastav primarne PCR smjese

Reagens Koli¢ina za 1 uzorak
Voda 8 ul
Pufer 10x 2 ul
MgCl2 1,2 ul
dNTP 1,6 ul
DFA 1wl

ILK 1wl

KGI 1wl

Taq 0,25 ul
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Sekundarna mjesavina reagensa za PCR

- voda slobodna od RNK-za i DNK-za (Invitrogen,Waltham, Massachusetts, SAD)

- reakcijski pufer 10x koncentriran

- mM MgCI2

-10 mM dNTP

- uzvodna pocetnica TGV (59-TGTAACTCGGTGTAYGGNTTYACNGGNGT-39)

- nizvodna pocetnica IYG (59-CACAGAGTCCGTRTCNCCRTADAT-39)

Tablica 2. Sastav sekundarne PCR smjese

Reagens Koli¢ina za 1 uzorak
Voda 9ul

Pufer 10x 2 ul

MgCl. 1,2 ul
dNTP 1,6 ul
TEV 1wl

IYG 1l

Taq 0,25 ul

Reakcijska smjesa je pripravljena u koli¢ini od 20 pl u kojoj je sadrzano 4 ul uzorka.

Temperaturni protokol za primarni i sekundarni PCR:

94°C

94 °C

46 °C

72°C

72°C

+4.C

5 min

30s

60 s

60s

7 min
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Uspjesnost prepisivanja i umnazanja ciljanog dijela virusog genoma pretrazivanih uzoraka

provjerena je elektroforezom u gelu.
3.2.4. Elektroforeza u gelu

Po zavrsetku PCR reakcije neophodno je izvrsiti kontrolu umnazanja PCR proizvoda. Osnovni
princip elektroforeznog razdvajanja zasnovan je na Cinjenici da Cestice razli¢itog naboja i
razli¢ite mase, pod utjecajem elektricnog polja, za isto vrijeme prelaze razlicite puteve u

agaroznom gelu.
Pribor, oprema i reagensi :
- analiticka vaga (PB153) (Mettler Toledo, Kusnacht, Svicarska)

- sustav za detekciju DNK pod ultraljubiastim svjetlom (Gel Doc 200) (BioRad,
Richmond, SAD)

- kalup za gel

- cesalj za tvorbu jazica u gelu

mikrovalna pe¢nica(MO 17 MW) (Gorenje, Velenje, Slovenija)

- sustav za provodenje elektroforeze (Scie-Plast, Cambridge, Velika Britanija)

- izvor elektri¢ne struje (CS-300V) (Cleaver Scientific Ltd, Rugby, Velika Britanija)
- marker DNA Ladder 100 pb (Invitrogen,Waltham, Massachusetts, SAD)

- agaroza (Sigma-Aldrich,St. Louis, SAD)

- TAE pufer

- pufer za nanoSenje uzoraka u gel (10X Blue Juice gel loading dye)

(Invitrogen,Waltham, Massachusetts, SAD )
- uredaj za snimanje gelova (Gel Doc 200, Bio-Rad, Hercules, California SAD)
- boja za gel (Nucleic Acid Gel stain) (Lonza, Basel, Switzerland)
3.2.5. Priprema TAE pufera
Reagensi za pripremu 50x koncentriranog TAE pufera:

93,59 EDTA (EDTA Disodium salt) (Sigma Aldrich, St. Louis,SAD)
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242 g Tris (TRIZMA base)( Sigma Aldrich,St. Louis, SAD)

57 ml ledene octene kiseline (Kemika,Zagreb, Hrvatska)

Prvo se priprema 0,5 M otopina EDTA na nacin da se 93,5 g EDTA staviti u 400 ml
redestilirane vode uz podesavanje pH na 8,0 dodavanjem kristala NaOH 1 dopuni
redestiliranom vodom do volumena od 500 ml. Nakon toga 242 g trizma bazese otopi u 750 ml
redestilirane vode i doda 57ml ledene octene kiseline 1100 ml 0,5 M EDTA (ph 8,0) te dopuni
redestiliranom vodom do 1000 ml.

Kako je za pripremu gela za elektroforezu potreban TAE pufer koncentracije 1x iz naCinjene
otopine potrebnu koncentraciju pripremimo mijesanjem 10 ml TAE pufera koncentriranog 50x

i 490 ml destilirane vode.
3.2.6. Pripremanje gela

U Erlenmayerovu tikvicu odvagnuto je 0,5 g agaroze za elektroforezu te dodano 50 ml pufera
TAE 1x koncentriranog. Agaroza je otopljena zagrijavanjem u mikrovalnoj pe¢nici tijekom 3
min dok otopina nije postala potpuno bistra. U otopinu ohladenu na 50°C dodano je 0,25 ul
boje za gel. Otopina je potom razlivena u kalup za gel na kojem su prethodno postavljene
vanjske stranice radi sprecavanja razlijevanja gela i umetnut ¢eSalj za udubljivanje jaZica.
Nakon hladenja i polimerizacije gela ¢eSalj je izvaden, a vanjske stranice skinute s rubova
kalupa. Postolje s gelom stavljeno je u kadicu za elektroforezu tako da je dio gela s jazicama
bio okrenut prema katodi, a kadica za elektroforezu bila je napunjena TAE-puferom koji je u

potpunosti prekrivao gel.
3.2.7. NanoSenje uzoraka u gel i postupak elektroforeze

Na parafinskom filmu pomijesalo se 3 pl boje za nanosenje (engl. 10x Blue Juice loading dye)
te 4 pl umnoZzene DNK, za svaki pretraZivani uzorak. Mikropipetom uzorci su naneseni po
rednom broju u jazice, a u posljednje tri jazice na gelu, nanesene su pozitivna i negativna
kontrola te DNK marker (DNA Ladder 100 bp, Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD).
Bazen s gelom, uredaja za elektroforezu, napunjen TAE puferom, bio je zatvoren poklopcem i
spojen na istosmjernu elektri¢nu struju napona 90 V ijacine 450 A. Sam postupak elektroforeze
trajao je 40 minuta. Po zavrSetku elektroforeze gel je izvaden, a rezultati ocitani pomoc¢u UV

transiluminatora i snimljeni uredajem za snimanje gelova. Veli¢ina dobivenih odsje¢aka mogla

22



se procijeniti usporedbom polozaja dobivenog fragmenta s markerom. UspjeSan dokaz
uzro¢nika PCR metodom podrazumjevao je prisutnost umnozenog fragmenata odgovarajuce

veliCine.
3.2.8. Odredivanje nukleotidnog slijeda proizvoda PCR-a

Nukleotidni slijed umnozenog odsje¢ka virusne DNK odredivan je u svrhu molekularne
tipizacije 1 filogenetske analize pse¢eg parvovirusa na podru¢ju RH. Slijed nukleotida odreden
je u tvrtki Macrogen, Amsterdam, Nizozemska pomoc¢u ABI PRISM BigDye terminator kita
(Applied Biosystem, Carlsbad, California,SAD) na uredaju 3730 x 1 DNA analyzer istog
proizvodaca, a koriStene su iste pocetnice kao u opisanom PCR-u. Daljnju analizu DNK
slijedova radilo se pomocu ra¢unalnog programa MEGA 7 (KUMAR 1 sur., 2007.). Pomoc¢u
navedenog programa nacinjeno je viSestruko sravnjivanje DNK slijedova i identifikacija
postoje¢ih polimorfnih mjesta unutar slijeda svakog pojedinog uzorka. Koriste¢i metodu
povezivanja susjednih nukleotidnih slijedova (engl. neighbour-joining, NJ) i metodu najvece
vjerojatnosti (engl. maximum likelihood, ML) nukleotidni slijedovi dobivenih odsjecaka
virusne DNK usporedeni su s dostupnim nukleotidnim sljedovima iz banke gena (Gen bank)

za pojedine tipove pseceg parvovirusa u cilju izrade filogenijskog stabla.
3.2.9. Odredivanje nukleotidnog slijeda i filogenetska analiza

Nukleotidni slijed umnozenog odsjecka virusne DNK odredivan je u svrhu molekularne
tipizacije 1 filogenetske analize herpesvirusa malih prezivaca na podru¢ju RH. Slijed nukleotida
odreden je u tvrtki Macrogen, Amsterdam, Nizozemska pomo¢u ABI PRISM BigDye
terminator kita (Applied Biosystem, Carlsbad, California, SAD) na uredaju 3730 x 1 DNA
analyzer istog proizvodaca, a koriStene su iste pocetnice kao u opisanoj metodi PCR-a. Daljnju
analizu DNK slijedova radilo se pomocu racunalnog programa MEGA 7 (KUMAR 1 sur.,
2016.).

Pomoc¢u navedenog programa nacinjeno je viSestruko sravnjivanje DNK slijedova i
ustanovljavanje postojecih polimorfnih mjesta unutar slijeda svakog pojedinog uzorka.
Koriste¢i metodunajveée vjerojatnosti (engl. maximum likelihood, ML) nukleotidni slijedovi
dobiveniho dsjecaka virusne DNK usporedeni su s dostupnim nukleotidnim slijedovima iz
NCBI banke gena za pojedine vrste herpesvirusa malih prezivaca te goveda u cilju izrade
filogenetskog stabla.
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3.3. Statisticka obrada rezultata

Obrada prikupljenih podataka provedena je statistickim programom R.4.0.5 (R Core Team,
2021.). Deskriptivna statistika prikazana je u obliku cijelih brojeva i postotaka. Za obradene
viruse izraCunate su prevalecije i 95% intervali pouzdanosti (CI, engl. confidence interval).
Prilikom izracuna utjecaja faktora rizika na pojedini virus koristen je test omjera izgleda (OR,
engl. odds ratio) sa pripadajuc¢im 95% intervalom pouzdanosti (Cl, engl. confidence interval)

kao i Fisherov egzaktni test. Razlike su smatrane statisti¢ki znac¢ajnima na razini p<0,05.
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4, REZULTATI
4.1. Koze

Od ozujka do svibnja 2019. godine uzorkovan je 51 obrisak sluznice nosa koza na 12
gospodarstava. Na navedenih 12 gospodarstava su se sveukupno nalazile 162 Zivotinje. Na
jednoj farmi drzane su Cistokrvne koze sanske pasmine, dok su na svim ostalim farmama drzane
krizane pasmine koza. Najvece ispitivano stado broji 47 jedinki i to je stado Cistokrvnih sanskih
koza, dok je najmanje stado od svega tri jedinke. Sve zivotinje su drzane na privatnim
paSnjacima uz skupno napajanje. Takoder, postoji moguénost kontakta s divljaci jer, ovisno o
fazi godine 1 koli€ini ispase, koze su pustane i1 van privatnih pasnjaka. Velika veéina farmi je
radila remont stada iz vlastitog uzgoja, a unos novih Zivotnja se dogadao ve¢inom prilikom
dovodenja novog rasplodnog jarca. Najcesce patologije koje su kroz vrijeme pratile stada su
enterotoksemije, proljevi, pobacaji i parazitoze. Mjestimic¢no su se javljala nepoznata oboljenja
popraéena klinickim znakovima oboljenja Zivéanog sustava. Zivotinje su redovito
dehelmintizirane na svim farmama. Na farmi s oznakom F17 u 2019. godini je pretrazeno 9 od

22 koze. Na istoj farmi je uzorkovanje ponovljeno 2020. godine.

Od ukupno 51 obriska sluznice nosa koza, na CpHV-2 je pozitivno pet, (9,8%, 95% CI: 3,26 —
21,41),ana CpLHV Sest koza (11,76%, 95% CI: 4,44 — 23,87) (Tablica 3.). Pet koza pozitivnih
na CpHV-2 je porijeklom s Cetiri, a Sest pozitivnih na CpLHYV virus s tri od 12 ispitivanih farmi.
Navedenih Sest zivotinja pozitivnih na CpLHYV virus su iz tri od Cetiri stada u kojima je dokazan
CpHV-2, tj. u tri stada su prisutna oba virusa. Usprkos tome, nije bilo dokaza o mjeSovitoj
infekciji, tj. jedinke pozitivne na CpLHV virus nisu se podudarale s onima pozitivnim na
CpHV-2.
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Tablica 3. Jedinke koza pozitivhe na CpHV-2 i CpLHV testirane u razdoblju od ozujka do
svibnja 2019. godine

oznaka Zivotinje/farme pasmina spol kategorija (mj.) PCR (nos +)
J1(F1) sanska m jare (1) CpHV-2
K2 (F1) sanska zZ koza (84) CpLHV
K4 (F2) krizanac zZ koza (60) CpHV-2
K5 (F2) krizanac zZ koza (72) CpHV-2
K16 (F17) krizanac V4 koza (168) CpLHV
K17 (F17) krizanac zZ koza (38) CpHV-2
K18 (F17) KriZzanac zZ koza (38) CpLHV
K39 (F17) krizanac zZ koza (36) CpLHV
K25 (F19) kriZanac zZ koza (26) CpHV-2
K26 (F19) krizanac Z koza (159) CpLHV
K30 (F19) krizanac z koza (87) CpLHV

Ponovljeno uzorkovanje koza, u svibnju 2020. godine, napravljeno je na farmi s oznakom F17.
U trenutku ponovljenog uzorkovanja na farmi se nalazilo 30 Zivotinja, od kojih je u 29
(96,67%) uzorkovan bris sluznice nosa, a u 14 Zenki (48,28%.) i bris sluznice vagine. Od
ukupno 29 obrisaka sluznice nosa koza, na CpHV-2 je pozitivno njih 12, (41,38%, 95% CI:
23,52 - 61,06), a od 14 (zenska jarad nije uzorkovana) obrisaka sluznice vagine su na CpHV-
2 pozitivne dvije zenke, tj. 14,29% (95% CI: 1,78 — 42,81). Dvije koze, s oznakom 8 i 5, su
imale pozitivan nalaz na CpHV-2 u sluznici nosa i prilikom prvog uzorkovanja godinu dana
prije. Zivotinje s oznakom 12 i 13 imaju pozitivan nalaz CpHV-2 i na sluznici nosa, i na sluznici

vagine.
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Tablica 4. Pozitivne zivotinje na CpHV-2; nalaz sluznice nosa i vagine (svibanj 2020. godine)

oznaka Zivotinje  pasmina kategorija (mj.) PCR (nos+) PCR (vagina +)
8 (K17) krizanac Z koza (37) poz (+) neg (-)
5 (K39) krizanac % koza (37) poz (+) neg (-)
14 krizanac 7 koza (106) poz (+) neg (-)

6 krizanac 7 koza (25) poz (+) neg (-)

11 krizanac koza (58) poz (+) neg (-)
13 kriZanac koza (25) poz (+) poz (+)

7 krizanac koza (37) poz (+) neg (-)
12 krizanac koza (58) poz (+) poz (+)
16 krizanac jarac (12) poz (+) neg (-)
15 kriZanac jarac (24) poz (+) neg (-)
1 krizanac Vs koza (25) poz (+) neg (-)
10 kriZanac 7 Siljezica (13) poz (+) neg (-)

Nadalje, Cetiri od 29 Zivotinja uzorkovanih 2020. godine, (13,79%, 95% CI: 3,89 — 31,66), su

pozitivne na CpLHV. Nalaz virusa u brisu nosa je pozitivan kod dvije od 29 Zivotinja, tj. 6,9%

(95% CI: 0,85 —22,77). U brisu vaginalne sluznice dokazano prisustvo CpLHV virusa kod tri
od 14 ispitivanih Zenki, (21,43%, 95% CI: 4,66 — 50,8). Kod jedne od ¢etiri pozitivne Zivotinje

virus je pronaden u uzorku sluznice nosa, kao i1 u uzorku vaginalne sluznice. Zivotinja s

oznakom 4 je imala pozitivan nalaz CpLHV virusa u sluznici nosa u oba uzorkovanja. Takoder,

dvjema Zivotinjama koje su imale pozitivan nalaz CpLHV u nosu prilikom prvog uzorkovanja

(2019. godine), drugim uzorkovanjem (2020. godine) je dokazan pozitivan nalaz istog virusa i

na sluznici vagine koja nije uzorkovana 2019. godine.
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Tablica 5. Pozitivne zivotinje na CpLHV; nalaz sluznice nosa i vagine ( svibanj 2020. godine)

oznaka Zivotinje = pasmina spol kategorija(mj.) PCR (nos+) PCR (vagina+)

4(K16) krizana Z koza (128) poz (+) poz (+)
2 krizana zZ Siljezica (13) poz (+) neg (-)

3(K18) krizana Z koza (37) neg (-) poz (+)
14 krizana Z koza (106) neg (-) poz (+)
4.2. Ovce

Od ozujka do svibnja 2019. godine prikupljeno je 50 obrisaka sluznice nosa ovaca na deset
gospodarstava. Sveukupno na tih deset gospodarstava se nalazila 351 Zivotinja. U cetiri od
deset stada su drzane ovce pasmine licka pramenka, dok su u ostalim stadima drzane ovce
krizane pasmine. Najvece stado broji 126 Zivotinja, a najmanje 11 zivotinja, te su u oba stada
ovce pasmine licka pramenka. Na privatnim pasnjacima je drZano Cetiri od 10 ispitivanih stada.
Preostala stada su i§la na grupnu ispaSu te su imala moguénost kontakta s divlja¢i. Svih 10
stada su grupno napajana. Uglavnom su sve farme vrSile remont stada iz vlastitog uzgoja, a
unos novih zivotnja se dogadao ve¢inom prilikom dovodenja novog rasplodnog ovna. NajceSce
patologije koje su kroz vrijeme pratile stada su enterotoksemije, proljevi, pobacaji, parazitoze
te paSna tetanija. S naglaskom na najvece stado od 126 jedinki koje unatrag nekoliko godina
ima veée pomore janjadi (pretpostavka enterotoksemije uzrokovane Clostridium spp.), te je u
jednom navratu uginulo ¢ak 70 janjadi. Situacija se stabilizirala redovitim procjepljivanjem
stada protiv klostridijskih enterotoksemija, s vakcinom Coglavax. Zivotinje su redovito

dehelmintizirane u osam od 10 stada.

Od 50 uzoraka brisa nosa ovaca, samo u jednom uzorku je PCR-om uspje$no dokazan OvHV-
2, 1 to kod Zenske jedinke, Cetiri godine stare, u zadnjem mjesecu gravidnosti, pasmine licka
pramenka. Zivotinja je iz stada koje u trenutku uzorkovanja broji 15 Zivotinja koje su drzane

na privatnom pasnjaku i grupno napajane, redovito dehelmintizirane, ali ne i vakcinirane.
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Slika 5. Farme na kojima su uzorkovane koze od ozujka do svibnja 2019. godine (i ponovljeno

uzorkovanje 2020. godine na farmi s oznakom F17)
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Slika 6. Farme na kojima su uzorkovane ovce od ozujka do svibnja 2019. godine
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4.3. Filogenetska analiza

Umnozeni dijelovi genoma herpesvirusa malih prezivaca dostavljeni su u Macrogen Europe
radi odredivanja nukleotidnog slijeda te izrade filogenetskog stabla. Opisanom molekularnom
metodom umnaza se dio genoma virusne DNK polimeraze koji je iznimno konzerviran, te je
mogucée dokazati infekciju svim poznatim herpesvirusima sisavaca. Usporedba s dostupnim
nukleotidima slijedovima u banci gena pokazala je da svi dobiveni nukleotidni odsjecci,
neovisno radi li se 0 kozama ili ovcama, pripadaju podporodici Gammaherpesvirinae i to rodu
Macavirus. Zbog navedenog za izradu filogenetskog stabla kao vanjska skupina koristen je
govedi herpesvirus 4 koji je gamaherpesvirus iz roda Rhadinovirus (slika 7.). Samo stablo
nacinjeno je metodom najvece vjerojatnosti uz 1000 ponavljanja (bootstrap). Kao model koji
najbolje odgovara evoluciji koriStenih nukleotidnih slijedova pokazao se Kimura 3

parametarski model s nevarijabilnim mjestima.

Svih pet pozitivnih obrisaka koza, za koje je utvrdeno da pripadaju CpHV-2, nalaze se na istoj
grani stabla kao i referentni soj ove vrste herpesvirusa. Jedini PCR pozitivni uzorak ovce
grupirao se zajedno s referentnim sojem OvHV-2, a preostali nukleotidni slijedovi podrijetlom

od koza zajedno s referentnim sojem CpLHYV (slika 7.).
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Slika 7. Filogenetsko stablo odredenih nukleotidnih slijedova pozitivnih uzoraka.

Referentni sojevi oznaceni su kraticom imena i pristupnim brojem u banci gena. Na ¢voriStima
grana stabla prikazan je postotak podrzanosti navedene grane. Duljina grana je proporcionalna

skali na dnu slike i iskazana je u broju izmjena po nukleotidu.
4.4, Cimbenici rizika
CpHV-2 (2019. godine)

Od 51 ispitivane Zivotinje pet (9,80%, 95% CI. 3,26 — 21,41) je bilo pozitivno. Pozitivne
zivotinje su porijeklom s Cetiri od 12 ispitivanih stada. Nije pronadena statisticki znacajan
utjecaj pasmine na infekciju CpHV-2 (OR 2,05; 95% CI: 0,19 — 22,15; p = 0,48), ali uputno bi
bilo dodatno ispitivanje na veéem broju jedinki razli¢tih pasmina. Spol takoder nema
znacajnijeg utjecaja na sklonost oboljenju (OR 0,9; 95% CI: 0,09 — 8,98; p = 1), kao niti nacin
drzanja (OR 1,77; 95% CI: 0,09 — 35,86; p = 1) ili kontakt s divlja¢i (OR 0,57; 95% CI: 0,06 —
558;p=1).

CpLHV (2019. godine)

Od 51 ispitivane zivotinje Sest (11,76%, 95% CI: 4,44 — 23,87) su bile pozitivne, a negativnih
je bilo 45 (88,24%). Pozitivne Zivotinje su porijeklom s tri od 12 ispitivanih stada. Ne postoji
statisticki znacajan utjecaj pasmine na infekciju koza CpLHV (OR 1,6; 95% CI: 0,15 — 16,61;
p = 0,55). Spol takoder nema znacajnijeg utjecaja na sklonost infekciji (OR 0,23; 95% CI: 0,01
—4,42; p = 0,33), kao niti nain drzanja (OR 2,14; 95% CI: 0,11 — 42,7; p = 1) ili kontakt s
divljaci (OR 2,75; 95% CI: 0,48 — 15,53; p = 0,34).

OvHV-2 (2019. godine)

Jedna od 50 zivotinja je bila pozitivna na OvHV-2 (2%, 95% CI: 0,05 — 10,65). Kako je samo

jedna Zivotinja bila pozitivna nije bilo moguce naciniti dalju statisti¢ku analizu.
CpHV-2 (2020. godine)

Spol nije imao znac¢ajan utjecaj na broj PCR pozitivnih Zivotinja (OR 0,65; 95 % CI: 0,1 —4,29;
p = 1). Zivotinje su podijeljene u dvije skupine prema kategorijama i dobi. Prvoj pripada
Siljezad zajedno s odraslim jedinkama 1 broje 16 (55,17%) Zivotinja, od kojih je 12 pozitivno
(75%, 95% CI: 47,62 — 92,73), a Cetiri negativne (25 %). Drugu kategoriju Cine jarad kojih je
13 (44,83%) i koji su svi negativni na CpHV-2. Zivotinje iz kategorije $iljezadi i odraslih
zivotinja su imale znacajno viSe pozitivnih zivotinja (OR 75; 95% CI: 3,66 — 1538,98; p < 0.
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0001). Svih 12 pozitivnih jedinki su imale pozitivan nalaz virusa u brisu nosa, a dvije od njih i

u brisu vagnalne sluznice.
CpLHV (2020. godine)

Cetiri Zivotinje su bile pozitvne na CpLHV (13,79%, 95% CI: 3,89 — 31,66). Spol (OR 0,33;
95% ClI: 0,02 — 7,06; p = 0,55) niti kategorija (OR 9,72; 95% CI: 0,47 — 199,45; p = 0,11) nisu

imali statisti¢ki znacajan utjecaj na rezultat PCR testa.
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5. RASPRAVA

Koze se smatraju rezervoarima CpHV-2 i OvHV-2, koji nerijetko mogu istovremeno inficirati
jedinku. Ovce se smatraju rezervoarom OvHV-2 virusa (L1 sur., 2001.). Oba virusa kod drugih
prezivata mogu uzrokovati MKG. Uz CpHV-2 se CpLHV smatra enzootskim
gamaherpesvirusom u stadima koza (CHMIELEWICZ i sur., 2001.). Dosadasnja istrazivanja
herpesvirusnih infekcija koza nisu pruzila to¢an uvid u prevalenciju CpHV-2 i CpLHV zasebno
u stadima koza jer je koriStenjem seroloskog CI-ELISA testa dobiven nalaz koji ne razlikuje
ove dvije vrste. Tek je koriStenjem PCR testa prvi put kod koza dokazan CpHV-2, ali na
nedovoljno velikom uzorku zivotinja potrebnom za utvrdivanje prevalencije u op¢oj populaciji
(CHMIELEWICZ i sur., 2001.). U SAD-u je 2001. godine dokazan CpHV-2 na 24 uzorka
odabrana nasumni¢nim odabirom, a na tri uzorka, takoder odabranima nasumi¢nim odabirom,
je utvrden novi gammagerpesvirus koza, CpLHV (LI i sur., 2001.). Ni tada nije utvrdena

prevalencija za dva navedena virusa.

Jedini herpesvirus malih prezivaca na kojemu su radena opseznija istrazivanja, kojemu su koze
takoder rezervoari, je kozji herpesvirus-1 (Caprine herpesvirus-1, CpHV-1). Seroprevalencija
CpHV-1 u Mediteranskim zemljama, gdje je kozarstvo razvijena grana stocarstva i od
ekonomske vaznosti, iznosi 30-40% (TEMPESTA i sur., 2001.). To¢nije, u Grckoj i Francuskoj
je prevalencija CpHV-1 infekcije kod koza visa od 50%, u Juznoj Italiji od 36-43%, a u
Spanjolskoj 21% (KOPTOPOULOS i sur., 1988.; TEMPESTA i sur., 1994.; GUERCIO i sur.,
1998.; KEUSER i sur., 2004.; THIRY i sur., 2006.).

U ovom istrazivanju prikazana je prisutnost i proSirenost herpesvirusnih infekcija u stadima
koza i ovaca na 21 obiteljskom poljoprivrednom gospodarstvu u gradu Glina sa 69 okolnih
sela. U 2019. godini prevalencija infekcije CpHV-2 u stadima koza u ovom istrazivanju iznosi
9,8% (95% CI: 3,26 — 21,41). Pozitivne Zivotinje su porijeklom s Cetiri od 12 ispitivanih stada.
U ponovljenom uzorkovanju (svibanj 2020. godine) na jednom stadu koza pozitivan nalaz
CpHV-2 u obrisku sluznice nosa je bio kod 41,38% (12/29) zivotinja. U istom stadu je 2019.
godine uzorkovano 9 obrisaka nosa od ukupno 22 jedinke. Na CpHV-2 je tada bila pozitivna
jedna zivotinja (11,11%). Ovakav rezultat moze biti pokazatelj Sirenja infekcije unutar stada,
ali i ne mora biti jer je 2019. godine uzorkovano 40,91% (9/22) stada, a 2020. godine 96,67%

(29/30) jedinki iz stada, $to je velika razlika u obimu uzorkovanja.

U oba uzorkovanja dokazan je i CpLHV. U istrazivanju iz 2019. godine prevalencija infekcije
CpLHYV iznosi 11,76% (95% CI: 4,44 — 23,87). Pozitivne Zivotinje su porijeklom iz tri od 12
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ispitivanih stada. U ponovljenom uzorkovanju 2020. godine, u jednom stadu, 13,79% (95% CI:
3,89 — 31,66) jedinki je bilo pozitivno. Ovo je pokazatelj sli¢ne prevalencije na razini jednog

stada (13,79%) u odnosu na prevalenciju u 12 stada uzorkovanih godinu dana prije (11,76%).

Jedinke pozitivne na CpLHV su iz tri (stada s oznakom F1, F17 i F19) od Cetiri stada u kojima
je dokazan CpHV-2. Usprkos tome, nije bilo dokaza o istovremenom izluc¢ivanju CpLHV i
CpHV-2. Mjesovita infekcija CpHV-2 i CpLHV u pojedinacnih Zivotinja moguca je u koze
pod oznakom 5 i K39 koja je u 2019. godini bila pozitivha na CpLHV u obrisku nosa, a 2020.
godine je bila pozitivna na CpHV-2, takoder u obrisku nosa. Kako je jedna od osnovnih
znacajki herpesvirusnih infekcija latencija (TEMPESTA i sur., 1999b, LI i sur., 2008a, TAUS
i sur., 2010.) vrlo je vjerojatno da se u ove zivotinje radi o mjeSovitoj infekciji. Koza K17 je i
2019. i 2020. godine dala pozitivan PCR test na CpHV-2, a zivotinje K16 i K18 su i 2019. i
2020. godine bile pozitivne na CpLHV, sto dodatno govori u prilog uspostave latencije za ova

dva virusa te dugotrajnom izlu¢ivanju.

Zanimljivo je da je CpHV-2, u ovom istrazivanju, dokazan u obrisku sluznice nosa ili
istovremeno u obrisku sluznice nosa i vagine. Zivotinje pozitivne na CpLHV izluéivale su virus
preko sluznice nosa, preko sluznice vagine ili oboje. Kod CpHV-1 je dokazano da mjesto
izlu¢ivanja ovisi o ulaznim vratima (TEMPESTA i sur., 2002.). Naime, nakon reaktivacije
virusa primarno inokuliranog putem nosne sluznice, virus se izluCuje iz organizma preko
sluznice nosa i vagine. A kada je primarno inokuliran putem genitalne sluznice, nakon
reaktivacije se izlu¢uje samo preko vaginalne sluznice. Postavlja se pitanje postoji li razlika u
nacinu $irenja infekcije CpHV-2 i CpLHV ili u njihovom tkivnom tropizmu? Analogno ovim
podacima CpHV-2 se u stadu gotovo po pravilu $iri kao respiratorna infekcija. Prijenos
herpesvirusa malih prezivaca horizontalno bliskim kontaktom je dokazan kod ovaca i janjadi
inficiranih s OvHV-2 (LI i sur., 2000.; LI i sur., 2002.). | drugi autori su pokazali da se prijenos
CpHV-2 izmedu koza odvija sli¢no kao prijenos OvHV-2 izmedu ovaca (LI i sur., 2005.).

Po drugoj strani, u epizootiologiji CpLHV spolni nacin prijenosa moze imati veci znacaj.
Prema rezultatima istrazivanja epizootiologije CpHV-1 sasvim je moguce da su ulazna vrata
infekcije za koze u kojih je jedino vaginalni obrisak bio pozitivan upravo sluznica spolnog
sustava. Dva stada (oznaka F17 1 F19) uzorkovana 2019. godine u kojima su pronadeni CpHV-
2 1 CpLHV su unatrag desetak godina razmjenjivali rasplodne jareve. Ovo je vazno
napomenuti jer je u ovom istrazivanju dokazano izlu¢ivanje i CpHV-2 i CpLHV preko sluznice

vagine, a prema tome 1 moguci put prijenosa uzro¢nika spolnim putem. Takoder se za joS jedan
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kozji virus, CpHV-1, pretpostavlja da je spolni put najvazniji u Sirenju infekcije (TEMPESTA
i sur., 2002.).

Analiziraju¢i rezultate prikupljene epizootioloskim upitnikom utvrdeno je da spol, pasmina,
kontakt s divljaci i na¢in drzanja nisu pokazali statisticki znacajan utjecaj na rezultat PCR testa
za CpHV-2 1 CpLHV, ali svejedno bi bilo uputno prosiriti istrazivanje na veéi broj Zivotinja

razli¢itih pasmina.

Jedino kategorija zivotinja je znacajno utjecala na broj zivotinja pozitivnih na CpHV-2. Prema
izraCunatom omjeru izgleda (OR), 75 puta je veca vjerojatnost da ¢e Zivotinje iz kategorije
odrasle i $iljezad izlu¢ivati CpHV-2 od jaradi. Utjecaj dobi moze se objasniti duljoj izlozenosti
virusu tijekom vremena, a starost djeluje kao zamjenska mjera kumulativne izloZenosti. U vise
studija je dokazano da ovo vrijedi i za seroprevalenciju govedeg herpesvirusa-1 (Bovine
herpesvirus-1, BoHV-1) kod goveda (BOELAERT i sur., 2005.; WOODBINE i sur., 2009.;
CARBONERO i sur., 2011.). Kod OvHV-2 je takoder dokazano da se virus kontinuirano moze
izlucivati i pronalaziti u obrisku sluznice nosa vecine inficiranih ovaca, ali visoka koncentracija
virusnih DNK se predominantno pronalazi kod ovaca u dobi od $est do devet mjeseci starosti
(LI'isur., 2001.), sto bi moglo biti slucaj i kod CpHV-2.

Utjecaj dobi na infekciju CpHV-2 treba uzeti pazljivo. Vazno je naglasiti da su oba uzorkovanja
nad stadom F17 bila u mjesecu svibnju. Zbog pojave statisticki znacajne razlike izmedu
pojavnosti pozitivnog nalaza na CpHV-2 izmedu kategorije odraslih sa Siljezadi i kategorije
jaradi, uputno bi bilo ponoviti istrazivanje u drugim razdobljima godine (ljeto, jesen) zbog
prosirenja spoznaja u kojoj to¢no dobi jarad postaju sklonija infekciji s CpHV-2, koja su prema
rezultatima iz ovog istrazivanja puno manje sklona infekciji s CoHV-2. Tocnije, samo je jedno
jare, muSkog spola i sanske pasmine, mjesec dana staro, bilo pozitivho na CpHV-2 u
uzorkovanju iz 2019. godine. Ovo mozemo usporediti s OvHV-2 infekcijom kod janjadi.
Vecina janjadi se ne inficira do dobi od dva mjeseca, iako je infekcija janjadi te dobi s OVHV-
2 moguc¢a (BAXTER i sur., 1997.; LI i sur., 2004.). Smatra se i da infekcija janjadi vise ovisi
o infektivnoj dozi i na nju ne utjece pasivno steen imunitet preko kolostruma (LI i sur., 2002.).
U slucaju infekcije jaradi s CpHV-1, kod 1-2 tjedna stare jaradi nastupa generalizirana bolest
koja ve¢inom zahvaca crijeva (ulceracije i nekroze mukoze) (SAITO i sur., 1974.; VAN DER
LUGT i RANDLES, 1993.; WILLIAMS i sur., 1997.). Takoder, osim za utvrdivanje to¢ne
starosne dobi u kojoj Zivotinje postaju sklone infekciji s CpHV-2, potrebno je uzorkovati i u

drugim godi$njim dobima zbog povezivanja sklonosti infekciji s okoliSnim 1 klimatskim
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¢imbenicima. Rezultat vece sklonosti infekciji CpHV-2 ovisno o starijoj dobi i veli€ini stada,
iako nije pronadena statisticka znacajnost vezana za veli¢inu stada, mozemo usporediti s
dosadasnjim studijama vezanim za CpHV-1 infekciju u stadima koza. Do sada se estrus,
veli¢ina stada i dob koza uzimaju u obzir kao rizi¢ni ¢cimbenici znacajno povezani s infekcijom

CpHV-1 (SILVA i sur., 2013.; SUAVET i sur., 2016.).

U ovom istrazivanju pozitivne jedinke na CpHV-2 i CpLHV bile su iz Cetiri stada koja su
ujedno bila i Cetiri najveca stada medu 11 uzorkovanih, medutim nije dokazana statisti¢ka
znacCajnost. Potencijalnom znacaju veli¢ine stada u prilog ide i spoznaja vezana za Sirenje
OVHV-2 infekcije u stadima odraslih ovaca prema kojoj se prijenos virusa izmedu odraslih
jedinki odvija uspjesnije i brze kada je veéi broj zivotinja u stadu, to¢nije kada su negativne
jedinke izlozene ve¢em broju pozitivnih jedinki (LI i sur., 2000.). Sli¢no je opisano i u goveda
gdje veci broj rizi¢nih zivotinja i kontakata s drugim stadima preko vehikuluma koji mogu
prenijeti BoHV-1 iz jednog u drugo stado (veterinari, farmeri, razmjena i kupnja Zivotinja)
(VAN WUINCKHUISE i sur., 1998.; BOELAERT i sur., 2005.). Manji broj osjetljivih zivotinja
u malim stadima mogu ograni¢iti $irenje infekcije (CARBONERO i sur., 2011.).

Prosirenjem pitanja iz epizootioloskog upitnika sakupljeni su dodatni podaci o stadu koza (F17)
na kojem se istrazivanje odvijalo u obje godine uzorkovanja. Subjektivnim zapazanjem
vlasnika Zivotinja, osim uobicajenih bolesti koje su pratile stado (enterotoksemije, proljevi,
parazitoze, nadam, pobacaji i dr.), utvrdene su dodatne pojedinosti vezane za zdravlje stada. U
proljece na pocetku paSne sezone, posebno prije nego se izvr§i dehelmintizacija stada, zapazen
je serozni obostrani iscjedak iz nosa kod vecine Zivotinja u stadu, te popratna nujnost i nesto
slabiji apetit. Iscjedak se povlacio (unutar dva tjedna) nakon dehelmintizacije, aplikacije
vitamina (AD3E), te prilagodbe na proljetnu ispaSu, a recidivirao bi opet pred kraj ljeta pri
kraju paSne sezone, posebno nakon susSnih ljeta s nutritivno oslabjelom ispaSom. Opcenito,
pojava obostranog seroznog nosnog iscjedka koji se javlja u stadima na ve¢em broju Zivotinja,
1 koji moZe prije¢i u mukozan ili mukopurulentan nosni iscjedak, je znak sistemske bolesti
zarazne etiogije. Trenutno kod koza na istrazivanom podrucju nije potvrdena ili pretpostavljena
niti jedna zarazna bolest koja bi se povezala s ovakvom klinickom slikom. Kod goveda
oboljelih od zaraznog rinotraheitisa ¢iji je uzro¢nik takoder herpesvirus, to¢nije BoHV-1, jedan
od prvih znakova bolesti je upravo obostrani nosni serozni iscjedak (RAAPERI i sur., 2012.).
Prema tome, ne moze se iskljuciti poveznica spomenute klinice slike s infekcijom koza s
CpHV-2 i CpLHV. Upravo u jednom od tih razdoblja je i odradeno uzorkovanje koza iz 2020.

godine. Do izraZzaja je doSao jedan zaseban slucaj tijekom uzorkovanja. Koza starosti 39
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mjeseci, pasmine krizanac, nakon prvog jarenja, s jaretom u dobi od dva mjeseca. Na dan
uzorkovanja brisa slunice nosa i sluznice vagine, kozi se opée stanje pogorsalo. Popratno se
pojavila letargija, smanjen apetit, povisena tjelesna temperatura 40 °C, serozni iscjedak iz nosa
te promjene na sisama u obliku krasti ispod kojih su se nalazile plitke ulceracije. Jare je svo
vrijeme sisalo te je kroz nekoliko dana u potpunosti sastrugalo sve kraste sa sisa. Plitki oziljci
na sisama su nedugo nakon zacijelili. Jare nije razvilo klinicke znakove bolesti iako je svo
vrijeme drzano s majkom. Koza je takoder bila u kontaktu s ostatkom stada, ali ostale koze i
jarad nisu razvili znakove bolesti koji bi se mogli povezati s onima kod promatrane koze. Koza
je prilikom tog uzorkovanja bila pozitivna na CpHV-2 u obrisku sluznice nosa. Prethodni nalaz
na sisama bi se mogao povezati s poxvirusnom infekcijom, ali lezija ispod kraste odstupa od
tipi¢ne proliferativne lezije kod infekcije poxvirusom (HURISA i sur., 2018.). Ulcerativna
lezija ispod kraste bi se mogla povezati i s herpesvirusima, ali u ovom slucaju krasta i obrisak
lezije nisu uzorkovani te herpesvirus nije dokazan, i preostaje samo pretpostavka o tome. Osim
toga, infekcija se nije dalje Sirila u stadu, ¢ak niti na jare koje je svo vrijeme sisalo, §to je
takoder netipi¢no za poxvirusne infekcije (HURISA i sur., 2018.). Takoder i kod jedine
dokazane bolesti sisa i vimena koju uzrokuje herpesvirus kod preziva¢a, odnosno ulcerativni
mamilitis koji se javlja kod krava uzrokovan s govedim herpesvirusom-2 (Bovine herpesvirus-
2, BoHV-2), se znakovi bolesti mogu javiti i kod teleta koje sisa zarazenu kravu, a to su
promjene na nosnom zrcalu i usnoj Supljini (KEMP i sur., 2008.). Sli¢nost lezija uzrokovanih
herpetiénim mamilitisom kod krava i lezija na sisama koze iz stada F17 se o€ituje u obliku
ulcerativnih lezija prikrivenih tamnih krastama koje pucaju, uz popratnu izrazenu bolnost
zahvacenih sisa. Bolest se samolimitira te zarasta bez oziljka kod krava (SINGER i sur., 2020.).
Kod koze je takoder proces bio samolimitirajuci i lezija je zarasla bez oziljka unutar sedam do
10 dana. Spomenuta koza je uginula pocCetkom sijeénja 2021. godine s pretpostavkom
dijagnoze virusnog artritisa i encefalitisa koza (AEK). Naime, stado s oznakom F17 je imalo
veéi pomor koza (6-7) prije vise od deset godina s klinickom slikom AEK kod odraslih koza i
jaradi. U 2021. godini se nakon zasebnog slu¢aja uginuca prethodno spomenute koze, dogodilo
ugibanje veceg broja zivotinja u 9. mjesecu 2021. godine, gdje je sedam od 25 Zivotinja uginulo
s klinickom slikom AEK. Prethodne studije su pronasle povezanost izmedu govedih
herpesvirusnih infekcija i drugih zaraznih bolesti, 1 zakljuceno je da zarazne bolesti dijele
zajednicke rizi¢ne ¢imbenike nastanka (VAN WUIJCKHUISE i sur., 1998.; CARBONERO i
sur., 2011.; RAAPERI i sur., 2012.). Prema tome, ne mozemo iskljuciti da prisutnost AEK
infekcije moze predisponirati da Zivotinje zarazene lentivirusima malih prezivaca obole i od

drugih zaraznih bolesti, §to moze znaciti da zarazene zivotinje imaju vecu vjerojatnost infekcije
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s herpesvirusima (BLACKLAWS i sur., 2004.; LEITNER i sur., 2010.; PATEL i sur., 2012.;
BERTOLINI i sur., 2018.). U RH (Medimurje, Varazdin, Istra) je AEK do sada kod koza
zasebno pracena bolest neovisno o ostalim zaraznim bolestima koza te je utvrdena prevalencija
od 52,72%, ali samo u stadima pasmine francuska alpska koza (TARIBA i sur., 2017.). U
daljnjim istrazivanjima zaraznih bolesti koza, korisno bi bilo prositiri istrazivanje AEK na
ostale dijelove RH 1 u stadima drugih pasmina te pasmine krizanac. Takoder bi trebalo napraviti

usporedno pracenje herpesvirusnih infekcija koza i prisustva AEK u stadima koza u RH.

Dodatno, u stadu s oznakom F17 dogodila su se 3 pobacaja od pocéetka uzorkovanja do sada.
Pobacaji su bili izmedu treceg i Cetvrtog mjeseca gestacije. Pojavljivali su se i sluc¢ajevi jarenja
moribundne jaradi ili vitalne jaradi koja nakon nekoliko dana od jarenja prestaje sisati, nujna
je, te ugiba s kolikama ili bez. Vazno je napomenuti da je CpLHV genetski vrlo slican govedem
herpesvirusu 6 (Bovine herpesvirus-6, BoHV-6) (91% sli¢nosti), koji inficira goveda kao
prirodnog domacina, te da se rezultati iz ovog istrazivanja mogu usporediti s rezultatima
istrazivanja BoHV-6. Kod krava iz viSe europskih zemalja koje pate od postpartalnog metritisa
koji ne odgovara na antibiotsku terapiju, te kod sluc¢ajeva pobacaja krava u Kanadi, je PCR
dijagnostikom dokazan BoHV-6. Eksperimentalne studije koje bi potvrdile poveznicu BoHV-
6 kao uzro¢nika ove vrste metritisa i pobacaja jo§ nisu napravljene (ROSATO i sur., 2021.).
Takoder i u sluc¢aju infekcije koza s CpHV-1 moze do¢i do pobacaja ili jarenja moribundne
jaradi (WILLIAMS i sur., 1997.). Pobacaji nastupaju, takoder, u drugoj polovici graviditeta,
S§to je eksperimentalno dokazano intranazalnom ili intravenskom inokulacijom CpHV-1
gravidnoj kozi (TEMPESTA i sur, 2004a). Prethodno navedene i preostale spoznaje o ova dva
virusa su dobar temelj za daljnje proucavanje moguce povezanosti patologije graviditeta i

patologije plodnosti s CoLHV i CpHV-2 infekcijom kod koza.

Uz koze, 2019. godine uzorkovano je 50 obriska nosa ovaca, a samo u jednom uzorku PCR-
om dokazan OvHV-2 (2%, 95% CI: 0,05 — 10,65), i to kod zenske jedinke, Cetiri godine stare,
u zadnjem mjesecu gravidnosti, pasmine licka pramenka. Eksperimentalno je do sada dokazan
horizontalni prijenos OvHV-2 izmedu ovaca na ostale prijemljive vrste prezivaca preko nosne
sluznice (LI i sur. 1998.; NISHIMORI i sur., 2004.). Ovim istrazivanjem je potvrdeno veé
poznato da se OvHV-2 virus izlu¢uje na sluznici nosa kod ovaca. Kako je samo jedna Zivotinja
bila pozitivna nije bilo moguce naciniti dalju statisticku analizu. Ovaj rezultat se ne poklapa s
dosadasnjim rezultatima ispitivanja seroprevalencije OvHV-2 u stadima ovaca diljem svijeta
gdje je prevalencija ve¢inom dokazana u znatno vec¢em postotku. U SAD-u je CI-ELISA testom

utvrdena seroprevalencija OvHV-2 u stadima ovaca od 53% do 59% (LI i sur., 2001.). U istom
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istrazivanju je dokazana i visoka seroprevalencija kod koza, i to 61%. U Turskoj je od 2003.
do 2005. godine utvrdena seroprevalencija od 97,5% kod koza, a kod ovaca 96% (YESILBAG,
2007.). U Pakistanu je PCR testiranjem kod ovaca utvrdena prevalencija OvHV-2 od 11%, a
kod koza 13% (AAYESHA i sur., 2021.). U ovom istrazivanju kod koza nije dokazan OvHV-
2, iako se koze tradicionalno smatraju rezervoarom ovog virusa. No, tesko je sa sigurno$éu
tvrditi zasto je ovim istrazivanjem dokazana znatno manja prevalencija OvHV-2 u stadima
ovaca. U ovom istrazivanju su uzorkovane ovce koje su ve¢inom pasmine licka pramenka, koja
se tradicionalno uzgaja na prostorima RH, i koja je dobro prilagodena i otporna pasmina na
loSije uvjete drzanja, ali i bolesti. Za bolji pregled nad rezultatima, trebalo bi prosiriti
istrazivanje na Sire podrucje RH, i to na ve¢em broju jedinki, ali i na drugim pasminama ovaca,

uzimajuci u obzir sve stavke popratnog epizootioloskog upitnika iz ovog istrazivanja.

Osim malih prezivaca, dokazano je da se s OvHV-2 mogu inficirati i svinje (CHMIELEWICZ
i sur., 2001.). Eksperimentalno je dokazano da je potrebna manja koncentracija OvHV-2 virusa
na sluznici nosa svinje koja ¢e prouzrociti klinicki oblik MKG-a, nego Sto je to potrebno kod
goveda (LI i sur., 2014.). Kako se tradicionalno u RH obiteljska poljoprivredna gospodarstva
bave mjeSovitom stocarsko proizvodnjom, 1 nerijetko se svinje, ovce 1 koze mogu naci zajedno
na istom pasnjaku i u istoj staji, u daljnjim istrazivanja OvHV-2 virusa bilo bi uputno
uzorkovati i svinje koje se drze u kontaktu s malim prezivac¢ima. Dokazana povezanost PLHV-
1 s razvojem limfoproliferativne bolesti kod imunosuprimiranih, alotransplatiranih svinja,
izazivaju zabrinutost da PLHV mogu prouzrociti sli¢an limfoproliferativni sindrom u
ksenotransplantaciji sa svinje na ¢ovjeka (CHMIELEWICZ i sur., 2001.). Prema tome, zbog
moguce potrebe za poduzimanjem preventivnih zoohigijenskih mjera odvajanja malih
prezivaca 1 svinja prilikom zajednickog uzgoja u slucaju dokaza o vecoj zastupljenosti ovih
virusa u populaciji svinja, kao 1 prac¢enje potencijala ovih virusa da zaraze druge genetski
udaljenije vrste, svinje bi se trebalo ukljuciti u istraZivanja herpesvirusnih infekcija kod ovaca

i koza.
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. ZAKLJUCCI

U 2019. godini prevalencija infekcije CpHV-2 u stadima koza je iznosila 9,8% (95%
Cl: 3,26 — 21,41), dok prevalencija infekcije CpLHV iznosi 11,76% (95% CI: 4,44 —
23,87) §to je prvi opis ovih infekcija u Republici Hrvatskoj.

Vrlo je izgledna mjesovita infekcija CpHV-2 i CpLHV u pojedinacnih koza.

CpHV-2 je dokazan u obrisku sluznice nosa ili istovremeno u obrisku sluznice nosa i
vagine. Zivotinje pozitivne na CpLHV izlué¢ivale su virus preko sluznice nosa, preko
sluznice vagine ili oboje.

Spol, pasmina, kontakt s divljaci i nacin drzanja nisu znacajan ¢imbenik proSirenosti
CpHV-2 i CpLHV u stadima koza.

Kategorija zivotinja znacajno je utjecala na broj pozitivnih koza, to¢nije, 75 puta je
veca vjerojatnost da ¢e Zivotinje iz kategorije odrasle i Siljezad izlucivati CpHV-2 od
jaradi.

Kod ovaca je samo u jednom uzorku PCR-om dokazan OvHV-2 (2%, 95% CI: 0,05 —
10,65). Ovakav rezultat se ne poklapa s dosadasnjim rezultatima ispitivanja
seroprevalencije OvHV-2 u stadima ovaca diljem svijeta gdje je prevalencija ve¢inom

dokazana u znatno ve¢em postotku.
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8. SAZETAK

Molekularna epidemiologija herpesvirusne infekcije ovaca i koza u Republici Hrvatskoj

Herpesvirusi (Herpesviridae) su velika porodica endonuklearnin DNK virusa koji uzrokuju
infekcije u ljudi i ostalih kraljeSnjaka te u nekih beskraljeSnjaka (mekusci). Cijela porodica
herpesvirusa podijeljenja je na tri podporodice: alfaherpesvirusi, betaherpesvirusi, i
gamaherpesvirusi. Koze i ovce su rezervoari ov¢jeg herpesvirusa 2 i kozjeg herpesvirusa 2,
koji kod drugih osjetljivih vrsta uzrokuju malignu kataralnu groznicu (MKG). Nakon CpHV-2
otkriven je jo§ jedan kozji gamaherpesvirus, CpLHV. U ovom istrazivanju prikazana je
prisutnost 1 proSirenost herpesvirusnih infekcija u stadima koza i ovaca na 21 obiteljskom
poljoprivrednom gospodarstvu u gradu Glina sa 69 okolnih sela. Od ozujka 2019. godine do
svibnja 2020. godine pretrazeno je 130 obrisaka nosa, rektuma te vagine. Osim obrisaka
prikupljeni su i1 epizootioloski podaci u cilju ustanovljavanja ¢imbenika rizika za infekciju na
razini pojedinacne Zivotinje, ali i na razini farme. Od ozujka do svibnja 2019. godine metodom
ugnjezdene PCR u obrisku sluznice nosa dokazan je CpHV-2 kod pet koza, CpLHV kod Sest
koza, te OvHV-2 kod jedne ovce. U 2019. godini prevalencija infekcije CpHV-2 u stadima
koza u ovom istraZivanju iznosi 9,8% (95% CI: 3,26 — 21,41), dok prevalencija infekcije
CpLHV iznosi 11,76% (95% CI: 4,44 — 23,87). U ponovljenom uzorkovanju 2020. godine
dokazan je CpHV-2 u obrisku nosa kod 12 koza, a u obrisku sluznice vagine kod dvije koze.
U istom stadu je dokazan 1 CpLHV kod cetiri koze, takoder u obrisku sluznice vagine 1 nosa.
Nakon izvrSene statisticke analize, utvrdeno je da je jedino kategorija zivotinja znaajno
utjecala na broj zivotinja pozitivnih na CpHV-2. Za bolji pregled nad rezultatima, trebalo bi
pros§iriti istrazivanje na Sire podru¢je RH, i to na veCem broju jedinki, ali i na drugim
pasminama ovaca i koza, uzimajuci u obzir sve stavke popratnog epizootioloskog upitnika iz

ovog istrazivanja.

Kljucne rijeci: herpesvirus, mali prezivaci, ugnjezdena PCR, prevalencija, Republika Hrvatska
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9. SUMMARY

Molecular epidemiology of herpesvirus infection in sheep and goats in the Republic of Croatia

Herpesviruses (Herpesviridae) are a large family of endonuclear DNA viruses that cause
infections in humans and other vertebrates and in some invertebrates (molluscs). The whole
family of herpesviruses is divided into three subfamilies: alphaherpesviruses,
betaherpesviruses, and gammaherpesviruses. Goats and sheep are reservoirs of sheep
herpesvirus 2 and goat herpesvirus 2, which in other susceptible species cause malignant
catarrhal fever (MCF). After CpHV-2, another goat gammaherpesvirus, CpLHV, was
discovered. This study showed the presence and prevalence of herpesvirus infections in goat
and sheep herds on 21 family farms in the town of Glina with 69 surrounding villages. From
March 2019 to May 2020, 130 swabs of the nose, rectum and vagina were sampled. In addition
to sampling, epizootiological data were collected in order to determine the risk factors for
infections at the level of individual animals, but also at the farm level. Using the nested PCR
method, in a swab of the nasal mucosa, CpHV-2 was detected in five goats, CpLHV in six
goats, and OvHV-2 in one sheep. In 2019, the prevalence of CpHV-2 infection in goat herds
was 9.8% (95% CI: 3.26 - 21.41), while the prevalence of CpLHYV infection was 11.76% (95%
Cl: 4, 44 - 23.87). In repeated sampling in 2020, CpHV-2 was detected in a nasal swab of 12
goats and in a vaginal mucosa swab of two goats. In the same herd, CpLHV was detected in
four goats, also in a swab of the vaginal and nasal mucosa. After statistical analysis, it was
found that only the category of animals significantly affected the number of animals positive
for CpHV-2. For a better overview of the results, the research should be extended to the wider
area of Croatia, on a larger number of individuals, but also on other breeds of sheep and goats,
considering all items of the epizootiological questionnaire from this research.

Key words: herpesvirus, small ruminants, nested PCR, Prevalence, Croatia
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