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SAZETAK

Do sada je opisano cetiri vrste herpesvirusa u koza: kozji herpesvirus 1 kozji
herpesvirus, kozji limfotropni herpesvirus, te mogu biti rezervoari za ov¢ji herpesvirus 2.
Smatra se da je kopulacija znaCajan nacin Sirenja, a dokazano je da infekcija moze
uzrokovati pobacaj, radanje avitalne jaradi, vulvovaginits, balanopostitis 1 respiratorne
probleme. Do danas u Republici Hrvatskoj nije provedeno sustavno istraZivanje
seroprevalencije 1 epizootiologije kozjih herpesvirusa niti su radene poveznice s

reproduktivnim poremetnjama u koza.

Hipoteza istraZivanja bila je da infekcije herpesvirusima utje¢u na zdravlje i
reprodukciju koza, a cilj je bio odrediti proSirenost herpesvirusnih infekcija koza,
pokusati razjasniti epizootiologiju bolesti 1 utjecaj na kozarsku proizvodnju. Uzorkovanje
je provedeno na 248 jedinki vrste koze na Cetiri razlicite farme i od 77 jaradi, tijekom dva
stresna razdoblja u proizvodnji — tijekom sezone pripusta i ranog graviditeta, te u ranom

puerperiju.

Svakoj jedinki uzeta je krv za serolosku i hematolosku pretragu, uzeti su brisevi
sluznica nosa 1 stidnice ili prepucija za molekularnu dijagnostiku, te je u¢injen klinicki
pregled pri kojem su prikupljeni podaci o: pasmini, dobi, spolu, kondiciji, tjelesnoj
temperaturi, prisutnosti iscjetka i drugim zdravstvenim problemima. Za analizu utjecaja
infekcije na jarad mjerena je tjelesna masa pri porodu, opseg glave, opseg prsa, duzina
tijela 1 pojedine fetometrijske mjere u gravidnih koza. Takoder, prikupljeni su podaci o
preganjanju, pobacajima 1 ostalim reproduktivnim parametrima. Za utvrdivanje
izlu¢ivanja virusa koristila se molekularna metoda lan¢ane reakcije polimerazom (engl.
polymerase chain reaction - PCR), a za izlozenost infekciji imunoenzimni test. Dobiveni
odsjecci nukleinskih kiselina poslani su na utvrdivanje slijeda nukleotida, kako bi se

utvrdilo o kojoj vrsti herpesvirusa se radi.

PCR pozitivnih bilo je 148 jedinki, od kojih 88 na infekciju kozjim herpesvirusom 2, a
53 na limfotropni kozji herpesvirus, dok za ostale nije utvrdena vrsta virusa. Devet jedinki
bilo je seroloski pozitivno na kozji herpesvirus 1. Udio pozitivnih rezultata PCR pretrage
skupnih uzoraka se statisticki znacajno razlikovao izmedu promatranih farmi (P=0,0445),

pojavnost dokazanih herpesvirusa se statisticki znacajno razlikovala na istrazivanim



farmama (p=0,0023), kao i medu pasminama (p=0,0071). Statisticki znac¢ajna bila je
razlika (p<0,0082) u broju limfocita izmedu negativnih (40,4) i pozitivnih (30,75)
uzoraka, kao i razlika izmedu pojedinih vrsta kozjih herpesvirusa (CpHV-1 34,37,
CpLHV 27,34; p<0,01). Medu tjelesnim mjerama jaradi tendenciju prema statisticki
znacajnoj razlici (p=0,08) zabiljezena je u opsegu glave. Porodajna masa jaradi statisticki
se znacajno razlikovala izmedu CpHV-2 i negativnih odnosno koza inficiranin s CpLHV,
kao i broj porodene jaradi. Statisti¢ki je znacajno da je tjelesna masa jaradi po odbicu bila
veéa U pozitivnih jedinki (p=0,005). Postoji statisticka znacajnost izmedu koli¢ine
proizvedenog kolostruma izmedu pozitivnih i negativnih jedinki. Znacajan utjecaj na
reprodukciju nije uocen, 0sim da koze s negativnom PCR pretragom obrisaka nosa i
stidnice daju viSe jaradi u odnosu na koze inficirane s CpHV-2 i CpHLV, te smanjene
mlije¢nosti u pozitivnih koza. Takoder, po prvi puta izoliran je uzro¢nik kozjeg

herpesvirusa iz mlijeka, §to daje jasniju sliku na puteve Sirenja.

Kljuéne rijeci: kozji herpesvirus, reproduktivna uspjesnost, epizootiologija, molekularna

i seroloska dijagnostika, Hrvatska



EXTENDED ABSTRACT

Influence of herpesvirus infection on reproduction in goats

INTRODUCTION

There are four known species of herpesviruses in goats. There is no evidence of the
clinical manifestation of the infection. Thus infection is considered to be inapperent. It
has been proven that some herpesviruses can cause malignant catarrhal fever (MCF) in
susceptible ruminants and can have a negative effect on reproduction. Together with the
clinical examination results, mucosal swabs, blood and milk samples and epizootiological
data were collected to determine the prevalence, clinical manifestation and infecton risk
factors on individual and farm levels. Reproductive parameters were compared between
infected and non-infected goats. The infection's influence on the growth and development
of the kids was determined by comparing the body measures of the offspring after
kidding. Obtained results could provide us with better insight into epizootiology and

pathogenesis of herpesvirus infections in goats.
MATERIAL AND METHODS

The research was conducted on four farms in Croatia that had different goat breeds.
Two farms consisted of the Alpine breed and two of the Saanen breed. Sample collection
began in February 2022 and ended in May 2023. Farms were selected based on the
availability of animals for sampling and the absence of systematic immunoprophylaxis
for goat herpesvirus infection. The study included goats and bucks of various ages, and
sampling was conducted during two stressful periods in goat farming — during pregnancy
at two intervals: 30-40 days or 60-80 days post-breeding and during the early puerperium,
i.e., within a month after giving birth. Before sampling, an epizootiological form was
completed together with the owners, which included data on the age and sex of the
individual, parity, management practices, and any health problems, as well as information
on the number of kids born stillborn, weaning, birth weight, and physical measurements
of the kids. Additional epizootiological data were collected during anamnesis, as well as
data on past fertility parameters and possible pregnancy pathologies. For the research,

samples were taken from the nasal and vaginal mucosa in females and prepuce in males;



blood was drawn from the jugular vein into two tubes, and a milk sample was taken along
with an examination of the udder. A general clinical examination of each individual was
also performed. During the breeding season, 30 to 40 days post-breeding, pregnancy
diagnostics were performed using transabdominal ultrasound examination, and on some
farms, fetometry was performed during the first and second trimesters of pregnancy. Due
to the initial assumption of a lower prevalence of the disease, pooled samples of vaginal
or preputial swabs and nasal mucosa were first created. The prepared samples were
thawed at room temperature and mixed using a vortex mixer. After mixing, 100 pL of
phosphate buffer with the nasal mucosa swab sample and 100 pL of phosphate buffer
with the nasal swab sample from the same individual were taken using a pipette, and viral
DNA was extracted according to the protocol below. If the test showed a positive reaction,
the samples were re-isolated, but separately for the nasal mucosa and separately for the
vaginal or preputial mucosa to determine the route of virus shedding. In addition to these
samples, milk samples from goats during lactation and immediately after birth

(colostrum) were prepared for PCR testing.

For the extraction of total DNA from the samples, the commercial IndiSpin Pathogen
Mini Kit (INDICAL BIOSCIENCE, Leipzig, Germany) was used according to the
manufacturer's instructions. Panherpes PCR (VanDevanter et al., 1996) is a nested PCR
method used to amplify a portion of the herpesvirus DNA polymerase gene of
approximately 800 base pairs. For performing the PCR reaction, a BioRad MJ Mini
Personal Thermal Cycler (BioRad, Richmond, USA) was used.

After completion of the PCR cycles, PCR products were analysed by agarose gel
electrophoresis. The gel was stained with an appropriate DNA stain (e.g., ethidium

bromide) and visualised under UV light.

The nucleotide sequence of the amplified segment of viral DNA was determined for the
purpose of molecular typing and phylogenetic analysis of small ruminant herpesviruses
in Croatia. Macrogen, Amsterdam, Netherlands, determined the nucleotide sequence
using the ABI PRISM BigDye Terminator Kit (Applied Biosystem, Carlsbad, California,
USA) on the 3730 x 1 DNA analyzer from the same manufacturer. The same primers as

in the described PCR method were used.



Further analysis of DNA sequences was performed using the MEGA 11 software (Kumar
et al., 2016). This software facilitated multiple alignments of DNA sequences and
identification of polymorphic sites within each sample sequence. Using the maximum
likelihood (ML) method, nucleotide sequences of the amplified viral DNA segments were
compared with available sequences from the NCBI gene bank for specific types of small

ruminant herpesviruses and cattle.

An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to diagnose CpHV-1 in the
Virology Laboratory of the Department of Microbiology and Infectious Diseases with the
Clinic, Veterinary Faculty of the University of Zagreb. Blood samples from goats were
tested using the Eradikit TM CpHV1 (IN3 Diagnostics, Torino, Italy) indirect ELISA for

serological diagnosis of goat herpesvirus 1 infection.
RESULTS

In this study, sampling was conducted on 248 individual goats across four different farms.
There were 242 goats and 6 bucks. On farm labelled 1, 155 goats were sampled; on farm
labelled 2, there were 44 goats; on farm labelled 3, there were 13 goats; and on farm
number 4, a total of 36 goats. There were 199 Alpine breed goats (farms 1 and 2), and
49 Saanen breed goats (farms 3 and 4). Each farm followed a very similar reproductive
management, considering the seasonality of the sexual cycle. On farms 2 and 3, the goats
were kept in two random herds, separated by a solid wall, while on farms 1 and 4 they
were divided by age categories, separated by a grid fence. Deworming methods were the
same on all four farms. Clinical examination findings were available for all individuals
in the study and a complete blood count for 233 individuals. Using the PCR method, a
total of 233 pooled samples of nasal and vulvar or preputial mucosa swabs were
examined. From the obtained positive samples, sequence analysis was performed on 141
of them, and such pooled samples were isolated separately again, to determine the
pathways of virus excretion. In addition, 184 samples of goat milk were examined with
PCR. Serological diagnostics for exposure to CpHV-1 were conducted on 233 goat blood
sera, and for exposure to Arthritis-encephalitis virus on 210 samples. Body measurements

were taken on 77 kids, and foetometric measurements on 20 fetuses



The prevalence of goat herpesviruses (CpHV-2 and CpLHV) on the investigated farms
was 62.29%. Out of 227 animals, CpHV-2 was detected in 38.76% of them, while CpLHV
was present in 23.34%. A swab of the vulvar or preputial mucosa was positive in 61% of
cases of CpHV-2 infection, and a nasal mucosa swab was positive in 79% of infected
goats. In contrast, for samples where CpLHV was detected, the vulvar or preputial
mucosa swab was positive in 83.61% of cases, and the nasal swab was positive in 60.66%
of the tested samples. The proportion of positive PCR test results for pooled samples
differed statistically significantly between the observed farms (P=0.0445), and the
occurrence of confirmed herpesviruses also differed statistically significantly on the
investigated farms (p=0.0023) as well as among breeds (p=0.0071). A statistically
significant difference (p<0.0082) was observed in the number of lymphocytes between
negative (40.4) and positive (30.75) samples, as well as between different types of goat
herpesviruses (CpHV-1 34.37, CpLHV 27.34; p<0.01). Among the physical
measurements of kids, a tendency towards a statistically significant difference (p=0.08)
was recorded in head circumference. The birth weight of kids differed statistically
significantly between CpHV-2 and negative or CpLHV-infected goats, as did the number
of offspring. Statistically significant was the observation that the body weight of kids at
weaning was higher in positive individuals (p=0.005). There was a statistically significant
difference in the amount of colostrum produced between positive and negative
individuals. No significant impact on reproduction was observed, except that goats with
negative PCR tests of nasal and vulvar swabs produced more kids compared to goats
infected with CpHV-2 and CpHLYV, and there was reduced milk yield in positive goats.
Additionally, for the first time, a goat herpesvirus was isolated from milk, providing a

clearer understanding of transmission pathways.



CONCLUSIONS

1. Goat herpesviruses are present in the territory of the Republic of Croatia, with
confirmed species being CpHV-2 and CpHLV, and evidence of exposure to the
CpHV-1 virus.

2. Farm management and animal husbandry significantly affect the prevalence of the
virus as well as differences in clinical findings.

3. Infected individuals exhibit pronounced lymphopenia, especially with CpLHV
infection, although within the reference hematological values for goats.

4. Despite the high prevalence, the percentage of pregnant individuals did not differ
from usual values.

5. Goats whose nasal and vulvar mucosal swab samples tested negative by PCR had a
higher number of offspring compared to positive goats, with a notable difference
concerning the infection.

6. Despite the high prevalence, the percentage of pregnant individuals did not differ
from usual values.

7. Goats infected with CpHLV give birth to kids with smaller head circumferences,
while infection with CpHV-2 results in fewer kids with higher birth weights.

8. CpHV-2 and CpHLYV can be excreted in milk and cause a drop in milk production,
especially during infection with CpHV-2 and during the first month of lactation.

Key words: Goat herpesviruses, Reproductive parameters, epizootiology, molecular and

serological diagnostics
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POPIS KRATICA

CpHV-1 = kozji herpesvirus 1 (engl. Caprine herpesvirus 1)

CpHV-2 = kozji herpesvirus 2 (engl. Caprine herpesvirus 2)

CpLHV = kozji limfotropni herpesvirus ( engl. Caprine lymphotropic herpesvirus)
OVHV-2 = ov¢ji herpesvirus 2 (engl. Ovine herpesvirus 2)

PCR = metoda lancane reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)
ELISA= imunoenzimni test (engl. Enzyme Linked Immunoassay)

RH = Republika Hrvatska

MKG = maligna kataralna groznica

OVHV-1 = ov¢ji herpesvirus 1 (engl. Ovine herpesvirus 1)

BoHV-1 = govedi herpesvirus 1 (engl. Bovine herpesvirus 1)

CaHV-1 = pse¢i herpesvirus 1 (engl. Canine alphaherpesvirus 1)

GnRH = gonadotropin otpustajuc¢i hormon (engl. gonadotropin releasing hormone)
LH = luteinizacijski hormon

FSH = folikulo-stimuliraju¢i hormon

UO = umjetno osjemenjivanje)

CL = zuto tijelo (lat. corpus luteum)

PGF,, = prostaglandin F,

mm = milimetar

MOET = multipla ovulacija i embriotransfer

eCG = konjski korionski gonadotropin (engl. equine chorionic gonadotropin)

cm = centimetar



CRL = duzina od tjemena do trtice (engl. crown-to-rump lenght)

BPD = Biparijetalni promjer (engl. biparietal diameter)

RS = Fetalni medurebreni prostor (engl. rib space)

TD = mjera promjer trupa (engl. trunk diameter)

ml = milimetar

IgG = imunoglobulini skupine G (dok imunoglobulini skupine A (IgA) i M (IgM)
IgA = imunoglobulini skupine A

IgM= imunoglobulini skupine M

BVDV = virus proljeva goveda (engl. Bovine viral diarrhea virus)

kg = kilogram

CAEV = virus artritis encefalitis koza (engl. Caprine arthritis encephalitis virus)
DNK = deoksiribonukleinska kiselina

SAD = Sjedinjene Americke Drzave

CIELISA = kompetitivni inhibicijski imunoenzimni test (engl. Competitive Inhibition-
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

AlIHV-1= alcelaphine herpesvirus 1

BLHV = govedi limfotropnim herpesvirusom (engl. Bovine lymphotropic herpesvirus)
OIS = op¢i infekciozni sindrom

SZS = sredisnji zivéani sustav

Mg2+ = magnezij

SV = srednja vrijednost

OD = opticka gustoca (engl. optic density)

ul = mikrolitar
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1. UVOD

Prema GodiSnjem izvjeS¢u za ovcarstvo, kozarstvo i male Zivotinje za 2023.
godinu, kozarstvo ukupan broj koza na kraju 2023. godine bio je 62.748, od Cega je
uzgojno valjanih 7.804 grla (ANONYMOUS, 2023.). U odnosu na prethodnu godinu
ukupan broj uzgojno valjanih koza je manji za 4,7 %, te je nastavljen trend pada broja od
2021. godine. Najveéi broj zivotinja je u sjeverozapadnim dijelovima RH, u
Varazdinskoj 1 Medimurskoj zupaniji, s najveéim brojem grla pasmine alpina.
Udinkovitost uzgoja je odredena uspjeSnim reproduktivnim  parametrima
(ALEMAYEHU i sur., 2021.). Obzirom na sezonsku poliestri¢nost koza, kao pokazatelji
reproduktivne uspjesnosti uzimaju se podaci o broju ojarene jaradi, dobi pri prvom
jarenju, razmaku izmedu jarenja, postotku jarenja, pobacaja i odbijene jaradi
(ALEMAYEHU 1 sur., 2021.). Gubici jaradi se uobiCajeno izrazavaju kao postotak
mrtvorodene i postotak jaradi koja ugine prije odbica (MELLADO i sur., 2004.;
MELLADO i sur., 2006.). Uzroci smanjene reproduktivne uspjesnosti su brojni, a

neovisno o vrsti domacih zivotinja infekcije zauzimaju znacajno mjesto medu njima.

Poznato je da porodica Herpesviridae moze uzrokovati reproduktivne poremetnje
uzrokujuc¢i pobacaje u mnogih vrsta domacih Zivotinja te zahvaca i Ziv€ani 1 zljezdani
sustav (ADAMS i CARSTENS, 2012.). Do danas je poznato 138 vrsta herpesvirusa.
Cijela porodica herpesvirusa podijeljena je na tri podporodice: alfaherpesvirusi,
betaherpesvirusi 1 gamaherpesvirusi. Alfaherpesvirusi imaju velik broj mogucih
domacina te ova porodica ukljucuje rod Varicellovirus koji u veterini imaju najvece
znacenje. Virusi iz te skupine imaju kratak replikacijski ciklus (24 sata) pa obi¢no naglo
prouzroce razaranje stanica, a znacajka im je da redovito ostaju trajno latentni u ziv€éanim
stanicama. Betaherpesvirusi imaju manji znafaj u veterinarskoj medicini.
Gamabherpesvirusi ukljucuju razmjerno malu skupinu virusa koji prouzrokuju malignu

kataralnu groznicu (MKG) u goveda, ovaca, jelena i drugih prezivaca.

Govedi herpesvirus 1 (BoHV-1) povezan je sa smanjenjem mlije¢nosti u
subklini¢kim infekcijama seronegativnih jedinki koje serokonvertiraju (HAGE i sur.,
1998.). Poznato je da uzorkuje i nekoliko sindroma (zarazni govedi rinotraheitis, zarazni

pustularni vulvovaginitis/balanopostitis te fatalnu multisustavnu infekciju u mladuncadi).



U fazi viremije, latentno prisutni BoHV-1 dolazi i do reproduktivnih organa te fetusa
(CHASE 1 sur., 2017.) utjecu¢i na koncepciju, koncentraciju progesterona (MILLER 1
VAN der MAATEN, 1987.), uzrokuju¢i prolaznu neplodnost, embrionalnu smrtnost i
pobacaje (CHASE i sur., 2017.; QUEIROZ-CASTRO i sur., 2019.). Sam mehanizam
prijenosa virusa s krave na plod jo$ nije razjasnjen iako je najvjerojatnije rije¢ o
uteroplancetalnom prijenosu zahvaljujuéi epiteliotropnosti samog virusa, i/ili prijenosom
iz tkiva maternice i vezanjem za zonu pellucidu na jajnoj stanici (QUEIROZ-CASTRO i
sur., 2019.). Nadalje, kod pasa je poznat negativan ucinak na reprodukciju posljedi¢no
infekciji herpesvirusom kanida (engl. canide herpesvirus 1, CaHV-1) (GREENE i
CARMICHEL, 2006.). Osim promjena na sluznici spolnih organa u oba spola, kod kuja
se, osim kao neplodnost i nemoguénost koncipiranja, infekcija ocituje pobacajem,
mumifikacijom plodova, mrtvorodenim Stenadi, malim leglima te preranim Stenjenjem
(HASHIMOTO i sur., 1983.; EVERMAN, 1989.). Kod S$tenadi je najcesce rije¢ o
septikemijskoj infekciji sa Cestim smrtnih ishodom u prva tri tjedna po rodenju (GREENE
1 CARMICHEL, 2006.). Nakon infekcije, neovisno o klinickim znakovima, zivotinje
ostaju dozivotno latentno inficirane, a do reaktivacije dolazi u stanjima vezanima za stres,
ukljucujuci gravidnost (MIYOSHI i sur., 1990.; GREENE i CARMICHEL, 2006.), ali i
pocetak spolnog ciklusa, tj. proestrus i estrus (POSTE i KING, 1971.).

Koze su rezervoari ov¢jeg herpesvirusa 2 (engl. Ovine herpesvirus 2, OvHV-2) i
kozjeg herpesvirusa 2 (engl. Caprine herpesvirus 2, CpHV-2), koji kod drugih osjetljivih
vrsta uzrokuju 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 (engl. Caprine
lymphotropic herpesvirus, CpLHV) (LI i sur., 2001.). Jo§ poznati herpesvirusi malih
prezivaca su kozji herpesvirus 1 (engl. Caprine herpesvirus 1, CpHV-1), iz porodice
alfaherpesvirusa, te ov¢ji herpesvirus 1 (engl. Ovine herpesvirus 1, OvHV-1) koji je
prema zadnjim istraZivanjima svrstan u rod Macavirus gamaherpesvirusa (ZIAK i sur.,
2014.). Uz CpHV-2 i OVHV-2 CpLHV se smatra enzoonotskim gammaherpesvirusom u
stadima koza (CHMIELEWICZ i sur., 2001.).

Dosada$nje spoznaje o kozjim herpesvirusima proizasle su iz prac¢enja MKG-a,

dok su prve eksperimentalne studije pocCele u prvoj tre¢ini 20. stoljeca (DAUBNEY i



HUDSON, 1936.). OvHV-2, koji postoji kao sveprisutna infekcija domacih ovaca (Ovis
aries), zbog kozmopolitske rasprostranjenosti ovaca odgovoran za vec¢inu slucajeva
MKG-a u svijetu (LI i sur., 2001.; AAYESHA i sur., 2021). Mnogim istrazivanjima,
uzorkovanjem ovaca i koza te goveda koji su zajedno kohabitirali na pasnjacima,
potvrdena je povezanost CpHV-2 (CHMIELEWICZ i sur., 2001.; LI i sur., 2001.), ali i
CpLHYV s pojavom MKG (LI i sur., 2001.).

Kao uzro¢nik reproduktivnih problema u zadnjih desetak godina se u koza izdvaja
kozji herpervirus 1 (eng. Caprine herpes virus 1; CpHV-1). U tri stada s dokazom
infekcije CpHV-1 u Sjevernoj Americi, UZAL i sur., (2004.), opisuju pojavu pobacaja,
vulvovaginitisa, balanopostitisa i respiratorne poteSkoce kao moguce klinicke znakove
bolesti, iako ih vecéina prolazi subklini¢ki. Novija seroloska istrazivanja ukazuju na vece
prisustvo infekcija u mediteranskim zemljama, poput Spanjolske, Italije i Gréke, sa
seroprevalencijom od 30-40% (TEMPESTA i sur., 2001.; SUAVET i sur., 2016.). S
obzirom na ulazna vrata virusa te izlucivanje preko sluznica reproduktivnog sustava,
spolni put se smatra najvaznijim za prijenos infekcije (TEMPESTA 1 sur., 2002.), a
dokazan je i u¢inak estrusa, medu ostalima, kao rizi¢nog ¢imbenika za nastup infekcije
(SUAVET i sur., 2016.). Virus je dokazan i kao uzro¢nik ne samo pobacaja vec i jarenja
avitalne jaradi (WILLIAMS i sur., 1997.), iako nije dokazan prijenos virusa s odraslih
jedinki na jarad (MCCOY i sur., 2007.).

U Republici Hrvatskoj podaci o prosirenosti herpesvirusnih infekcija u koza su
vrlo oskudni. Prema MATIJEVIC, (2022.), prevalencija herpesvirusa koza u RH na
podrucju Gline je iznosila od 9,8 do 11,6%. lako postoje brojna istraZvanja o utjecaju
herpesvirusnih infekcija na reprodukciju u razlicitih vrsta domacih zivotinja o njihovom

utjecaju na reprodukciju koza, osim ogranicenih istrazivanja CpHV-1, ne postoje podaci.



2. PREGLED DOSADASNIIH SPOZNAJA

2.1. FIZIOLOGIJA RASPLODIVANIJA KOZA
2.1.1.Spolni ciklus koza

Spolni, odnosno estrusni ciklus definira se kao vremensko razdoblje izmedu dva
uzastopna estrusa (MIOC i PAVIC, 2002.; FATET i sur., 2011.). Koze su u podruju
umjereno kontinentalne klime sezonski poliestri¢ne zivotinje (engl. short day breeders)
sa sezonalno$¢u vezanom za kratke dane. PocCetak i trajanje sezone ovise 0 mnogim
¢imebnicima, poput pasmine, klime, fizioloskog statusa jednike, utjecaja muzjaka,
sustava uzgoja i fotoperioda (LUO 1 sur., 2019.). Anestrus se na sjevernoj polutki ve¢inom
javlja tijekom proljeca (travanj, svibanj). Spolni ciklus traje 20-21 dan, a fizioloSki raspon
iznosi od 18 do 22 dana. Na pocetku i kraju rasplodne sezone moguéi su i kratki ciklusi
u trajanju od pet do sedam dana (SMITH, 1997.). Estrus traje 24-72 sati, naj¢esce 36 sati,
a ovulacija se javlja pred kraj estrusa, 30 do 36 sati od pocetka estrusa (MELLADO i sur.,
2016.; GRIZELJ i sur., 2022a, 2022b.). Koze ovuliraju jednu do tri jajne stanice tokom
estrusa (LUO i sur., 2019.; GREYLING, 2010.). Obi¢no radaju vise od jednog ploda, a
gravidnost traje 149 dana (144-156 dana) (MOBINI i sur., 2002.). Jarad se najéescée rada
u proljece, kad je prirodno najveca dostupnost hrane i pogodna je vanjska temperatura

(GRIZELJ i sur., 2011.).

Duljina dana utje¢e na sezonu parenja i u ovaca i koza (SHELTON, 1978.;
LEGAN i KARSCH, 1980.; KARSCH i sur., 1984.), preko melatonina, koji se smatra
glasnikom duljine dana. Naime, dulje trajanje no¢i rezultirat ¢e duljim izlu¢ivanjem
melatonina koji ¢e preko kisspeptina potaknuti hipotalamus na izluc¢ivanje gonadotropin
otpustajuceg hormona (engl. gonadotropin releasing hormone, GnRH). GnRH se putem
hipotalami¢no-hipofiznog portalnog sustava transportira do adenohipofize koja je
odgovorna za izlu¢ivanje gonadotropnih hormona: luteinizacijskog hormona (LH) i
folikulo-stimuliraju¢eg hormona (FSH). LH u muzjaka potiCe testise na izluCivanje
testosterona, a u zenki potice izluCivanje estrogena i progesterona (CHEMINEAU i

DELGADILLO, 1994.). Folikulo-stimuliraju¢i hormon poti¢e rast folikula na jajnicima.



Stoga se na spolni ciklus koza i ovaca moze utjecati i manipulacijom svjetlosnog rezima
(LEGAN i KARSCH, 1980.; KENNAWAY i sur., 1983.). Osim duzine dana, tj,
fotoperioda, na ciklus utjece i temperatura i koli¢ina padalina, pasmina koza, hranidba,
zdravstveni status te nazo¢nost jarca (SAMARDZIJA i sur., 2010.). Spolni ciklus u koza
traje 18-22 dana, folikularna faza traje tri do Cetri dana, dok lutealna faza traje oko 17
dana (ZARKAWI i SOUKOUTI, 2001.; GRIZELJ i sur., 2011.). Spolni ciklus se sastoji
Cetiri faze: proestrus, estrus, metestrus i diestrus. Proestrus i estrus se zajedno ¢ine
folikularnu fazu, a metestrus i diestus lutealnu fazu. Nadalje, ovisno o promjenama na
jajovodima, maternici i rodnici, proestrus i estrus se mogu definirati i kao proliferativna,
a metestrus i diestrus kao sekrecijska faza. U nasim krajevima, sezona spolne aktivnosti
koza traje od zavrSetka kolovoza do kraja prosinca, s vidljivim anestrusom od veljace do
svibnja (CORTEEL, 1977.; SHELTON, 1978.; CHEMINEAU i sur., 1992.). Proestrus je
kratko razdoblje pojacane aktivnosti spolnih organa. Kao posljedica luc¢enja estrogena iz
folikula, na endometriju se javlja kongestija i edem, sluznica rodnice je hiperemicna te se
povecava broj slojeva stanica u njenom epitelu, a povrsinski sloj oroznjava. Njegovo
trajanje je jedan do dva dana, dok u mladih koza traje krace. Estrus je razdoblje spolnog
zara odnosno faza u kojoj se koza mrce i spremna je za pripust odnosno osjemenjivanje.
Koze tijekom mrkanja pokazuju interes za muzjakom, njuskaju ga, masu repom, mekecu,
uriniraju blizu muZzjaka, stidnica im je edematozna te se pojavljuje manja koli¢ina
vaginalnog iscjetka, moze do¢i do prolaznog pada apetita i mlije¢nosti (ROMANO i
FERNANDEZ ABELLA, 1997.; SAMARDZIJA i sur., 2010.). Takoder, mijenja se
ponasanje iz proceptivnog u receptivno odnosno iz ponasanja trazenja muzjaka i
iskazivanje interesa u prihvacanje naskakivanja i parenja u punom estrusu (GRIZELJ i
sur., 2011.). Osim $to koze mijenjaju ponasanje, mijenjaju ga i jarci, Koji intenzivno
pokazuju flehmen reakciju. To je reakcija u kojoj muzjak zavrne gornju usnicu prema
gore 1 udahne zrak koji sadrzi feromone kroz Jakobov, odnosno vomeronazalni organ.
Osim flehmen rekacije jarcevi i mekecu te pokusavaju zaskociti koze koje su u estrusu.
(GELEZ i FABRENYS, 2004.). Kvaliteta estrusne vaginalne sluzi mijenja se tijekom
trajanja mrkanja S$to veterinarima ponekad, u slu¢aju provodenja umjetnog
osjemenjivanja (UO) bez prethodne hormonalne sinkronizacije, predstavlja vazan
orijentir za odredivanje optimalnog vremena za UO. Sluz je prozirna i rijetka na pocetku

tjeranja, kasnije se zamucuje i postaje ljepljiva da bi na kraju mrkanja postala sirasta



(SAMARDZIJA i sur., 2010.; GRIZELJ i sur., 2011.). U estrusu dolazi do daljnjeg
povecéanja koli¢ine estrogenih hormona §to ¢e za posljedicu imati ovulaciju. Njegovo
trajanje ovisit ¢e o broju ovulacija i trajat ¢e dulje ako koza ovulira vise folikula. Broj
ovuliranih jajnih stanica povecava se s viemenom i svoj vrhunac dostize u koza izmedu
trece i Seste godine zivota. Broj ovuliranih jajnih stanica ovisi o dobi koze, pasmini,
reproduktivnom i hranidbenom statusu, godisSnjem dobu i1 gojnom stanju. Tako ¢e se
sredinom pripusne sezone javljati najviSe ovulacija U koza drzanih na pravilnom
hranidbenom rezimu odnosno onih u kojih je primjenjen tzv. flushing (NUGROHO i sur.,

2021.), tj. pojacan rezim ishrane u razdoblju neposredno prije pocetka rasplodne sezone.

Nakon estrusa slijedi metestrus u kojem dolazi do stvaranja Zutog tijela, odnosno corpus
luteum (CL) pod utjecajem LH i prolaktina. Zatim slijedi diestrus, odnosno razdoblje
aktivnosti zutog tijela i traje 13 do 14 dana (SAMARDZIJA i sur., 2010; FATET i sur.,
2011.). U ovoj fazi zuto tijelo sazrijeva, izlucuje velike koli¢ine progesterona, a maternica
se priprema za prihvat zametka. Ukoliko ne dode do oplodnje, dolazi do lucenja
prostaglandina F», (PGF2q ) iz endometrija i posljedi¢ne luteolize odnosno regresije zutog
tijela 1 smanjenja koli¢ine progesterona. Ukoliko je doslo do oplodnje, nece do¢i do
regresije zutog tijela ve¢ ¢e ono 1 dalje izlucivati progesteron §to ¢e u koza odrzavati

graviditet do porodaja (FATET i sur., 2011.).

2.1.2.Folikularna dinamika

Spolni ciklus moze se podjeliti u dvije faze: folikularnu, koja traje tri do Cetiri
dana, i lutealnu, koja traje 17 dana (GRIZELJ i sur., 2011.). Folikularna faza odnosi se
na nastanak ovulatornog folikula i ukljucuje sazrijevanje gonadotropin-ovisnog folikula
do ovulacije (terminacija). Tijekom procesa odabira dominantnih folikula kod uniparnih
Zivotinja, zbog razlicite osjetljivosti folikula na povecanje koncentracije gonadotropina,
izabire se nekoliko osjetljivih folikula. Djelovanjem FSH-a, ti osjetljivi folikuli
povecavaju broj granuloza stanica i volumen folikularne tekucine, §to rezultira rastom
folikula. Proces regrutacije, razvoja, odabira i ovulacije folikula su primarni ¢imbenici
koji utjeu na plodnost koza. Tijekom razvoja folikula, regrutacija primordijalnih
folikula, razvoj preantralnih folikula, odabir antralnih folikula, te sazrijevanje i ovulacija

dominantnih folikula su klju¢ni ¢imbenici koji odreduju broj i kvalitetu oocita te igraju



kljuénu ulogu u odredivanju postotka koncepcije i broja mladunc¢adi kod koza
(LEBOEUF i sur., 2008.). FSH izlucen iz hipofize poti¢e razvoj folikula, omogucavajuci
odabir kohorte gonadotropin-ovisnih antralnih folikula veli¢ine 2-3 mm u promjeru koji
pocinju rasti. Samo dva do tri takva folikula dosegnu promjer od Cetiri mm, ¢ime se vrsi

selekcija i ulazak u fazu dominacije.

Pod utjecajem LH, dominantni folikuli postizu preovularnu veli¢inu (Sest do devet
mm u promjeru), dok manji folikuli degeneriraju i atreziraju (NAGAMALLESWARI i
sur., 2004.). Degeneracija i atrezija dominantnih folikula se dogada i za vrijeme lutealne
faze, dok je visoka koncentracija progesterona. Prestankom dominacije pocinje novi
folikularni val. Dakle, rast folikula slijedi valovit uzorak tijekom ciklusa jer ovisi 0
lu¢enju hormona i koncentraciji progesterona, a karakterizira ga redoslijed od tri dogadaja
ovisna 0 gonadotropinima: odabir, selekcija i dominacija (DRIANCOURT 2001.).
Posljednji val koji se razvija za vrijeme folikularne faze, po luteolizi i padu koncetracije
progesterona, rezultira ovulacijom dominantnih folikula. Istrazivanja pri kojima se ¢inio
viSestruki uzastopni pregled ultrazvukom ukazuju na postojanje izmedu dva i Sest
folikularnih valova tijekom spolnog ciklusa koza, a najcesc¢i su spolni ciklusi sa tri ili
cetiri vala (EVANS 2003.; SIMOES i sur., 2006.).

2.1.3. Sezonalnost muzjaka

Muzjaci takoder pokazuju velike promjene u spolnoj aktivnosti. Sezona
razmnozavanja mlije¢nih jaraca pocinje rano jeseni i zavrSava kasno zimi. Spolno
ponasanje, veliina testisa, indeks spermatogenetske aktivnosti te kvantitativna i
kvalitativna proizvodnja sperme jaraca dramati¢no opada tijekom razdoblja spolnog
mirovanja. Procjena reproduktivnih funkcija mlije¢nih jaraca obi¢no se provodi u dobi
izmedu sedam i devet mjeseci starosti u pojedinaénom boksu s 15 prikupljanja ejakulata
tijekom pocetka sezone parenja. Pri tome se kod mladih jar¢eva ejakulat prikupljaja dva
puta tjedno, dok se zrelim jarCevima moze prikupljati od tri do pet puta tjedno
(SAMARDZIJA i sur., 2010.).



2.1.4. Nastup puberteta

U intenzivnim uzgjima, Siljezice bi trebale uci u pubertet sa sedam mjeseci 1 jariti
se prvi put u dobi od 12-14 mjeseci, Sto mora biti popra¢eno i radom na selekciji i
adekvatnom hranidbom (MELLADO, 2016). Vecina koza ulazi u pubertet u ranoj dobi
od sest do osam mjeseci (SMITH, 2007), a muzjake bi trebalo odvojiti od zenki u dobi
od pet mjeseci (SHELTON, 1987.). lako fotoperiod ima utjecaj na nastup puberteta,
Siljezice se ne bi trebale pripustati dok ne dosegnu minimalno 60-70 % svoje odrasle
tezine (MOBINI, 2000.; GREYLING, 2010.; CLUNE i sur., 2021.). Prerano pripustanje
kasnije ojarenih jedniki rezultira manjim tjelesnim okvirom, $to moZe utjecati na
prolifi¢nost jedinke tokom Zivota, na njenu smanjenu produktivnost, ali 1 na veli¢inu

legla.

2.2. DRZANIJE KOZA

Koze mlije¢nih pasmina se u RH u pravilu drze u poluintenzivnim uvjetima, koji
ukljucuju boravak na pasi, ili u posve intenzivnim uvjetima uzgoja. lzvori stresa kod koza
su mnogobrojni, ukljucujuéi ograni¢avanje boksevima, upravljanje stajama, transport,
promjene sezona, visoke temperature, nepoznate okoline i slicno. Nakon dugotrajne
1zlozenosti stresu, koze razvijaju fizioloske mehanizme koji im omogucuju toleranciju na
stres. Stres uzrokuje promjene u ponasanju i fiziologiji te aktivaciju adrenomedularnog
odgovora putem oslobadanja hormona kateholamina (adrenalin i noradrenalin) koji
pojacavaju brzinu otkucaja srca, tonus misica, krvni tlak i druge fizioloske i ponaSajne
promjene koje omogucavaju zivotinji da izdrzi stresne situacije. Drugi hormonski
odgovor pokrece se unutar nekoliko minuta od pocetka stresa, §to dovodi do sinteze 1
oslobadanja glukokortikoida (kortizola ili kortikosterona) koji imaju Sirok raspon ucinaka
na imunoloski i reproduktivni sustav (KRUGER i sur., 2016.). SO-IN i SUNTHAMALA
(2023.), dokazuju da postoje razlike izmedu ekstenzivnog, poluekstenzivnog i intezivnog
(farmskog) drZzanja koza, te da su koze drzane intenzivno u skupini najizloZenijoj stresu

a time 1 podloznije infekcijama odnosno parazitarnim infestacijama.



2.3. TEHNOLOGIJA RASPLODPIVANJA KOZA

Asistirana reprodukcija podrazumijeva metode kojima u kontroliranim uvjetima
rasplodujemo Zivotinje, utjeCuci na poboljSanje plodnosti i odabiruci pozeljna genetska
svojstva, prema zeljenim proizvodnim osobinama (MAPLETOFT i HASLER, 2005.;
LUO i sur., 2019.). Osim broja, naglasak se stavlja i na kvalitetu dobivenog potomstva..
Generacije asistirane reprodukcije su umjetno osjemenjivanje (UO), multipla ovulacija i
embriotransfer (MOET), proizvodnja zametaka in vitro te dijeljenje zametaka, kloniranje
i transgeneza (AMIRIDIS i CSEH, 2012.). Asistirana reprodukcija, odnosno
biotehnologija rasplodivanja omogucéava genetski napredak stada gdje se dobiva veliki
broj potomaka od najkvalitetnijih Zivotinja, olakSava moguénost medunarodnog
transporta, trgovine sjemena 1 smrznutih zametaka, smanjuje rizik Sirenja zaraznih bolesti
te poveéava ponuda visokokvalitetne genetike (SAMARDZIJA i sur., 2010.; AMIRIDIS
i CSEH, 2012.). U kozarstvu u RH od minornog je znacaja koristenje UO-a, dok se ostale

metode asistirane reprodukcije u pravilu koriste samo za o¢uvanje autohtonih pasmina.

2.3.1. Prirodni pripust

U RH, prirodni pripust ostaje najces¢e koriStena metoda parenja u koza. Razlikuje
se nekoliko metoda prirodnog pripusta: metoda divljeg parenja, metoda klasnog parenja,
metoda haremskog parenja i metoda skoka iz ruke. Razlikuju se u mjeri kojom se
kontrolira datum parenja, ali i nadinu i detaljnosti evidencije sparivanje jarCeva sa
kozama, u svrhu poznavanja oc€instva ali i organizacije jarenja. Kod metode divljeg
parenja nema nikakve evidencije, i najviSe se koristi u posve ekstenzivnim sustavima
drzanja zivotinja. Obzirom na nedostatak managementa, minimalno je potreban jedan
muzjak na 20-25 zenki. Kod klasnog parenja se odabiru Zenke na temelju poZzeljnih
svojstava, 1 pridruzuju se muZjacima ali bez daljenjeg biljezenja datuma parenja ili
oc¢instva. Grupira se 30-35 koza s jednim muzjakom. U haremskom sustavu, isklju¢ivo
jedan jarac boravi sa skupinom od 20 do 50 koza. Prednost u odnosu na prva dva nacina
jest poznavanje ocinstva, ali i dalje se ne zna datum pripusta i sezona jarenja je Siroka.
Metodom skoka iz ruke koze se pare sa to¢no odabranim muzjakom u optimalno vrijeme
u odnosu na estrus i ovulaciju. U ovom slu¢aju muzjaci se racionalnije iskoriStavaju,

pozanato je oCinstvo potomaka, kao i1 vrijeme pripusta i oCekivano vrijeme porodaja.



Jedan muzjak se tijekom sezone mozZe pariti s 50 do 80 Zenki (SAMARDZIJA i sur.,
2010.).

2.3.2. Umjetno osjemenjivanje

Umjetno osjemenjivanje je prva generacija biotehnologije rasplodivanja kojim je
postignuto veliki napredaku odnosu na pripust. Zbog kontrole zdravlja rasplodnjaka i
kvalitete ejakulata povecan je postotak koncepcije i muzjaci se racionalnije eksploatiraju.
Nadalje, smanjen je prijenos zaraznih bolesti, omoguceno je ubrzano genetsko
unaprijedenje stada koristenjem sjemena superiornijih muzjaka te je olakSan transport
sjemena visokovrijednih jedniki na veée udaljenosti (SAMARDZIJA i sur., 2010.).

Nazalost, u Republici Hrvatskoj se gotovo i ne koristi.

2.3.3. Reproduktivni menadzment

Obzirom na sezonalnost reprodukcije, 1 sve vecu potrebu trziSta za stalnom
opskrbom kozjim proizvodima, suvremeno kozarstvo je nezamislivo bez koriStenja
reproduktivnog menadzmenta, s naglaskom na mogucnost reprodukcije u prijelaznom
razdoblju 1/ili van sezone. Moguce je koriStenje hormonalnih i nehormonalnih metoda

sinkronizacije spolnog ciklusa (GRIZELJ i sur., 2011.).

Hormonalne metode se baziraju na primjeni gestagenskih preparata, prostagladina,
melatonina i njihovih kombinacija (ABECIA i sur., 2011.; ABECIA i sur., 2012,;
GONZALEZ- MALDONADO 1 sur., 2021.). Gestageni se naj¢eS¢e koriste u vidu
vaginalnih spuzvica ili implantanata, a mogu se koristiti i za vrijeme i van sezone.
Razlikuju se po koristenom sintetskom analogu progesterona i duljnini trajanja
izloZenosti gestagenima (ABECIA 1 sur., 2011.). Van sezone bitno je uvesti muzjake
odmah po prestanku djelovanja gestagena, tj. po vadenju spuzvica, a preporuca se
aplicirati 1 PGF2a 1 analoge GnRH 1ili FSH, kako bi se potaknuo rast folikula
(GONZALEZ- MALDONADO i sur., 2021). Osim gestagena, koriste se i aplikacije
prostaglandina, naj¢e$¢e dvokratne (ABECIA i sur., 2011.; ABECIA i sur., 2012;
GONZALEZ-MALDONADO i sur., 2021.), te hormonalni protokoli sa kombinacijama
GnRH i PGF2a (HOLTZ i sur., 2008., SPOLJARIC i sur., 2017.)
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Od nehormonalnih metoda, primjenu imaju svjetlosni rezimi te koriStenje utjecaja
muzjaka. Primjenom svjetlosnih rezima koji omogucuju umjetnu izmjenu dugih i kratkih
dana moguce je manipulirati spolnom aktivnos¢u koza i izazvati pojavu spolne aktivnosti
u razdoblju anestrusa ili u prijelaznom razdoblju kad se spolna sezona avansira (GRIZELJ
i sur., 2011). Koze se prvo izlazu dugim danima, sa 16 sati svjetla po danu, i nakon 8-12
tjedana se izlazu kratkim danima, sa osam sati svjetla po danu, u trajanju 8-12 tjedana,
nakon ¢ega krece sezona parenja. Ovisno o poc¢etku tretmana kratkim danima, moguce je
koristiti 1 implantante melatonina nakon =zavrSetka tretmana dugim danima
(CHEMINEOU i sur., 1992.). Alternativno, "utjecaj muzjaka" (engl. male effect) moze
biti u¢inkovit nacin za indukciju estrusa. Podrazumijeva naglo uvodenje muZzjaka u stado
u prijelaznom razdoblju, nakon minimalno Cetiri tjedna potpune razdvojenosti. Prvi estrus
koji nastupi 2-3 dana po uvodenju muzjaka je obi¢no kratak i neplodan, a plodni estrusi
se javljaju sinkrono pet do 11 dana po uvodenju muzjaka.. Bitan je i omjer od jednog
jarca na 10 koza (GRIZELJ i sur., 2011.).

lako je postotak estrusa dosta visok kod svih spomenutih metoda (u prosjeku iznad 90 %,
a i do 100 % u kombinaciji medroksiprogesteron acetata i eCG-a (engl. equine chorionic
gonadotropin, konjski korionski gonadotropin)), pototak koncepcije varira od 50 do 80
%, ovisno o koriStenom protokolu (MELLADO, 2016.; PELLICER-RUBIO i sur.,
2018.). Mnogi od ovih protokola omogucuju i parenje iz ruke, ali i umjetno
osjemenjivanje (PELLICER-RUBIO i sur., 2018.; GONZALEZ-MALDONADO i sur.,
2021.). Metode otkrivanja mrkanja na farmi najéeS¢e se svode na jarCeve probace
opremljene pregacama s bojom koji se uvode u odjeljke sa Zenkama, ili one na putu do
izmuziSta prolaze pokraj odjeljka s muzjacima te se u slucaju mrkanja zaustavljaju i
pokazuju interes za muzjakom (GRIZELJ i sur., 2015.). Nadalje, koristan je pregled
vanjskih spolnih organa u izmuzistu (edem stidnice, iscjedak) tijekom muznje. Unato¢
sezonalnosti reprodukcije,visoka razina plodnosti (71% do 78% jarenja) se, prema
PELLICER-RUBIO i sur., (2008.) mozZe ostvariti koriste¢i tretman koza s umjetnim
dugim danima i aplikacijom gestagena, te umjetnim osjemenjivanjem duboko smrznutim

sjemenom 52 sata nakon uvodenja jarca opremljenog pregacom.

11



2.4. GRAVIDITET

Graviditet u koza traje od 140 do 156 dana. Prva trecina, kojoj odgovara razdoblje
prvog mjeseca graviditeta, zapocinje oplodnjom. Za ovo vrijeme dolazi do implantacije
zametka, razvoja plodnih ovojnica i naglog rasta samog embrija. Neophodan je proces
maj¢inskog prepoznavanja gravidnosti kako bi se prevenirala luteoliza, a time i prekinuo
graviditet. Do centralne implantacije embrija u endometrij dolazi izmedu 15. 1 18. dana

(EDMONDSON i SHIPLEY, 2021.; SAMARDZIJA i sur., 2010.).

Nakon implantacije, u drugoj tre¢ini graviditeta, koja obuhvaca drugi i tre¢i mjesec
gravidnosti, dolazi do znacCajnoga rasta i razvoja posteljice, te ona naraste do svoje
konacne veli¢ine (FLINN 1 sur., 2020.; WINTER i PHYTHIAN, 2013.). Posteljica koza
spada u tzv. prislonjene placente, placenta apposita, kod kojih epitel korionskih resica
prilijeze uz materni¢ni epitel. Prema slozenosti placentalne barijere, rije¢ je o placenti
synepitheliochorialis (PASTOR-FERNANDEZ i sur., 2021.), gdje se korionske resice
vezu za endometrij na mjestima gdje se gubi materni¢ni epitel,. Prema razvijenosti
korionskih resica placenta prezivaca spada u placenta multiplex. Korionske resice nalaze
se na odredenim myjestima, tzv. kotiledonima, a njima nasuprot na endometriju su
karunkuli, dobro vaskularizirana mjesta bez materni¢nih Zlijezda. Spajanjem jednih s
drugima nastaju placentomi, (KOZARIC, 1997.), kojih u koza ima oko 160 do 180
(GORDON, 2017.). U ovom razdoblju iznimno je vazna visoka razina progesterona koja
sprjecava kontrakcije maternice te stimulira pojac¢ano lucenje endometrijalnih zlijezda Sto
je potrebno za daljnji razvoj embrija. Kod koza je CL glavni izvor progesterona tokom
cijele gravidnosti (SENGER, 2015.; EDMONDSON i SHIPLEY, 2021.). Razina
progesterona raste za vrijeme gravidnosti a nagli pad se opaza pred sam porod, kada raste
koncentracija estrogena (SENGER, 2015.). U drugoj tre¢ini graviditeta dolazi do

organogeneze, najosjetljivijega razdoblja graviditeta.

Zadnja tre¢ina, u koju se ubraja Cetvrti 1 peti mjeseca gravidnosti, je vrijeme izrazitog
fetalnoga rasta (WINTER i PHYTHIAN, 2013.). Osnovna diferencijacija ploda je
zavrSena, a nagla povecanja u masi i veli¢ini ploda mogu znatno opteretiti organizam

rodilie (EDMONDSON i SHIPLEY, 2021.; SAMARDZIJA i sur., 2010.). Iznimno je
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vazna razina estrogena kojega proizvodi posteljica. Pred porod estrogen dosize

maskimalnu koncentraciju, a po porodu naglo pada (SENGER, 2015.).

Na trajanje graviditeta, osim pasmine i nasljednih svojstava, utjecu i hranidba, nacin
drzanja zivotinja, podneblje u kojemu ih se uzgaja, ali i broj plodova koje rodilja nosi.

Koze su pluriparne te ¢eS¢e u leglu imaju po dva ili tri jareta.

2.4.1. Dijagnostika graviditeta

Dijagnostika graviditeta u koza neophodna je za bolju u¢inkovitost i menadzment
reprodukcije (DOIZE i sur., 1997.), daje uvid u stopu koncepcije (MATSAS, 2007.), tijek
gravidnosti (AMER, 2010.), vrijeme zasuSivanja i termin poroda (DOIZE i sur. 1997.;
GONZALEZ i sur., 2004.). Odvajanje gravidnih od negravidnih jedinki umanjuje broj
pobacaja, mrtvorodene jaradi ili Zive, no avitalne jaradi (WANI i sur., 1998.). Upotreba
precizne 1 lako primjenjive metode dijagnostike graviditeta omogucuje ponovno
osjemenjivanje, parenje ili izlu¢ivanje iz uzgoja negravidnih jedinki (AMER, 2010.). Za
dijagnostiku graviditeta koriste se brojne metode, te se razlikuju u preciznosti i
primjenjivosti u terenskim uvjetima. Pozeljne su metode koje su lakoizvedive, pouzdane,
financijski povoljne i visoko precizne. KAREN i sur., (2001.), spominju podjelu na manje
upotrebljive metode: non-return (eng. bez povrata, tj jedinka ne ulazi u estrus te se time
smatra gravidnom), palpacija abdomena i balotment, palpacija arteriae uterinae caudalis,
laparotomija, peritoneoskopija i inhibicijski test rozetom prema Ishwaru; a drugu skupinu
obuhvacaju viSe upotrebljive metode: radiografija, digitorektalna palpacija abdomena,
mjerenje razine hormona i specifi¢nih proteina tijekom graviditeta i ultrasonografija.
Radiografski nakon 70. dana gestacije sa 94-100% to¢noS¢u moze se utvrditi graviditet,
medutim zbog zraCenja i terenskih uvjeta, manje se koristi u svakodnevnoj upotrebi.
Digitorektalnom palpacijom moZe se utvrditi povecani materni¢ni grljak, prepubi¢na
lokacija maternice, palpacija placentoma, dijelova ploda i asimetrija. Metoda je

subjektivna, time podloZna krivoj procjeni.

Ultrazvuc¢na dijagnostika se Cesto koristi u upravljanju sto¢arstvom za otkrivanje estrusa
i dijagnosticiranje graviditeta zbog svoje jednostavne tehnike, niske cijene izvodenja po
zivotinji, brzine izvodenja pregleda (jedna do dvije minute po zivotinji uz iskusnog

tehnicara) i trenutnih rezultata. Nedavni napredci u tehnologiji ultrazvuka poboljsali su
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jasnocu slike i prenosivost ultrazvucnih aparata te se time povecala i korisnost ovog alata
u terenskom i istrazivatkom radu. U koza, dijagnoza graviditeta posebno je vazna zbog
relativno kratkog trajanja gestacije (prosjecno 147 dana) u usporedbi s drugim
prezivacima, rizika od razvoja graviditetne toksemije tijekom kasne gestacije i Cestog
pojavljivanja veéeg broja plodova, a time i otezanog jarenja i brige o mladuncadi. lako je
uobicajen u velikih farmskih vrsta domacih Zivotinja, transrektalni ultrazvucni pregled
izazovniji je u malih prezivaca, kao $to su koze i ovce, zbog objektivnih anatomskih
razlika u veli¢ini organizma te potrebe za drzanjem zivotinje u leze¢em polozaju. Zbog
toga u ovaca i koza transabdominalni pristup ima prednost u dijagnosticiranju gravidnosti.
Rutinski izvodi od 30 dana od parenja pa na dalje, dok je najbolji vremenski period u
razbodlju od 45 do 85 dana po parenju (VINOLES i sur., 2009.). Primjena ultrazvuka
tijekom optimalnog vremenskog okvira kod ovce ili koze moze poboljsati upravljanje
gestacijom kod ovih Zenki, a time i1 zdravlje potomstva. Detekcija graviditeta tijekom
prvih 40 dana gestacije omogucuje brojanje plodova te poboljsava odluke o ponovnom
parenju i/ili izlu¢ivanju (PADILLA-RIVAS i sur., 2005.). Dijagnostika tijekom srednje i
kasne gestacije omogucuje pracenje rasta ploda, identificiraju¢i abnormalnosti u rastu
prije poroda. Nadalje, gestacijska dob mladuncadi moze se odrediti na temelju mjera
odredenih parametara ploda i posteljice dobivenih ultrazvukom, §to omogucuje procjenu
datuma poroda i poboljSava upravljanje u kasnoj gestaciji ¢ak i kada datumi parenja zenki
nisu poznati. To¢nost brojanja plodova i dijagnoze graviditeta smanjuje se s pove¢anjem
broja fetusa, ali se to¢nost moze poboljsati iskustvom (FRIDLUND i sur., 2013.; JONES
isur., 2016.). Svi ti ¢imbenici pridonose ispravnim odlukama 0 upravljanju gestacijom
kako bi se kona¢no poboljsalo zdravlje Zivotinja i smanjili ulazni troskovi za proizvodaca

(JONES i REED, 2017.).

2.4.2. Intrauterini rast jaradi i fetometrija

Podaci o intrauterinom rastu jaradi su vrlo oskudni. LYNGSET (1971.), u
istrazivanju radenom na ovarijohisterektomiranim kozama u razli¢itim fazama
gravidnosti, navodi da se amnion povecava sa 3,5 ml na trideseti dan graviditeta na 1000
ml po plodu tijekom poroda. Duzina ploda iznosti otprilike 1,4 cm 30. dan graviditeta, a
43 cm na 143. dan. Dlacni folikuli mogu se uociti oko 60. dana, a otvaranje ociju izmedu

130. 1 140. dana. Prosje¢na porodajna duzina jaradi iznosi 42,06 cm, a porodajna tezina
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2,81 kg. Porast porodajne duZine 1 tezine prati starost majke. Vecina provedenih
istrazivanja intrauterninog razvoja ploda usmjerena su na odredivanje vremena jaranja s
obzirom na veli¢inu ploda. HAIBEL (1988.), koriste¢i transabdominalnu ultrazvuénu
sondu na 219 plodova zakljucuje da se biparijetalni promjer moze precizno izmjeriti oko
40. dana (otprilike pet mm) graviditeta, a da ga je iza 105. dana (42 mm) odnosno u tre¢em
tromjesecju teze izmjeriti radi razliCite pozicije ploda, te da je rast ploda linearan.
SUGUNA, (2008.), tjednim ultrazvu¢nim pregledom Sest gravidnih koza zakljucuje da se
zametni mjehuri¢ moze detektirati izmedu 21. 1 28. dana graviditeta, a od 28. dana se
moze vidjeti zametak transrektalnim ultrazvuénim pregledom, kao i izmjeriti otkucaji
srca ploda. Transabdominalnim ultrazvu¢nim pregledom, sréana akcija vidljiva je oko
35. dana graviditeta, izmedu 35. 1 45. dana moguce je utvrditi blizanacki graviditet.
Takozvani ,,C* oblik placentoma, prosjecne veli¢ine 0,97 cm, moguce je vidjeti 42. dana
graviditeta transrektalnom sondom, dok se transabdominalnom sondom placentomi mogu
izmjeriti 50. dana, prosjecne veli¢ine jedan cm. Tijekom ranog graviditeta, cijeli fetus se
moze vidjeti na ultrazvu¢nom zaslonu, $to olakSava mjerenje cijelog tijela, kao Sto je
duzina od tjemena do trtice (engl. crown-to-rump lenght - CRL). Kod koza, vizualizacija
cijelog ploda postaje progresivno teza nakon 40. dana graviditeta, te se stoga ¢esce izvode
mjerenja specifi¢nih fetalnih organa ili tkiva (ERDOGAN, 2012.). Biparijetalni promjer
(BPD) simetri¢no je mjerenje lubanje koje se moze mjeriti ve¢ od 30. dana kod koza
(HAIBEL | PERKINS, 1989.; HAIBEL i sur., 1989.; KAREN i sur., 2009.). Osim toga,
BPD se povecavao od 52. do 108. dana gestacije, a neovisno o prehrambenom statusu
majke (LEKATZ i sur., 2013.). KoStane strukture poput lubanje, rebara i kraljeznice
moguce je vidjeti od 56. dana gravidnosti nadalje. Fetalni medurebreni prostor (engl. Rib
space - RS) definiran je kao ukupna $irina koja obuhvaca tri uzastopna rebra i njihov
susjedni kaudalni medurebrni prostor, a mjera promjer trupa (engl. trunk diameter - TD)
definirano je kao maksimalni abdominalni promjer u transverzalnom ili sagitalnom
prikazu, mjerenje se radi tijekom druge trecine graviditeta (BERNIER GOSSELIN i sur.,
2018.).
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2.5. POSTPORODAIJNO RAZDOBLIJE

2.5.1. Broj ojarene jaradi

Koze cesce jare blizance ili trojke nego jedno jare, no to ovisi o pasmini. Broj
ojarene jaradi ovisi o broju ovuliranih jajnih stanica, koji se djelomoc¢no razlikuje medu
pasminama, i uglavnom je veci u pocetku nego na kraju sezone. Nadalje, ¢cimbenici koji
utjeCu na broj ovuliranih jajnih stanica su osim genotipa, veli¢ina, tezina i kondicija
zivotinje (GREYLING, 2010.). Na njega se moze utjecati hormonalnim i nehormonalnim
metodama. One poboljsavaju plodnost, dok je jednako vazna ciljana hranidba. Naime,
fokusirana hranidba ima pozitivan utjecaj na vise ¢imbenika vezanih za plodnost i
muzjaka i zenki, no vezano za broj jaradi, izdvaja se pozitivan utjecaj hranidbe na
povecanje broja jaradi u leglu putem povecanja broja ovuliranih jajnih stanica,
izbjegavanje embrionalne smrtnosti, programiranje buduce produktivnosti fetusa te
povecéanje postanatalnog prezivljavanja i razvoja (MARTIN i sur., 2004.). Broj ojarene
jaradi je u direktnoj vezi s brojem ovuliranih folikula, koji je u pravilu visok, naro¢ito za
jednike koje su u dobroj kondiciji. Na skali od jedan do pet, najboljom kondicijom za
rasplod se smatra ocjena tri (SANCHEZ-DAVILA i sur., 2014.). Loi(ij)a kondicija (2),
osim na broj ojarene jaradi, negativno utjece i na trajanje reproduktivne sezone i na pojavu
nepravilnih estrusnih ciklusa (REKIK i sur., 2014.). Suplementacija podize postotak
ovulacije u koza sa losom tjelenom kondicijom (SANCHEZ-DAVILA i sur., 2017.).
Poznato je koristenje tzv. ,,flushing metode, gdje se kozama prije pocetka i za vrijeme
sezone parenja daje ili energetski ili bjelancevinama bogatija hrana, kako bi se pozitivno
utjecalo na postotak ovulacije i posljedi¢nu prolifiénost (SANCHEZ-DAVILA i sur.,
2014.). Moguce je i obogacivanje hranidbe prvih 10-15 dana po parenju, kako bi se
poboljsala uspjesnost implantacije embrija i posljedi¢no smanjila embrionalna smrtnost.
S druge strane, pojac¢ana hranidba neposredno nakon oplodnje moze imati i negativan
utjecaj na rani razvoj embrija, te se ove metode mogu koristiti samo kratkotrajno u to¢no
odredenom razdoblju reproduktivnog procesa (MARTIN i sur., 2004.). Istrazivanja su
pokazala da na takvo obogacivanje hranidbe bolje odgovaraju koze ¢ija je tjelesna
kondicija dva, a ne ve¢a. Naime, ocjenjivanje i pracenje tjelesne kondicije je dobar i

jednostavan nacin za pracenje uskladiStenih rezervi tjelesne masti posebno u razdobljima
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koja su energetski zahtjevna, kod neuhranjenih jedinki ili u stresnim razdobljima. Los
utjecaj na plodnost ima i predobra tjelesna kondicija (tri ili viSe), jer povecava rizik za
smanjenu mlije¢nost, zdravstvene i reproduktivne probleme, poput teskih poroda, masne

jetre 1 sli¢no.

Poznato je da nedostatna hranidba majke ima i utjecaj na razvoj ploda, koji se ponekad
ocituje tek kasnije za vrijeme plodova postnatalnog zivota, ¢ak i nakon spolne zrelosti.,
tzv. fetalno programiranje. MARTIN i sur., (2004.) su sumarno popisali na $to sve utjece
nedostatna hranidba majki tijekom graviditeta, napose od 60. do 120. dana gravidnosti,
ukljucujuéi i posljedice na nedostatnu kvalitetu mesa (MCCOARD i sur., 2017.;
GREENWOOD i sur., 2000.), sporiji razvoj jajnih stanica u fetusa Zenskog spola
(BORWICK i sur., 1997.; RAE i sur., 2001.), te smanjenje cjelozivotne reproduktivne
sposobnosti u ovaca (RHIND i sur., 1998.). Upitna je dugoro¢nost u¢inka na prenatalne
jajnike, jer ako on postoji, onda ostaje mogucnost ograniCavanja stope ovulacije
(MARTIN i sur., 2004.). Paradoksalno, slabija ishrana majki, prema HALES i BARKER,
(1992.), omogucava fetusima bolju pripremu 1 metaboli¢ko prezivljavanje postnatalno u

uvjetima smanjene ishrane.

Treba uzeti u obzir da povecanje potencijala za porod veceg broja potomstva mora biti
pra¢eno i poboljsanjem zoohigijenskih mjera i uvjeta koji ¢e osigurati prezivljavanje
poveéanog broja mladuncadi (MARTIN i sur., 2004.). Za koze angora pasmine, koje se
drZe u sustavima za jedno jarenje godisnje, dva jareta po kozi se smatraju prakticnom

gornjom granicom za odgajanje (SHELTON, 1978.).

Kod koza se ocekuje gotovo 100% uspjeh koncepcije (ROBERTSON i sur., 2020.;
DISKIN i MORRIS, 2008.), no uspjeh ovisi 0 sezoni, hranidbi, dobi i pasmini koza.
Parenje van sezone rezultira suboptimalnim postotkom koncepcije (RESTALL, 1992.;
NORTON, 2004.).

2.5.2. Laktacija u koza
Laktacija u mlije¢nih koza najc¢esce traje 305 dana, sa periodom suhostaja od 60

dana. Kozje mlijeko je poznato po svom blagom ucinku u prehrani ljudi i djece

intolerantnih na kravlje mlijeko (JANDAL, 1996.), zbog lakSe probavljivosti,
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zahvaljuju¢i manjim masnim globulama i ve¢em udjelu kratkolan¢anih masnih kiselina,
ali i zbog zdravstvenih benefita, napose resporatornih bolesti kod djece
(MALANICHEVA i sur., 2023.). Opisan je i in vitro neutralizacijski u¢inak kozjeg
mlijeka na nekoliko virusa, izmedu ostalog 1 herpes virus 1 (RUBIN i sur., 2021.). Kozje
mlijeko se satsoji od 87 % vode, 3,5 % bjelancevina, 4 % masti, 4,5 % ugljikohidrata i 1
% pepela (HAENLEIN, 2001.). U uobicajenih europskih pasmina, postotak mlije¢ne
masti je oko 3,8 %, a bjelancevina oko 2,8 % (PLUMMER i sur., 2021).

Cimbenici koji utje¢u na trajanje laktacije i mlije¢nost su svakako i reproduktivnog
karaktera, napose paritet i broj mladuncadi, dok veliku ulogu ima i genetika, pasmina te
hranidba (PLUMMER i sur., 2021.). Utjecaj broja mladuncadi i pariteta na mlije¢nost,
prema MARGHATO 1 sur., (2019.) je donekle konroverzan izmedu mesnih 1 mlije¢nih
pasmina, a na njega utjece i reproduktivni managment (MORANTES i sur., 2012).,
Naime, stadima u kojima se koriste programi asistirane reprodukcije prolifi¢nost je veca,
a veca prolificnost veze se za vec¢u mlijecnost, unato¢ duljem trajanju laktacije u koza sa
dva u odnosu na jedno jare (THOMAS i sur., 1977.; HAYDEN i sur., 1979,
BROWNING i sur., 1995.; CARNICELLA i sur. 2008.). Uz broj jaradi, i sam paritet
pozitivno utjeCe na duljinu laktacije a time i ukupnu mlije¢nost, napose od Cetvrte

laktacije nadalje (CARNICELLA i sur., 2008.).

Nedovoljno je istrazen i u¢inak odredenih reproduktivnih problema na mlijecnost u koza,
napose pojava pobacaja i mrtvorodene jaradi, no odredeni autori primjec¢uju njihov

negativan u¢inak na standardiziranu mlije¢nost u 150 dana (SIMOES i PIRES, 2018.).

Broj somatskih stanica u mlijeku kod malih prezivaca je vezan uz paritet, trajanje
laktacije, stres, ali i pojavu estrusa, te nastup infekcije. Dodatan problem jest i apokrini
tip sekrecije, koji rezultira otpustanjem vece koli¢ine stani¢nog debrisa, pa koze u odnosu
¢ak na ovce proizvode i do 10 puta vise citoplazmatskih kaplica, $to komplicira metode
odredivanja broja somatskih stanica i njihovo tumacenje u smislu kontrole pojave
infekcija mlije¢ne Zlijezde. Najveci dio somatskih stanica u koze €ine neutrofili, ¢ak do
74-80 % u kasnoj laktaciji, (BERGONIER i sur., 2003.), neovisno o statusu infekcije

vimena.
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2.5.3. Odbice i prezivljavanje jaradi

Uzgoj jaradi usko je vezan s uzgojem mlijeCnih pasmina koza jer izuzev obavezne
gestacije za ulazak u laktaciju, podjednako bitnu osnovu uspjesnog uzgoja ¢ini unos novih
jedinki u stado i unaprjedenje genetike stada. Obzirom na sezonalnost spolnog ciklusa
koza, uzgajivaci imaju relativno kratak vremenski okvir unutar kojeg je vecina uzgojnih
aktivnosti povezana s jarenjem i njihovim podizanjem. Zenska jarad se u veéini uzgoja
ostavlja unutar istog uzgoja te ¢ini zamjenu Zzivotinja u produkciji, dok se muska jarad
prodaje, uzgaja za tov ili u slucaju izvrsne genetike ostavlja za rasplod. Optimalno
othranjivanje i podizanje podmlatka dovodi do visoko produktivnih i otpornih mlije¢nih
koza, te umanjuje gubitke ¢ime se povecava zarada. S ciljem smanjivanja mortaliteta, ne
postoji protokol uzgoja koji bi odgovarao svim farmama, ve¢ postoje smjernice kojima
se svaka farma individualno prilagodava. Da bi se utvrdili mogu¢i problemi u uzgoju
uzgajivaCi su duzni voditi evidenciju o svim gubitcima. Malen broj provedenih
istrazivanja pokazuje da se mortalitet u jaradi krece izmedu 7 i 32% (DIJKSTRA i sur.,
2023.). Rezultati istrazivanja provedenog izmedu 2016 i1 2020 dokazuju da se 43%
uginuc¢a jaradi dogada unutar prvih cetiri tjedna Zzivota, s ve¢im udjelom unutar
neonatalnog razdoblja (ROBERTSON i sur., 2020.; TODD i sur., 2019.). Ukoliko je
visok neonatalni mortalitet potrebno je uciniti provjeru menadzmenta gravidnih koza,
provjere mjera sanitacije i uvodenje preventivnih zdravstvenih mjera koje ukljucuju
unaprjedenje higijenskih mjera, dezinfekciju pupkovine i unos kolostruma (DWYER i
sur., 2015.). U postnatalnom razdoblju ocekuje se znacajno nizi mortalitet. TODD i sur.,
(2019.), navode da su gastrointestinalni poremecaji, upale pluca i odroZznjavanje vodeci
uzroci uginuca pri uzgojima na Novom Zelandu, dok godisSnje izvjeS¢e o pracenju i
nadzoru zdravlja malih prezivaca u Nizozemskoj; (ANONYMOUS, 2022.). isti¢e da
najvise Stete uzrokuju bolesti koje zahvacaju respiratorni ili gastrointestinalni sustav te
bolesti koje zahvacaju zglobove. Razdoblje odbic¢a uzrokuje pojavu stresa, a posljedi¢no
tome i povecana oboljenja unutar stada (AUFY i sur., 2016.; MAGISTRELLI i sur.,
2007.). Optimalno odbi¢e nuzno je za pravilan razvoj crijevne flore i uspjesne apsorpcije
hranjivih tvari iz krute hrane, inace je ugrozen rast 1 razvitak same jedinke. U
Nizozemskoj, odbiée jaradi vrsi se uglavnom u dobi od Sestog do sedmog tjedna starosti.

U pojedinim uzgojima zbog pojave artirtis-encefalitis virusa, za kojeg je dokazano Sirenje
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putem kolostruma, jarad niti nema doticaj s majkom, ve¢ se hrani putem mlije¢ne zamjene
odmah po rodenju. NALBERT i sur., (2019.), dokazuju da ovakav sustav ranog odbica
odnosno nepostojanja doticaja majke i jaradi nema negativnog utjecaja na razvoj jaradi.
Mortalitet jaradi u dobi do Sest mjeseci u intenzivnom mlije¢nom uzgoju koza iznosio je

izmedu 0-38,3% (SANTMAN-BERENDS i VELLEMA, 2017.).

2.6. POKAZATELJI REPRODUKTIVNE USPJESNOSTI

2.6.1. Dob i veli¢ina majke

Dokazana je povezanost dobi plotkinje i porodajne mase ploda, mladuncad
rodena od mladih plotkinja je manje porodajne mase, §to moze imati negativne posljedice
na postpartalno razdoblje jaradi zbog smanjene otpornosti (GORDON, 1997.; KENYON
i BLAIR, 2014.). Nadalje, prerano uvodenje $iljeZica u rasplod moze dovesti do pobacaja
i mrtvorodenja. Vise je mogucih razloga zbog koji Siljezice pobace tijekom prvoga
graviditeta. Jedan od razloga lose plodnosti Siljezica je ne dovoljno razvijen imunoloski
(kampilobakterioza i toksoplazmoza). Perinatalna uginuca jaradi su ¢e$¢a u mladuncadi
¢ije su majke mlade i neiskusne, najéesce prvorotkinje (CONSTABLE i sur., 2017.;
DWAYER i sur., 2015.; NOWAK i sur., 2000.). Iako kasnije pripustanje zapravo
smanjuje ukupni reproduktivni potencijal, odgadanje uvodenja u reprodukciju ima
pozitivne posljedice, u smislu ¢ekanja do potpunog razvoja majke, povecanja postotka
koncepcije, ucestalosti multiplih poroda te osiguravanja opstanka mladuncadi
(GREYLING, 2010.). Medutim, i kod starijih plotkinja moze do¢i do pobacaja, radanja
mrtve ili avitalne jaradi, napose u jedinki strijih od sedam godina koje su do tada redovito
poradale (FERNANDEZ, 2014a.). Prema MELLADO (2016.), vise od 70 % stada bi
trebale sacCinjavati koze u dobi od tri do Sest godina, a sve one koje iz razli¢itih razloga
ne koncipiraju tokom sezone (problemi sa spolnim sustavom, koze slabije kondicije, koze
sa problemima u odrzavanju tjelesne kondicije za vrijeme gravidnosi, koza sa sklono$¢u

pobacajima) bi trebalo izlu¢iti iz stada.
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2.6.2. Embrionalna i fetalna smrtnost

U koza embrionalna smrtnost moze prestavljati problem, malo manje nego kod
ovaca, no uobicajeni postotci krecu se od 18 % za embrionalna uginuca kod duplih, te
40 % kod trostrukih i vise ovulacija (DISKIN i MORRIS, 2008). Naj¢esce je gubitak
gravidnosti posljedica nedostatne hranidbe, osobito u kasnijim fazama gravidnosti, te
iznosi 53 % (URRUTIA-MORALES i sur., 2012.), odnosno 70% ( MELLADO i sur.,
2004.). Takoder, loSa ocjena tjelesne kondicije za vrijeme parenja podize gubitke na 20%
kod koza ¢ija je ocjena tjelesne kondicije dva, u odnosu na do 7% fetalnih uginuca u koza

tjelesnu kondiciju tri u trenutku parenja (MELLADO i sur, 2004).

2.6.3. Pobacaji

Koze su Zivotinje koje su ovisne o Zutom tijelu za odrzavanje gravidnosti. Stoga
svaki ¢imbenik koji ugrozava opstanak zutog tijela predstavlja potencijalnu opasnost za
prekid gravidnosti (HEATH 1 sur., 2007.). Uzro¢nici pobacaja se dijele na zarazne i
nezarazne, a kod nezaraznih okoli$ni su Cesto oni na koje se moze utjecati (ili ¢iji se
ucinak moze smanjiti) dobrim zoohigijenskim mjerama. To su prvenstveno ekstremne
vremenske neprilike (temperatura, padaline, vjetar), ingestija toksicnih biljki, predatori te
drugi uzroci stresa. Vecina pobacaja koji nastupaju zbog stresa se dogada izmedu 90 do
110 dana gravidnosti (SHELTON, 1978.). Kod nezaraznih pobacaja ostale etiologije,
uzrok je ¢esto nepoznat i uglavnom je rijec o toksi¢nom ucinku na plod ili o deficijenciji
tvari neophodnih za pravilan rast ploda (EDMONDSON i SHIPLEY, 2021.).
Neodgovaraju¢a hranidba moZe uzrokovati pobacaje s incidencijom i preko 50 %
(MELLADO, 2016.). Pobacaji zarazne etilogije se, obzirom na uzro¢nika mogu podijelite
na bakterijske, virusne, protozoalne i mikoplazmatske (EDMONDSON i SHIPLEY,
2021.). Od bakterijskih najucestaliji uzro¢nici su Brucella spp., Campylobacter spp.,
Chlamydophila spp., Francisella tularensis, Leptospira spp., Listeria monocytogenes,
Listeria ivanovii, Salmonella spp.; od virusne etiologije po vaznosti se izdvjajaju su: kozji
herpesvirus 1, bolest plavog jezika, BVDV (engl. Bovine viral diarrhea virus, virus
proljeva goveda), virus doline Cache (WADDEL i sur., 2019.), virus Riftske doline
(LEBRETON i sur., 2006.), Akabane virus (GAO i sur., 2022.), i Nairobe virus
(KRASTEVA i sur., 2020.). Coxiella brunetti je uzro¢nik Q-groznice koja uzrokuje

21



pobacaj u malih prezivaca, a toksoplazmoza, sarkocistoza i neosporoza su protozalne
infekcije koje ¢e dovesti do pobacaja u ovaca i koza (CHASE i sur., 2017b.). U usporedbi
s drugim farmskim zivotinjama, koze, kao 1 ovce, imaju ucestaliju pojavnost pobacaja, te
se ucestalost do 5 % godisnje smatra uobi¢ajenom, manje od 5 % dobrom, a manje od 2
% izvrsnim rezultatom (GIVENS i MARLEY, 2008.; TEMPESTA i sur., 2004.;
MENZIES i MILLER, 2007.).

2.6.4. Porodajna masa, perinatalna uginuca i broj odbijene jaradi

Porodajna masa vazna je Karakteristika rasta kod koza, koja ima izuzetan
produktivni i ekonomski znacaj za uc¢inkovitu proizvodnju. Veli¢ina pri rodenju kod koza
1 ovaca prati uzorak prenatalnog rasta i razvoja, koji odreduju genetika i razni okoli$ni
¢imbenici. Tjelesna masa pri rodenju znatno utjeCe na masu pri odbicu janjadi/jaradi.
Osim utjecaja pasmine, okoli$ni ¢imbenici koji utjecu na masu pri rodenju ukljucuju
prehranu, dob 1 paritet majke, sezonu i godinu, spol 1 tip rodenja. MuZjaci imaju vecu
prodajnu masu u usporedbi sa zenkama, $to se moze odrzati sve do dobi odbijanja. Sezona
jarenja znatno utjece na porodajnu masu zbog utjecaja na dostupnost pase. Prvorotkinje
radaju 1 manji broj plodova ali i plodove sa manjom porodajnom masom, pri ¢emu je
masa kod jari¢a rodenih kao trojke niza u usporedbi s onima rodenima kao blizanci, $to

je pak nize nego kod jari¢a rodenih pojedina¢no (ASSAN 2020).

Iako se preferira jarad sa ve¢om tjelesnom masom, ona moze imati negativne posljedice
jer predisponira za distociju, ukoliko je mladunée preveliko za porodajni kanal. S druge
strane, jarad manje tjelesne mase u postpartalnom razdoblju ima manje izgleda za
prezivljavanje zbog smanjene rezerve masnoga tkiva i nemoguénost dostatne
termoregulacije (FERNANDEZ, D., 2014b.). Porodajnu masu odreduju hranidba,
genetska obiljezja rodilje, te veli¢ina legla. Veli¢ina legla je takoder odredena genetskim
svojstvima same rodilje. Istrazivanja pokazuju izravnu vezu porodajne mase jaradi s
kondicijom i hranidbom rodilje u zadnjoj treéini graviditeta, ali i sa perinatalnim
uginu¢ima (MCCOARD i sur., 2017.). Mala porodajna masa je tako jedan od znacajnijih
razloga za uginuca u perinatalnom razdoblju. Osim porodajne mase, znacajni su se
pokazali i broj mladuncadi u leglu, spol mladunceta te njegovo ponasanje (CONSTABLE
i sur., 2017.; DWAYER i sur., 2015.). Vecu vjerojatnost za prezivljavanje ima jarad
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porodena s tri kg ili vise. Jarad vece porodajne mase imaju dovoljno energije za
odrzavanje tjelesne topline te ¢e se lakSe ustati da bi krenuli sisati. Jarad manje porodajne
mase sklonija su izgladnjivanju i hipotermiji. Nadalje, jarad s lakSom porodajnom
masom, i oni koji su bili laksi u 25. danu zZivota imali su, prema MELLADO i sur., (2016.),
20% manju Sansu da koncipiraju kao odrasle jednike, Sto ukazuje na dugorocan genetski
u¢inak hranidbe. U visebrojnim leglima manja je mogucnost za prezivljavanje jaradi
obzirom da su manje porodajne mase, s manje smedega masnog tkiva, a raspodjela
kolostruma je neravnomjerna. Stoga je u visebrojnim leglima prvih mjesec dana kriti¢no
razdoblje (FERNANDEZ, 2014a., FERNANDEZ, 2014b., MANIRAKIZA i sur., 2020.).
Perinatalne bolesti mogu uzrokovati velike gubitke u kozarstvu. Procjenjuje se da 10-
30% mladunéadi malih prezivaca ugine prije odbica, a gotovo se polovica tih uginuca
dogada se na dan poroda. Ipak, udio uginuca ovisi o naCinu vodenja farme 1 na¢inu drzanja
stada, te na dobro vodenim farmama na taj dio otpada tek 5-10% svih perinatalnih
uginu¢a (CONSTABLE i sur., 2017.). Osim kasnih pobacaja te mrvtorodena uzrokovanih
distocijom, uzroci perinatalnih uginuc¢a su i zarazne bolesti, te drugi relativno manji
uzroci kao $to su: kongenitalne malformacije, grabeZljivci i nezgode (DWAYER 1 sur.,

2015.).

Obzirom na skrb koju jarad ima u intenzivnim uzgojima, broj uginu¢a od poroda do
odbica je relativno mali, te je realno ocekivati da 90% jaradi bude odbijeno od majke
(MELLADO, 2016.). Visi postotak uginuca je ocekivan u brojnijim leglima, pa tako legla
S jednim jaretom imaju mortalitet do 17%, blizanci do 13 do 18%, a trojci i viSe od 18 do
83% (ROBERTSON, 2020.; LEHLOENYA i sur., 2005.; SNYMAN, 2010.; ALDRIDGE
isur.,2015.; NOGUEIRA i sur.,2015.). Veéina uginuca su ipak vezana za rani perinatalni
period, unutar par dana po porodu, iako su zbog bolesti moguca i kasnije uginuca.

-----

(ROBERSON i sur., 2020.).
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2.7. KOZJI HERPESVIRUSI

2.7.1. Povijest

Kozji herpesvirus 1 (CpHV-1) otkriven je 1974 godine (SAITO i sur., 1974), a
kozji herpesvirus 2 (CpHV-2) i kozji limfotropni herpesvirus 2001. godine
(CHMIELEWICZ i sur., 2001.; LI i sur., 2001.). Za CpHV-1 je poznato da ve¢inom
uzrokuje ve¢inom subklinicke infekcije, osobito u odraslih jediniki, medutim dokazani su
sluc¢ajevi gdje je uzrokovao pobacaje, vulvovaginis, balanopostitis, a u mladih jedinki
respiratorne poremetnje, vruéicu i leukopeniju (GREVAL i WELLS, 1986.; TEMPESTA
i sur., 1999b.; PIPER i sur., 2008;). Zbog uske srodnosti CpHV-1 provedene su pokusne
krizne infekcije s BHV-1 kod koza i CpHV-1 kod teladi. Koze zarazene BHV-1 razvile
su blage znakove bolesti tijekom akutne infekcije, dok je infekcija CpHV-1 kod teladi
imala subklinicki tijek. Medutim, izlu¢ivanje virusa i Stvaranje antitijela bili su
indikativni za uspje$nu kriznu infekciju i BHV-1 i CpHV-1, te zbog toga mogu biti
potencijalni BHV-1 rezervoar (SIX i sur., 2001.).

Koze se smatraju rezervoarima CpHV-2, OvHV-2 i CaLHV, a CpHV-2 i OVvHV-2 Cesto
mogu zaraziti jedinku u isto vrijeme, dok se ovce smatraju rezervoarima virusa OvHV-2
(LI 1 sur., 2001.). Kod drugih osjetljivih vrsta prezivata CpHV-2 i OvHV-2 mogu
uzrokovati MKG. Zajedno s CpHV-2, CpLHV se smatra enzootskim gamaherpesvirusom
u stadima koza (CHMIELEWICZ i sur., 2001.). Prethodna saznanja o ovim virusima
proizasla su iz pra¢enja maligne kataralne groznice. U prvoj tre¢ini 20. stolje¢a zapocela
su prva istrazivanja vezana uz MKG (METTAM, 1923.; DAUBNEY i HUDSON, 1936.).
Uzro¢nik MKG kod ovaca, odnosno OvHV-2, nije se mogao uzgojiti na kulturama
stanica, pa su opseznija istrazivanja ove vrste bila moguca tek otkriéem molekularnih
metoda dokazivanja deoksiribonukleinske kiseline (DNK) i dokazivanja protutijela kroz
razvoj seroloskih metoda. Ov¢ji herpesvirus 2 postoji kao sveprisutna infekcija domacih
ovaca (Ovis aries) koja je zbog kozmopolitske rasprostranjenosti ovaca odgovorna za
vecinu slucajeva MKG u svijetu. U Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) u razdoblju
od 1990. do 1995. godine ispitivana je seroprevalencija MKG uzrokovane OvHV-2 u

preziva¢a pomocu kompetitivnog inhibicijskog imunoenzimnog testa (engl. Competitive
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Inhibition-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - CIELISA). U goveda za koja se nije
znalo jesu li bila u kontaktu s ovcama, prevalencija protutijela za alcelaphine herpesvirus
1 koji uzrokuje MKG bila je 4% (10/238). Kod goveda koja su bila u kontaktu s ovcama,
protutijela su otkrivena u 13% (21/157) zZivotinja. Koze su imale seroprevalenciju od ¢ak
61% (177/291). Ovce iz populacija za koje se nije znalo da su povezane sa slucajevima
MKG imale su seroprevalenciju od 53% (282/531), dok su ovce iz populacija sa
slucajevima MKG imale seroprevalenciju od 59% (88/149). Znacajna razlika u
prevalenciji je bila izmedu grupe goveda koja nije imala povijest kontakta s ovcama i
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 iduéem vecem istrazivanju u SAD-u su usporedeni umnozeni nukleotidni
slijedovi OVHV-2 pronadeni kod ¢etiri 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). Slicnost nukleotidnih slijedova OvHV-2 virusa pronadenih kod ispitivanih
zivotinja s OvHV-2 nukleotidnim slijedovima gena DNK polimeraze iz banke gena
(GenBank) je bila 98-100%. Ovo istrazivanje je potvrdilo OvHV-2 glavnim uzro¢nikom
izbijanja MKG-a u Sjevernoj Americi (LI i sur., 2001.).

Najnovije pracenje prevalencije OvHV-2 je provedeno u Pakistanu 2021. godine.
Nasumic¢no su odabrana zdrava goveda 1 bivoli, uz koje su kao moguci rezervoari
pretrazene i koze i ovce, takoder nasumi¢nim odabirom. Na OvHV-2 PCR pretragom bilo
je pozitivno: 9% goveda, 6,5% bivola, 11% koza i 13% ovaca (AAYESHA i sur., 2021.).
Daljnim istrazivanjem uz alcelaphine herpesvirus 1 (AIHV-1) i ov¢ji herpesvirus 2
otkriven je i tre¢i virus kao moguci uzroénik MKG-a, CpHV-2 (CHMIELEWICZ i sur.,
2001.). DNK ovog virusa je dokazan kod bjelorepih jelena koji su razvili klinicku sliku
MKG-a, ali prirodni rezervoar virusa tada nije jo§ 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 lan¢anom reakcijom
polimeraze (engl. nested polymerase chain reaction, nested PCR) je dokazan ispitivani
virus kod Cetiri od 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
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je limfotropan te ima visok postotak genetske slicnosti s ov¢jim herpesvirusom 2 (>83%),
s alcelaphine herpesvirusom 1 (>76%) i govedim 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 kozji
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 (engl. Bovine lymphotropic herpesvirus - BLHV). Zbog
sli¢nosti s nukleotidnim slijedovima BLHYV, ovaj kozji gamaherpesvirus je nazvan kozjim

limfotropnim herpesvirusom (CpLHV) (LI i sur., 2001.).

Od prosinca 2003. do lipnja 2005. godine u Cetiri provincije Turske uzorkovano je 200
ovaca, koza i goveda. OVHV-2 je potvrden PCR testom u uzorcima koza i ovaca.
Prethodno je seroprevalencija protutijela za uzro¢nike MKG kod ovaca utvrdena u 97,5%,
te koza na 96%, a kod krava na 15% koriStenjem komplementarnog imunoenzimnog testa
(engl. complement-enzyme linked immuno sorbent assay cELISA). Ovim istraZivanjem
ustanovljeno je da su infekcije gamaherpesvirusima, koji se smatraju uzro¢nicima MKG-
a, Ceste U sjeverozapadnoj Turskoj. Takoder, utvrdeno je da ovce i koze imaju gotovo
jednaku ulogu u epizootiologiji MKG-a u Turskoj. (YESILBAG, 2007.). Zadnji podaci o
seroprevalenciji CpHV-1 u koza (123/838 tj. 14,68% bilo je seropozitvno) provedeni su
u Meksiku (GARCIA-HERNANDEZ i sur., 2019.). Posljednja istrazivanja vezana uz
CpHV-1 usredotocena su na citopatogeni uc¢inak na humanim tumoroznim stani¢nim
kulturama (PC3, MDA-MB-468, U20S i HeLa stani¢ne linije) (MONTAGNARO i sur.
2019.) i uzrokovanje apoptoze te sinergistickog djelovanja cisplatinom u stanicama
malignog mezotelioma (FORTE 1 sur., 2021.), ¢ime pruzaju optimisticna ocekivanja u

onkoliti¢koj viroterapiji.
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2.7.2. Grada herpesvirusa

U pocetku istrazivanja herpesvirusa proucavana je grada viriona, te je 1950-ih
godina elektronskom mikroskopijom prvi put pokazana njegova kompleksna struktura
(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 120 do 200 gena. Antigenski proteinski ovoj
(nukleokapsida) ¢ine virusne bjelancevine i glasni¢ke ribonukleinske kiseline (RNK).
Kapsida je ikozaedarske simetrije, a oblikuju je 12 pentamernih i 150 heksamernih
podjedinica (kapsomere). Tvorba je okruzena zastitnim slojem amorfnih bjelan¢evina
(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.).

2.7.3. Genom herpesvirusa

Genomsku DNK herpesvirusa ¢ini jedna linearna dvolanc¢ana molekula DNK s
nesparenim nukleotidima na svakom kraju te se genomi medusobno veoma razlikuju po
svojoj veli¢ini, organizaciji i sastavu baza. Veli¢ina genoma varira od 124 kilo parova
baza (kpb) (Simian varicella virus iz podporodice Alphaherpesvirinae) do 241 kpb
(Chimpanzee cytomegalovirus iz podporodice Betaherpesvirinae) (MCGEOCH i sur.,
2006.; MCGEOCH i sur., 2008.). Ve¢i dio genoma ¢ine jedinstveni nukleotidni slijedovi,
ali sadrzava i ponavljaju¢e nukleotidne slijedove 10*-10* pb (MCGEOCH i sur., 2006.;
MCGEOCH 1 sur., 2008.). Regije koje kodiraju proteine ¢ine veéinu 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
(smatraju se da su povezane s latencijom) (MCGEOCH i sur., 2006.). Procjenjuje se da
otprilike 70-86 gena kodira proteine (¢ak 165 gena kod Cytomegalovirus) (MCGEOCH
i sur., 2008). Geni koji se eksprimiraju prvi su geni za proteine kasnih gena. Rani geni
obuhvacaju enzime koji su uklju¢eni u DNK replikaciju, metabolizam nukleotida i sintezu
glikoproteina ovojnice, dok kasni geni kodiraju proteine koji tvore virion (MCGEOCH i
sur., 2006.).
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Konzervirani geni su ve¢inom smjeSteni u centralnim regijama genoma i odreduju
herpesviruse kao porodicu (WEIR, 1998.). U sve tri podporodice pronadeno je 40 takvih
srznih gena. Srzni geni veé¢inom su grupirani U sedam grupa prema svojoj funkciji i ve¢ina
je odgovorna za liticku replikaciju virusa. U prvu grupu srznih gena zaduzenih za DNK
umnazanje se ubrajaju: UL30,UL42, UL9, ULS5, UL8, UL52 1 UL29. U drugoj grupi gena
su manje vazni enzimi za DNK umnaZanje: UL23, UL39, UL40, UL50 i UL2. Trecoj
grupi srznih gena s ulogom obrade i pakiranja DNK pripadaju: UL12, UL15, UL28, ULS6,
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 1
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 1 UL54. Postoji jo$ jedan srzni gen s nepoznatom funkcijom, a to je
UL24. Geni za latenciju ne pripadaju u srzni set gena (MCGEOCH 1 sur., 2006.;
MCGEOCH i sur., 2008.).

2.7.4. Taksonomija i klasifikacija

Herpesvirusi (Herpesviridae) su velika porodica endonuklearnih 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 (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 Ciji
domacini dolaze iz dva ili viSe udaljena taksonomska reda $to ukazuje na to da se dogodio
sirok prijenos virusa medu domac¢inima (MCGEOCH i sur., 2008.). Po drugoj strani,
podporodice Alphaherpesvirinae i Betaherpesvirinae pokazale su izrazitu koevoluciju sa
svojim domac¢inima (MCGEOCH, 2001.). Drugi pristup konstruiranja filogenetskog
stabla koristi metodu koja mjeri udaljenosti 1 djelomi¢no uredenje dinukleotida

(usporedba 13 herpesvirusa). Ova tehnika je potvrdila klasifikaciju na tri podporodice, ali
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je dovela do drugacijeg saznanja o podrijetlu herpesvirusa. Ovime je pretpostavljeno da
je virus sli¢an humanom herpesvirus 6 (HHV-6) bio predak herpesvirusa $to pokazuje da
se podporodica Betaherpesvirinae odvojila prva, a da je Alphaherpesvirinae najmlada
podporodica. Zanimljivo je da je ovom tehnikom pokazano da su nukleotidni slijedovi
genoma Epstein Barrovog virusa (humani herpesvirus 4 - HHV-4) najsli¢niji ljudskim
nukleotidnim slijedovima te da je ¢ak tre¢inu svog genoma ovaj virus preuzeo iz stanice
domacina (WEIR, 1998.; UMENE 1 SAKAOKA, 1999.). Ova spoznaja je vazna i za
proucavanje i pracenje ostalih gamaherpesvirusa, kako u ljudskom, tako i u Zivotinjskom
svijetu.

CpHV-1 pripada redu podporodici Alphaherpesvirinae, red Varicellovirus koja sadrzi

sedam genetski srodnih virusa. Usko je povezan s govedim herpesvirusom 1 (BoHV-1).

BoHV-5

BuHV-1

BoHV-1

CvHV-1

CvHV-2

15.2

1 | | | | | | |
14 12 10 8 6 4 2 0

Slika 1. Filogenetsko stablo izvedeno iz aminokiselinskih slijedova gB regija

alphaherpesvirusa prezivac¢a (THIRY i sur., 2006a.).

Virusi koza i ovaca koji pripadaju u red Macavirus i podporodicu Gammaherpesvirinae
su OvHV-2, CpHV-2 i CpLHYV. Virusi koji takoder pripadaju ovom redu, ali inficiraju
druge vrste Zivotinja su BoHV-4, BLHV, MCFV-WTD, AIHV-1 i AIHV-2 (LI i sur.,
2001.).
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BoHV-4

I: BLHV (GenBank)
100 CpLHV

—— CpHV-2
57

MCFV-WTD
100 §|: OvVHV-2 (Cattle)
OvHV-2 (Bison)

OvHV-2 (Axis Deer)
— OvHV-2 (Moose)
OvHV-2 (GenBank)
OvHV-2 (Sheep)

AIHV-2
E‘: AIHV-1 (C-500)
AIHV-1 (WC-11)

AIHV-1 (Austria isolate)
AIHV-1 (GenBank)
L AlIHV-1 (Minnesota isolate)

Slika 2. Prikaz filograma temeljen na djelomi¢nim aminokiselinskim sekvencama
homolognog fragmenta gena za DNK polimerazu iz pet ¢lanova MKG skupine virusa i

drugih limfocitima povezanih ¢lanova gamaherpesvirusa prezivaca (LI i sur., 2001.).

2.7.5. Tenacitet

Herpesvirusi su relativno stabilni u okoliSu. U hladnim razdobljima mogu
prezivjeti 30 dana pri relativnoj vlaznosti zraka od 90%. U nastambama zimi preZive 6-
13 dana, a u prolje¢e 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 smrzavanije i liofilizaciju (HERAK-PERKOVIC i sur., 2012.).

2.7.6. ProSirenost

Infekcija CpHV-1 zabiljeZena je Sirom svijeta, u SAD-u , Kanadi, Novom Zelandu
i u Europi. lako je virus prvi put u Europi izoliran u Svicarskoj, novije serologke studije
sugeriraju da je infekcija posebno prisutna u mediteranskim zemljama kao Sto su Italija,
Spanjolska i Gréka. U tim zemljama je zabiljezena visoka seroprevalencija (izmedu 21%
u Spanjolskoj i 60% u juznoj Italiji) (KOPTOPOULOS i sur., 1988.; GUERCIO i sur.,
1998.; KEUSER i sur., 2004.). U Francuskoj, rezultati su pokazali visoku
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seroprevalenciju u juznom dijelu Korzike, ali infekcija CpHV-1 nije identificirana u
nekoliko okruga u unutrasnjosti zemlje (THIRY i sur., 2006b.; SUAVET i sur., 2016).
Kozji herpesvirus 2 i kozji limfotropni herpesvirus su enzoonotski gamaherpesvirusi u
stadima koza. Prvi otkriveni kozji gamaherpesvirus, CpHV-2, je prvi puta opisan 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 opisan kod koza
(CHMIELEWICZ i sur., 2001.). U SAD-u je kod koza prvi put potvrdena infekcija
CpLHV (LI i sur., 2001.). Zbog sveprisutne infekcije domacih ovaca (Ovis aries) s
OVHV-2 ovaj virus je odgovoran za vecinu slucajeva MKG-a u svijetu. Pracenjem MKG-
a povezanog s ovcama, potvrdeno je da se infekcija ovaca s OvHV-2 veéinom javlja u
Europi 1 Sjevernoj Americi (RUSSELL i sur., 2009.). Takoder je o bolesti izvjeStavano
iz razli¢itih dijelova Srednjeg Istoka (ABU ELZEIN 1 sur., 2003.), te s Novog Zelanda
(RUSSELL i sur., 2009.). Ova bolest se je i ozbiljan problem kod Balijskog goveda u
Indoneziji (WIYONO i sur., 1994.). U SAD-u je potvrdeno da osim ovaca, OvHV-2
inficira i koze (LI i sur., 2001.).

2.7.7. Epizootiologija

Ulazna vrata CpHV-1 u koza su sluznica nosa ili vagine. Iako nije bilo moguce
odrediti koji je od putova znacajniji u epizootioogiji infekcije, vaginalni put €ini se
vaznijim jer se virus moZze S$iriti unutar stada parenjem. Nakon infekcije, CpHV-1
uspostavlja latentnu infekciju. Prilikom stresnih uvjeta, moguca je reaktivacija virusa, pri
¢emu CpHV-1 pokazuje slicno ponasanje kao tijekom primarne infekcije: intranazalno
zarazene Zivotinje izlucuju virus i preko nosa i vagine, dok intravaginalno zarazene koze
izlucuju virus samo vaginalnim putem (BUONAVOGLIA i sur., 1996.). Subklinicka
CpHV-1 infekcija je vrlo rasprostranjena, a koze se ¢ine jedinim prirodnim rezervoarom

virusa. (TEMPESTA i sur., 2001).

Za CpHV-2 i CpLHV jos uvijek nije opisano klinicko o¢itovanje bolesti kod koza. Izvor
infekcije je nepoznat, kao 1 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
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bez oznafene dobne kategorije koza i ovaca pokazale sli¢nu seroprevalenciju koza i ovaca
u odnosu na janjad i jarad (LI i sur. 1996.).

U istrazivanju CpHV-2 seroprevalencije kod koza, uzorkovano je 15 jaradi koju su ojarile
inficirane koze. Jaradi je dva puta u mjesec dana uzorkovana Kkrv, od prije prvog sisanja
pa sve do dobi od 13 mjeseci. Jarad koja jos nisu sisala majku nisu bila seropozitivna.
Serokonverzija je nastupila nakon pocetka sisanja majke, o¢ekivano nakon konzumacije
kolostruma 1 unosa maternalnih protutijela. Titar maternalnih protutijela drasticno 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 sli¢nim onome kod janajdi i ovaca (LI i sur., 1998.).

Za sada nema dokaza da ov¢ji herpesvirus 2 uzrokuje klinicko ocitovanje bolesti kod
ovaca, dok u koza vrlo rijetko dovodi do MKG (MAKONI i sur., 2024.). Virus se moze
prenositi horizontalno s ovaca i koza na drugu osjetljivu vrstu direktnim kontaktom ili
kaplji¢no. Kod ovaca, najcesce ga prenosi janjad do 12 mjeseci starosti (MUSHI i sur.,
1980.; MUSHI i RURANGIRWA, 1981.; LI i sur., 1998.). Novorodena janjad nije
inficirana s OvHV-2, i nema dokaza da ovce u fazi janjenja izlucuju vise virusa. U jednoj
studiji je dokazano da je 93% ispitivane janjadi, ¢ije su majke bile pozitivne na OvHV -2,
imalo prisutna anti-MKG protutijela iz kolostruma. Maternalna protutijela ostaju
detektabilna do dva i pol mjeseca starosti (LI i sur., 1998.). Aktivna sinteza protutijela
pocinje u dobi od Sest mjeseci starosti te 50% janjadi serokonvertira u dobi od sedam do
osam mjeseci. Do prve godine starosti protutijela su prisutna kod 80-90% janjadi sto
odgovara postotku seropozitivnih odraslin ovaca (LI i sur., 1998.). Genom OvHV-2
virusa je identificiran u uzorcima iz probavnog, respiratornog i urogenitalnog trakta ovce,
te u sjemenu ovnova (HUSSY 1 sur., 2001.). Ova opazanja upucuju na mogucénost
vertikalnog prijenosa na potomstvo. Ve¢inom se prijenos s rezervoara na osjetljivog
domacina odvija u neposrednoj blizini, ali zabiljeZzeni su 1 sluCajevi prijenosa na
udaljenosti do 5 km (ANONYMOUS, 2012.). Tradicionalno se i koze smatraju
prenosiocima OvHV-2 (HEUSCHELE, 1988.; WIYONO i sur., 1994.). Horizontalni
prijenos izmedu domacina ostalih vrsta se smatra nemogucim te su oni “dead end hosts”
(ACKERMANN, 2006.). Horizontalni prijenos nije mogu¢ zbog veze stanice 1 virusa te

nemogucnosti da se virus odvoji od stanice (LI i sur., 2014.).Vecinom se prijenos s
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rezervoara na osjetljivog domacina odvija u neposrednoj blizini, ali zabiljeZeni su i

slucajevi prijenosa na udaljenosti do 5 km (ANONYMOUS, 2012.).

2.7.8. Patogeneza

Opcenito zivotni ciklus herpesvirusa zapocinje kada uzro¢nik dode u kontakt s
povrSinom stanice domacina te se veze za specificne stani¢ne receptore. Za CpHV-1 se
vjeruje da inficira koze putem respiratornog ili genitalnog puta, pokazujuéi visoki
tropizam prema genitalnom traktu. (TEMPESTA i sur.., 2001.; TEMPESTA i sur.,
2004.). Kada CpHV-1 zarazi kozu preko sluznice nosa, replicira se lokalno i §iri nakon
viremije do genitalnog trakta gdje moze uzrokovati pobacaj. Suprotno tome, kada virus
zarazi kozu preko sluznice rodnice, replicira se samo lokalno, bez Sirenja na druge organe
i tkiva, te se izluCuje samo vaginalnim putem. Nakon primarne infekcije, CpHV-1
uspostavlja latentnu infekciju u neuronima, a mjesta latencije su dokazana u treem i
cetvrtom sakralnom gangliju, kao i u trigeminalnom gangliju (TEMPESTA i sur.,
1999a.). Reaktivacija virusa iz mjesta latencije bila je iznimno teska za dokazati u
prirodnim i eksperimentalnim uvjetima (BUONAVOGLIA i sur., 1996.), no reaktivacija
virusa 1 njegovo izlu€ivanje postignuti su samo nakon primjene visokih doza
deksametazona. U prirodnim uvjetima, reaktivacija i izlu¢ivanje virusa vaginalnim putem
uoceni su tijekom estrusa kod koza s niskim titrom neutraliziraju¢ih protutijela
(TEMPESTA i sur., 2001.). U istrazivanju patogeneze CpHV-1 (TEMPESTA i sur.,
1999h.), tri koze razvile su povisenu tjelesnu temperaturu (39,9+40,48°C) Cetvrti dan
nakon inokulacije koja je trajala sedam dana. Tijekom febrilne reakcije, koze su bile
leukopeni¢ne (2.500£500/mm3). Medutim, tijekom 30 dana promatranja nisu uoceni
drugi klini¢ki znakovi, osim kod jedne Zivotinje koja je na sedmi dan razvila vezikulo-
ulcerativne lezije na stidnici. Kasnije su lezije postale kruzne, a kako je zacjeljivanje
napredovalo, na tim podrucjima su se formirale kraste, koje su otpale nakon nekoliko
dana, a cijeli proces je zavrSen u sljede¢ih osam do 10 dana.

Receptori na stanici domacina za koje se vezu OvHV-2 i CpHV-2 jos uvijek nisu poznati
(RUSSELL 1 sur., 2009.). 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
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bolesti u stanici domacina prepisuju se 1 umnazaju virusni liti€ki 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. Razliiti uzroci
mogu potaknuti pretvorbu prikrivenih u razaraju¢e gene kojih umnaZzanje vodi u smrt
stanice (KUMATI, 2016.). Svi herpesvirusi mogu uzrokovati latentne infekcije. Uvjet za
u¢inkovitu latentnu infekciju je da stanica koja nosi virus bude dugovje¢na i da nije
uni§tena niti kroz apoptozu niti kroz eliminaciju od strane imunoloSkog sustava.
Dugovjecne stanice koje se ne dijele, a u zadnjoj fazi diferencijacije, kao §to su neuroni i
limfociti ispunjavaju ovaj uvjet (PATEL 1 DIDLICK 2008). IstraZivanja koja su ispitala
umnazanje OvHV-2 ukazuju na faze replikacije virusa kroz koje OvHV-2 prolazi i u
rezervoaru, 1 u osjetljivom domacinu (LI 1 sur., 2008., TAUS 1 sur., 2010.). U ovci kao
rezervoaru se virus u po¢etnoj fazi nedugo nakon infekcije umnaza u alveolarnom epitelu
pluca. Nakon toga, virus prelazi u krv gdje ima tropizam prema limfocitima u kojima ima
sposobnost uspostavljanja latentne infekcije (LI i sur., 2008., TAUS i sur., 2010.). Potom
virus napada respiratorni sustav, osobito pluca i nosne sinuse, zatim napusta domacina u
obliku nevezanom na stanice. Eksperimentalno zarazene prijemljive vrste (bizon i zec)
ukazale su na sli¢nu replikaciju kao i u 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 Stetu 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.).

2.7.9. Klini¢ka slika

CpHV-1 povezan je s dva razli¢ita sindroma kod koza: smrtonosnom sistemskom
boles¢u u jaradi i genitalnom boles¢u koja dovodi do balanopostitisa, vulvovaginitisa 1
pobacaja kod odraslih jedinki. U jaradi klinicki znakovi bolesti su: progresivna slabost,
groznica, bol u abdomenu, cijanoza i ubrzan rad srca. Takoder dolazi do pojave

vodenastih, zutih izmeta proSaranih krvlju, ali bez proljeva. Smrt nastupa unutar prvih pet
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dana, a prethodi joj komatozno stanje. Neka jaradi prezivi ili ugine nakon dva mjeseca u
stanju slabosti (LLANOS-SALINAS i sur., 2018).

Maligna kataralna groznica je akutna, generalizirana i Cesto fatalna bolest papkara
(Artiodactyla) - goveda, bizona, jelena i dr. Oc€ituje se opéim infekcioznim sindromom
(OIS), kataralnokrupoznom upalom sluznica glave i probavnog sustava,
keratokonjunktivitisom 1 Cesto klinickim znakovima oboljenja srediSnjeg ZzivCanog
sustava (SZS). Letalitet je blizu 100%. Tijek bolesti se kreée od perakutnog do kroniénog.
Eksperimentalno je dokazano da inkubacija traje 9-77 dana, a nepoznato je trajanje kod
prirodne infekcije. Nakon infekcije, ovisno o zahvaéenim organima, u domacina su
uoCena razli¢ita klinicka ocitovanja. U vecini slucajeva rani klinicki znakovi bolesti
zapocinju 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., O'TOOLE
1 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.). Klini¢ka slika kod goveda inficiranih
s OVHV-2 se ocituje oteCenjem kapaka, obostranim keratokonjuktivitisom uz zamucenje
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 poveéani. Moguée je otpadanje papaka i roga. Klini¢ki znakovi oboljenja SZS su
nekoordinacija, nistagmus i hiperestezija (CVETNIC, 1997.). Mnoge Zivotinje iz
s OvHV-2 (L11i sur., 2014.). Perakutni slucajevi s iznenadnom smrcu i akutni slucajevi s
hemoragijskim proljevom su ¢esto dokumentirani u slu¢ajevima klinickih ispitivanja na
ovim zivotinjama. Suprotno tomu rjede se susrece infekcija jelena s CpHV-2 i obi¢no
rezultira blagim 1 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 1 bjelorepog jelena. Primarni znakovi bolesti u tim slucajevima su bili gubitak
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tezine, dermatitis i pojava alopecija (LI i sur., 2001., CRAWFORD i sur., 2002., KEEL i
sur., 2003.). Drugaciju klinicku sliku su razvili sika jeleni u Kini koji su takoder
potvrdeno bili inficirani s CpHV-2. Oboljele koSute su ocitovale klinicke znakove s
povisenom tjelesnom temperaturom (>41°C) 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 klinic¢kih

znakova (ZHU i sur., 2018.).

2.7.10. Patoanatomski i patohistoloski nalaz

Pri dokazanoj infekciji s CpHV-1 uocene su lezije u histoloskim presjecima jetre,
kao Sto su vakuolarna degeneracija, nekroti¢ni hepatitis 1, u nekim slu¢ajevima, prisutnost
eozinofilnih intranuklearnih inkluzijskih tijela. Takve promjene su prethodno opisali
brojni autori, posebno kod jaradi, i ukljucuju sljedece: upalne i nekroti¢ne lezije (ponekad
hemoragicne) rasporedene u sluznici probavnog trakta; ulceracije sluznice, nekroza i
edem, praceni upalom submukoze u cekumu i kolonu. Jetrene stanice su otecene i
vakuolizirane, s prisutnoscu intranuklearnih inkluzijskih tijela (LLANOS-SALINAS i
sur., 2018). Dokazana je prisutnost virusne DNK u Krvi i u svim ispitivanim organima
abortiranog fetusa. Vremenski raspon od 31 dan zabiljeZen izmedu infekcije 1 pobacaja.
Ovaj period izmedu infekcije 1 pobacaja u moze se objasniti slijedom dogadaja: (1)
prolazak virusa kroz nosnu sluznicu; (2) transport mononuklearnim stanicama; (3)
prolazak kroz materni¢ne arterije i posteljicu; (4) viremija i infekcija fetusa (KEUSER i
sur., 2002).

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
1 bubrezi su najceS¢e pogodeni organi, iako se lezije razliitog opsega, promjene i

ucestalosti mogu naci na bilo kojem organu. Patohistoloski se lezije o€ituju akumulacijom
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i infiltracijom limfoidnih stanica u nelimfoidnom tkivu te hiperplazijom T-limfocita u
limfoidnim organima. Limfocitni vaskulitis je tipican oblik patohistoloske lezije ove
bolesti (CVETNIC, 1997.; O'TOOLE i LI, 2014.). Na postmortalnom 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 1 mezenterijalni limfni ¢vorovi. Na bubrezima se mogu nac¢i blijeda nekroti¢na

zariSta promjera oko 0,3 cm, a na plu¢ima hemoragic¢na podrucja (ZHU i sur., 2018.).

Histopatoloskom pretragom se pronalaze opsezna oStecenja pluca, bubrega, sréanih
zalistaka 1 tetiva. ToCnije, u plu¢ima su vidljiva multifokalna krvarenja i interticijska
fibroza popracena blagom leukoidnom stani¢nom infiltracijom pluénog 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 zamjenjujuci ju ponajvise s limfoidnim stanicama. Sr¢ani misi¢
nije zahvacen, ali prisutna je opsezna degeneracija i nekroza tkiva sréanih zalistaka.
Histopatoloski nije pronadena lezija tetiva. Medutim, u potkoZznom 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 i1 tromboza. Manje opsezne lezije su pronadene u jetri,
nadbubreznoj Zlijezdi, jeziku 1 Zlijezdama slinovnicama, 1 to u obliku manjih krvarenja,
infiltracije limfoidnim stanicama te nekroze. Broj limfocita u mezenterijalnim limfnim
¢vorovima bio je smanjen. Mozak, slezena, koza i misicje bile su bez lezija (ZHU i sur.,
2018.).

2.7.11. 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 najéesce na obriscima sluznica nosa i rodnice, te
nekoagulirane krvi, tj. izoliranim leukocitima iz uzoraka krvi. Od molekularnih metoda
dijagnostike se koristi PCR, posebno kvantitativna lanc¢ana reakcija polimerazom (engl.

Quantitative polymerase chain reaction - g-PCR), te ugnjezdena PCR kao vrlo pouzdane
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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 specifi¢na
kombinacija pocetnica: 507s/556as i 494s/494as (CHMIELEWICZ i sur., 2001.). Na
jednom primjeru testiranja sa specifi¢nim pocetnicama je bilo 84% pozitivnih rezultata u
seropozitivnim uzorcima spram 56 % pozitivnih nalaza u istom seropozitivhom uzorku s
pomocu degeneriranih pocetnica. Nijedan od seronegativnih uzoraka se nije pokazao
PCR pozitivnim, ¢ime je dodatno potvrdena specifi¢nost PCR testa koji koristi poCetnice
specificne za CpHV-2 virus (LI i sur., 2001.). Metode izbora za dijagnostiku MKG
protutijela, kako kod rezervoara, tako i kod prijemljivih vrsta, je komplementarni
imunoenzimni test, cELISA (LI i sur., 1994.; FRASER 1 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 unakrizne reakcije s drugim virusima su Cinile seroloske testove manje
specificnim (LI 1 sur., 1994.). Kod janjadi i jaradi se ne koriste seroloske metode jer su
kod jaradi maternalna protutijela prisutna do tri mjeseca starosti, a u janjadi do dva i pol

mjeseca starosti.

2.7.12. LijeCenje

Lijecenje herpesviroza u stadima ovaca i koza se ne provodi. Radi kontrole bolesti,
odnosno povecanja mogucénosti 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 redovito vrsiti dehelmentizaciju.

2.7.13. Imunoprofilaksa

Eksperimentalno cjepivo za CpHV-1 nije izazvalo nikakve nuspojave, ni lokalne
ni opce, te se stoga Cinilo sigurnim. Osim toga, pokazalo je visoku imunogenost jer su
zivotinje cijepljene dva puta razvile titrove antitijela sli¢ne onima koji su opazeni kod
prirodno zarazenih zivotinja. Cjepivo je takoder induciralo varijabilan stupanj zastite. S

klini¢kog stajaliSta, nijedna cijepljena i izazvana zivotinja nije imala znakove bolesti, npr.
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vaginalne lezije kao kod necijepljenih Zivotinja. Zastita od infekcije bila je jasno
dokazana, ali je ovisila o broju doza cjepiva koje su Zivotinjama dane i o putu izazivanja
infekcije. Zivotinje cijepljene dvaput intranazalno bile su potpuno zastiéene, tj. nije bilo
izlu€ivanja virusa ni kroz nos ni kroz vaginu nakon izazivanja infekcije. Nasuprot tome,
zivotinje koje su bile cijepljene jednom izlucivale su samo male koli¢ine virusa i za kraca
razdoblja nego necijepljene koze. U Zivotinja kod kojih je izazvana vaginalna infekcija
zastita je bila slabija s obzirom na to da su kod koza cijepljenih dvaput, virus izlucivale
tri dana, dok su kod koza cijepljenih jednom izlu¢ivale virus slicno kao kontrolne
zivotinje (TEMPESTA i sur., 2001). Jasno je da nije izvedivo predloziti Siroku upotrebu
sluzni¢nih vaginalnih cjepiva u stadima koza, uzimajuc¢i u obzir ekonomske troSkove i
potrebnu radnu snagu. Ipak, dosadasnje spoznaje ostavljaju otvorenu mogucénost za
koriStenje infekcije CpHV-1 kod koza kao valjanog zZivotinjskog modela za antivirusnu
terapiju i studije imunizacije za HSV-2, umjesto modela miseva, $takora ili zamoraca
(CAMERO i sur., 2007).

2.7.14. Javno zdravstvo

Dokazan je potencijal OvHV-2 da zarazi genetski udaljene domacine, i to u
slu¢aju svinja koje se u kontaktu s OvHV-2 pozitivhom ovcom inficiraju i razvijaju
fatalan oblik MKG-a.
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3. OBRAZLOZENJE TEME

U koza su opisane infekcije s Cetiri vrste herpesvirusa, no dosad nije dokazano
klinicko ocitovanje infekcije sa kozjim herpesvirusom 2 i kozjim limfotropnim
herpesvirusom, odnosno infekcije tim vrstama se smatraju inaparentnim, dok je poznato
klini¢ko ocitovanje infekcije s kozjim herpesvirusom 1. Poznato je da pojedine vrste
virusa mogu izazvati u prijemljivih preziva¢a malignu kataralnu groznicu (MKG), a u
pojedinih vrsta zivotinja imaju znacajan utjecaj na reprodukciju. Iz navedenog izlaganja
razvidan je problem istrazivanja. Nadalje, epizootiologija, ¢imbenici rizika te znacenje
ovog patogena u reprodukciji koza nepotpuno je poznat i nedovoljno istrazen kako u

Republici Hrvatskoj tako i u svijetu.

Uz klinicki pregled i briseve sluznice nosa, rodnice ili prepucija, uzorke Kkrvi i
mlijeka, prikupili su se i epizootioloski podaci u cilju ustanovljavanja prevalencije,
klinicke slike i ¢imbenika rizika za infekciju na razini pojedinacne Zivotinje, ali 1 na razini
farme. Poseban naglasak je dan ispitivanju utjecaja herpesvirusnih infekcija na uspjesnost
reprodukcije u koza. Da bi se utvrdio utjecaj infekcije na reprodukciju, usporediti ¢e se
reproduktivni pokazatelji inficiranih i zdravih koza. Broj ojarene jaradi, broj zive jaradi,
fetometrija te uzimanje tjelesnih mjera nakon poroda utvrditi ¢e se postoji li utjecaj

infekcije na rast i razvoj jaradi.

Navedeni podaci mogu nam dati bolji uvid u epizootiologiju i patogenezu
herpesvirusnih infekcija u koza. Shodno navedenom, temeljna pretpostavka bila je da
infekcije herpesvirusima utjecu na zdravlje i reprodukciju koza. Op¢i cilj je odrediti
prosirenost herpesvirusnih infekcija koza, epizootiologiju bolesti i utjecaj na kozarsku

proizvodnju.
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Specifi¢ni ciljevi:
1. Ustanoviti uvjete drzanja koji predstavljaju pogodovne ¢imbenike za Sirenje infekcija

(veliCine stada, razli¢ite pasmine, utjecaj hranidbe, 1 sli¢no).

2. Statistickom analizom podataka prikupljenih od vlasnika stada i rezultata klinickog
pregleda ustanoviti povezanost infekcije herpesvirusima s pojavom odredenih klinickih

znakova.
3. Istraziti utjecaj herpesvirusne infekcije na parametre uspjesnosti reprodukcije koze
(Preganjanje, broj mrtvorodene jaradi, pobacaji, broj rodene jaradi, trajanje laktacije,

ulazak u novu sezonu i slicno).

4. Fetometrijom, uzimanjem tjelesnih mjera i porodajne tezine jaradi utvrdit ¢e se utjecaj

infekcije na njihov rast i razvoj.

41



4. MATERUIJALI | METODE

4.1. PLAN ISTRAZIVANJA 1 PLAN UZORKOVANJA

Na osmoj redovitoj sjednici Fakultetskog vije¢a Veterinarskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu odrzanoj 16. oZujka 2022, temeljem ¢lanka statuta 40.
Veterinarskog fakulteta, a na prijedlog Povjerenstva za etiku u veterinarstvu, donesena je
odluka o eti¢koj prihvatljivosti za istrazivanja uzoraka na koje se ne primjenjuje Zakon o
zastiti zivotinja (NN 102/2017) pod naslovom ,,Utjecaj herpesvirusnih infekcija u koza
na uspjesnost reprodukcije® u svrhu izrade doktroske disertacije (K1:640-01/22-17/32; Ur.
br. 251-61-41-22-01).

Za utvrdivanje potrebnog broja uzoraka koristila se formula za izracun veli¢ine uzorka za
studije prevalencije prema NAING i sur., (2022.), s intervalom pouzdanosti od 95% i
to¢noséu od 5%. Prema istrazivanju MATIJEVIC, (2022.), u okolici Gline utvrdena je
prevalencija herpesvirusnih infekcija od 9,8 i 11,6%. Shodno navedenom izracunu,
ukoliko je prevalencija 9,8%, veli¢ina uzorka, odnosno N, je N=135,8; a za prevalenciju
11,6% N=157,6. Time je zaklju¢eno da ¢e minimalan potreban broj zivotinja za provedbu

istrazivanja biti 158.

Istrazivanje je provedeno na Cetiri farme s dvije razli¢ite pasmine koza na podrucju
Republike Hrvatske (Medimurska, Zagrebacka, Koprivnicko-krizevacka 1 Bjelovarsko-
bilogorska Zupanija). Dvije farme uzgajale su pasminu alpina, a dvije farme od sanske
pasmine. Prikupljanje uzoraka zapocelo je u ozujku 2022. godine a zavrSeno u svibnju
2023. godine. Kriterij za odabir farmi bila je dostupnost zivotinja za uzorkovanje i
neprovodenje sustavne imunoprofilakse herpesvirusne infekcije koza. Istrazivanjem su
obuhvaceni koze i jarevi razli¢ite, a uzorkovanje se provodilo tijekom dva stresna
razdoblja u uzgoju koza — tijekom gravidnosti u dva navrata: 30-40 dana, te 60-80 dana

po parenju, i tijekom ranog puerperija, odnosno u razdoblju od mjesec dana po porodu.

Prije uzorkovanja zajedno s vlasnicima ispunjen je epizootioloski obrazac, koji osim
podataka o dobu 1 spolu jedinke, paritetu, nainu drzanja i eventualnim zdravstvenim
problemima, ukljucuje i podatke o dosadasnjoj reprodukciji, pripustu, broju ojarene,

mrtvorodene i odbijene jaradi, porodajnoj masi jaradi, tjelesnim mjerama jaradi. Dodatni
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epizootioloski podaci prikupljeni su i prilikom uzimanja anamneze, kao i podaci o

dosadasnjim parametrima plodnosti i moguc¢im patologijama graviditeta.

Za potrebe istrazivanja uzeti su obrisci sluznice nosa i sluznice rodnice u Zenskih jedinki,
odnosno prepucija u muskih jedinki, zatim se uzorkovala krv iz venae jugularis u dvije
epruvete, te se uzimao uzorak mlijeka uz pregled mlije¢ne zlijezde. Uz uzorkovanje
ucinio se i op¢i klinicki pregled svake jedinke. Za vrijeme rasplodne sezone, u razdoblju
30 do 40 dana po parenju, ucinila se i dijagnostika gravidnosti transabominalnim
ultrazvuénim pregledom, a gdje je bilo moguce i fetometrija u prvom i drugom

tromjeseCju graviditeta.

4.1.1. Na razini farme koza

Na svakoj farmi uzet je u obzir ukupan broj Zivotinja i pasmina, broj muskih i
zenskih jedinki i broj Zivotinja po dobno/spolnoj kategoriji (jarad, Siljezice, koze i
jarc¢evi). Uzeti su podaci o nacinu drzanja i iskoriStavanju Zivotinja, te o hranidbi 1
napajanju. Takoder, da bi se ispitao unos uzro¢nika u stado, prikupljeni su podaci o
remontu stada, kao i uvodenju muzjaka u stado. Za potrebe utvrdivanja zdravlja stada
vlasnici su pitani imaju li koze zdravstvenih poteskoca s neuroloskim, respiratornim,
probavnim i reproduktivnim problemima na razini stada, imaju li pojavu apscesa, uginuca
ili nemaju bolesti na farmi. Prikupljeni su podaci o tretiranju antiparaziticima,

imunoprofilaktickim mjerama 1 o reproduktivnom menadZmentu.

Farma broj jedan nalazi se u Koprivnic¢ko-krizevackoj zupaniji. Na farmi boravi ukupno
155 koza, te Cetiri jarca pasmine alpina. Imaju devet bokseva zivotinja, te ih otprilike 12
boravi po boksu, dok su jar¢evi odvojeni, osim u pripusnoj sezoni. Drze se intenzivno,
boksevi su medusobno odvojeni reSetkastom ogradom te ne idu na pasu. Hrane se
peletiranom hranom i sjenom, te im se neposredno prije sezone parenja pojacava hranidba
(krmne smjese za laktaciju) i vitaminizira pripravcima koji sadrze selen. Remont rade iz
vlastitog uzgoja, no svake Cetiri godine uvezu 10-15 % novih koza, uglavnom iz Austrije.

Na farmi je zabiljezena prisutnost artritis encefalitis virusa 2017. godine, a 2021. godine
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imali su zabiljeZeni veci broj uginuca koza radi gangrenoznog mastitisa, no povremeno
Zivotinje imaju apscese na razli¢itim djelovima tijela, za §to smatraju da je od uboda od
ograde. Dehelmintizaciju rade koriste¢i ivermektin (Iverktin, Dechra, Nizozemska), dva

puta godisnje. Ne koriste imunoprofilaktiCke mjere. Nemaju druge vrste Zivotinja na

farmi.

Slika 3. Izgled boksa na farmi jedan.

Farma broj dva nalazi se u Zagrebackoj zupaniji. Na farmi boravi 35 koza i jedan jarac
pasmine alpina. DrZanje je intenzivno, imaju dva boksa, u dva razlicita objekta u kojima
boravi po 18 koza. Remont rade iz vlastitog uzgoja, a svake godine izmedu ostalih
uzgajivaca mijenjaju jarca radi genetike. Od antiparazitika koriste ivermektin (Iverktin,
Dechra, Nizozemska) 1 albendazol (Monil 5 %, Genera, Hrvatska) jednom godisnje.
Hrane se pripremljenom gotovom smjesom 1 sijenom, te u zadnjoj treini graviditeta
pojacavaju hranidbu peletiranom hranom, koju produzuju i tijekom laktacije. Povremeno
su zivotinje Sepale, i to starije, koje ubrzo nakon pojave klini¢kih znakova ugibaju. Ne

provode imunoprofilakticke mjere. Osim koza, na farmi borave kokosi i Cetiri krmace.
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Farma broj tri nalazi se u Medimurskoj Zupaniji. Na farmi boravi 47 koza pasmine sanska
koza i dva jarca. Imaju Cetiri boksa, medusobno odvojeni zidom, a Zivotinje su podijeljene
po dobnim kategorijama. Remont rade iz vlastitog uzgoja, a svakih sedam godina kupuju
nove koze iz Italije i Slovenije. Hrane se hranom iz vlastitog uzgoja i to smjesom
kukuruza, je¢ma, zobi, tritikalo i soja. Do sada nisu imali veéih problema s bolestima, ne
provode imunoprofilakti¢ke mjere, niti koriste antiparazitike. Uz koze, vlasnici imaju i

nekoliko teladi koje koriste za tov.

Slika 4. Izgled boksa na farmi 3.

Farma broj Cetiri nalazi se u Bjelovarsko-bilogorskoj Zupaniji, a na njoj boravi oko 150
koza i 10 jaraca sanske pasmine. Imaju pet bokseva, od kojih su u jednom gravidne
jedinke, u drugom ojarena jarad, u trecem jarci. a ostale koze borave u dva boksa
medusobno odvojena das¢anom drvenom ogradom. Svake godine rade remont od 20-
25% zivotinja, od kojih pola iz vlastitog uzgoja, a pola uvoze Italije. Imaju ucestale
probleme s dokazanim artrtis encefalitis virusom i gangrenoznim mastitisom. Od

antiparazitika koriste albendazol (Monil 5 %, Genera, Hrvatska), jednom godisnje.
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Uglavnom se hrane sijenom i zobi, peletiranu hranu dobivaju za vrijeme muZnje odnosno

u laktaciji. Ne provode imunoprofilakticke mjere.

Na farmama u istrazivanju ne provodi se sustavni nadzor niti upravljanje reprodukcijom,

kao npr. kontrola spolnog ciklusa,

osjemenjivanje, dijagnostika graviditeta.
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Slika 5. Izgled epizootioloskog obrasca.

4.1.2. Na razini jedinke

umjetno

Od vlasnika farmi uzeti su podaci za svaku pojedinu kozu o dobi, datumu pripusta

i jarenja pocevsi od 2020 godine, datumu zadnjeg pripusta, jarenja i broju jaradi,
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preganjanju, trajanju laktacije i koli¢ine mlijeka te ukupnom broju ojarene jaradi i
mogucim pobacajima. O jaradi uzeti su podaci ovisno o nacinu drZzanja i mogucnosti
vodenja mjerenja kako slijedi: datum rodenja, porodajna masa, opseg glave, grudnog
kosa, duzine tijela i datumu odbi¢a odnosno uvadanja mlije¢ne zamjene. Takoder,

Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu ustupila je dodatne podatke o mlije¢nosti.

4.1.3. Klinicki pregled

Prilikom prvog uzorkovanja, svaka jedinka dobila je internu oznaku i zabiljeZzen
je jedinstveni zivotni broj. Procijenjena je tjelesna kondicija (engl. body score condition
— BCC) (VILLAQUIRAN i sur., 2007.), izmjerena rektalna temperatura, pregledane su
vidljive sluznice (konjunktive, usne Supljine, stidnice/prepucija) i zabiljezene promjene,
provjerena je prisutnost vaginalnog iscjetka, koji je opisan ukoliko je bio prisutan,
palpirani su submandibularni i poplitealni limfni ¢vorovi sa opisanim promjenama
veli¢ine 1 ulinjen je pregled mlije¢ne Zlijezde (temperiranost, bolnost, promjene

konzistencije, ostalo).

Lumbalna regija Sternum
Spinous precess

Slika 6. Primjer odredivanja tjelesne kondicije u koza. (VILLAQUIRAN i sur., 2007)

4.1.4. Krv

Uzorkovanje krvi provodilo se asepti¢nim uzorokovanjem iz v. jugularis u dvije

razli¢ite epruvete (dva ml u epruvetu sa EDTA antikoagulansom (Vacutube, LT Burnik,
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Vodice, Slovenija), pet ml u epruvetu s gel membranom (Vacutube, LT Burnik, Vodice,
Slovenija)). Uzorci su bili transportirani u prijenosnom hladnjaku pri +8°C do Klinike za
porodnistvo 1 reprodukciju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Potom se na
hematoloskom analizatoru URIT 5160 (URIT Medical Electronic, Shenzen, Kina) izradio
hemogram. Preostali uzorci bili su centrifugirani koriste¢i centrifugu Labofuge 300
(Thermo Fisher Scientific ,Waltham, SAD) pri 3500 okretaja/minuti tijekom 15 minuta,
a dobiveni supernatant (serum) se odijelio u sterilne Eppendorf epruvete i pohranio na -
80°C.

4.1.5. Mlijeko

Prije uzimanja mlijeka, sise su dezinficirane alkoholnim maramicama, prvi mlaz
se odbacivao. Ruénom muznjom prikupljeno je mlijeko koza u prethodno oznaene
epruvete za mlijeko (PS Tapado beta, Deltalab, Barcelona, Spanjolska) i transportirano u
prijenosnom hladnjaku pri +8°C do Klinike za porodnistvo i reprodukciju Veterinarskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu, gdje je smrznuto u zamrzivacu pri -19°C. Prilikom obrade
uzoraka, mlijeko je odmrznuto u vodenoj kupelji pri temperaturi od 20°C. Nakon
odmrzavanja prema ranije opisanom protokolu (POKORSKA i sur., 2016.), epruvete s
mlijekom su centrifugirane pri 7000 okretaja u minuti tijekom 10 minuta. Dobiveni
supernatant masti se uklonio, te se 600 pl mlije¢nog seruma prebacilo u sterilnu Ependorf
epruvetu. Potom su uzorci bili skladisteni pri temperaturi od -19°C do izolacije DNK. Za
potrebe izolacije DNK koristio se IndiSpin Pathogen Mini Kit prema (INDICAL
BIOSCIENCE, Leipzig, Njemacka), nize navedenim koracima.

4.1.6. Obrisci sluznica

Obrisci sluznice nosa i stidnice koza, odnosno prepucija u jaraca, uzeti su sterilnim
Stapi¢em S vatom, laganim rotiranjem nekoliko puta po povrSini sluznice, te su zajedno s
ostalim uzorcima bili transportirani u prijenosnom hladnjaku pri +8°C. Prilikom obrade
uzetih obrisaka, vrh Stapi¢a s vatom (otprilike 2 cm) se umocio u jedan ml fosfatnog
pufera, visak se Stapica odrezao, a vrh s puferom se u Ependorf epruveti pohranio pri -
80°C.
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4.1.7. Ultrazvuk i fetometrija

Za pregled ultrazvukom koristio se Mindray Z50Vet uredaj sa konveksom sondom
35C50 2.0-5.0 MHz (Mindray, Shenzhen, Kina), sa radijusom od 50 mm.
Transabdominalna ultrazvu¢na pretraga vrSila se u terenskim uvjetima, prislanjajuci
sondu na bezdla¢no koze s desne strane baze vimena, pri ¢emu se koristio ultrazvuc¢ni gel.
U gravidnih jedinki, uz uzimanje briseva, napravljena je fetometrija i to u prvoj treéini
graviditeta (izmedu 30. i1 40. graviditeta) mjerio se promjer gestacijske vrecice (engl.
gestational sac diameter — GSD), a u drugoj tre¢ini gravidnosti, izmedu 60. i 80. dana, pri
¢emu se mjerio promjer glave (engl. biparietal diameter - BPD) (BERNIER GOSSELIN
i sur., 2018.).

Slika 7. Dijagnostika graviditeta i uzmanje fetometrijskih mjera

4.1.8. Tjelesna masa i mjere jaradi

Neposredno prije ocekivanog jarenja, vlasnicima su podijeljene prijenosne

digitalne vage (NanGuo Electronics, Wuhan), krojacki metar, biljeznica i olovka.
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Objasnjeno im je kako da uzimaju mjere, kako bi se postigao uniformno prikupljanje
podataka. Prije mjerenja tjelesne mase, vagu je potrebno objesiti na ¢vrsti klin (npr. ¢avao
u zidu). Potom se objesi vreca i tarira vaga, nakon Cega se dodaje jare u vrecu i zapisuje

se zivotni broj jareta, njegove majke, oca i tjelesna tezina u kilogramima.
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Slika 8. Mjerenje porodajne tezine jaradi

Krojac¢kim metrom mjerile su se tri duzine: duzina jaradi od nozdrva do pocetka
korijena repa, zatim opseg prsa preko najSireg i najduzeg dijela (preko zadnjeg rebra) i

opseg glave, kranijalno od baze uske.
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4.2. 1ZOLACIJA DNK

4.2.1. Priprema uzoraka

Prvo su napravljeni skupni uzorci homogenizata briseva stidnice ili prepucija i
sluznice nosa, na nacin da su se pripremljeni uzorci odmrznuli na sobnoj temperaturi, te
su promijesani u vrtlozniku. Nakon mijesanja, pipetom je uzeto 100 pul homogenizata
brisa sluznice nosa i 100 ul homogenizata brisa nosa iste jednike, te se izdvajala virusna
DNK prema nize navedenom protokolu. U sluc¢aju da je pretraga dala pozitivnu reakciju,
uzorci su se ponovno izolirali, medutim zasebno sluznica nosa i zasebno sluznica stidnice
ili prepucija s ciljem utvrdivanja puta izlu¢ivanja virusa. Osim navedenih uzoraka, za
PCR pretragu pripremljeni su i uzorci mlijeka koza, tijekom laktacije i neposredno nakon

poroda (kolostruma).

4.2.2. 1zdvajanje virusne DNK

Za izdvajanje ukupne DNK iz uzoraka koristen je komercijalni komplet IndiSpin
Pathogen Mini Kit (INDICAL BIOSCIENCE, Leipzig, Njemacka) sukladno uputama

proizvodaca.

Kit sadrzi:
- PuferVXL11x6ml1lx30ml
- Pufer ACB (koncentrat)1,2 1 x 12 ml 1 x 60 ml
- Proteinaza K1x1.25ml1x 6 ml
- Carrier RNA (poly A) 1 x310 ug 1 x 310 pg
- Pufer AW1 (koncentrat)1,3 1 x 19 ml 1 x 98 ml
- Pufer AW2 (koncentrat)3 1 x 17 ml 1 x 81 ml

- Pufer AVE1x20ml2x20 ml

o1



4.2.3. Postupak izolacije DNK koriStenjem IndiSpin Pathogen kompleta

Pipetiralo se 20 pl Proteinaze K u epruvetu Ependorf zapremnine do dva ml, i
dodalo 200 pl tekuc¢eg uzorka u proteinazu K. Potom se unijelo 100 pl Pufera VXL.
Zatvorio se poklopac i promijesala epruveta na vrtlozniku. Kako bi dovoljno liziranje bilo
postignuto, bitno je temeljito promijesati uzorak i Pufer VXL u homogenu otopinu. Zatim
je uslijedila inkubacija na 20-25°C tijekom 15 minuta. Koristila se kratko centrifugiranje
epruvete od dva ml kako bi uklonili kapljice na unutrasnjoj strani poklopca. Dodalo se
350 pl Pufera ACB u uzorak, zatvorio poklopac i temeljito pomijesao koristeci vrtloznik.
Prethodno je u pufer ACB dodan izopropanol prema uputama. Nakon kratke centrifuge,
prenio se lizat na IndiSpin kolumnu postavljenu u epruvetu za sakupljanje od dva ml bez
vlaZenja ruba. Zatvorio se poklopac i centrifugirao pri 8000 okretaja tijekom jedne
minute. IndiSpin kolumna stavljena je u ¢istu sakupljadicu od dva ml, a prethodna
sakupljacica je odbacena. Ukoliko lizat nije potpuno prosao kroz kolumnu nakon
centrifugiranja, ponovno se centrifugirao na vecoj brzini 14,000 okretaja dok IndiSpin
kolumna nije bila prazna. Otvorila se IndiSpin kolumna i dodano je 600 pl Pufera AW1
bez vlazenja ruba. Zatvorio se poklopac i centrifugiralo pri 8000 okretaja jednu minutu.
IndiSpin kolumna stavljena je u ¢istu sakupljacicu od dva ml, a prethodna sakupljacica je
odbacena. Otvorila IndiSpin kolumnu i dodalo 600 pl Pufera AW2 bez vlazenja ruba.
Zatvorio se poklopac i centrifugiralo pri 8000 okretaja jednu minutu. IndiSpin kolumna
stavljena je u Cistu sakupljacicu od dva ml, a prethodna sakupljacica je odbacena.
Centrifugiranjem na punoj brzini od 14000 okretaja tijekom dvije minute postignuto je
suSenje membrane. U zadnjem koraku prenijeta je IndiSpin kolumna u €istu epruvetu
zapremnine 1,5 ml, a koriStena sakupljacica je odbacena. Zatim se otvorila IndiSpin
kolumna, dodalo se 50-150 ul Pufera AVE na srediste membrane, zatvorio poklopac i
inkubiralo na sobnoj temperaturi (15-25°C) tijekom jedne minute. Zadnjim
centrifugiranjem na punoj brzini 14,000 okretaja tijekom jedne minute dobiven je uzorak

spreman za lan¢anu reakciju polimerazom.
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Slika 9. Izolirana DNA u eppendorf epruveti od 2 mililitra

4.3. PCR — lan¢ana reakcija polimerazom

4.3.1. Postupak izvodenja lancane reakcije polimerazom prema metodi ugnijezdene
PCR

Panherpes PCR (VANDEVANTER i sur., 1996.) je metoda ugnijezdene PCR
kojom se umnaza dio gena za herpesvirusnu DNK polimerazu od oko 800 parova baza.
Za izvodenje PCR reakcije koristen je PCR uredaj BioRad, MJ Mini, Personal Thermal
Cycler, (BioRad, Richmond, SAD).

Pribor i oprema:
- Mikropipeta 1 - 10 pl, (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
- Mikropipeta 10 - 100 pl (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
- Mikropipeta 100 - 1000 ul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
- Nastavci za pipetu
- Eppendorf epruvete volumena 2 ml (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

- Epruvetice za PCR zapremine 0,2 ml
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- PCR uredaj BioRad, MJ Mini, Personal Thermal Cycler, (BioRad, Richmond,
SAD)

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

- lzvor elektricne struje (CS-300V) (Cleaver Scientific Ltd, Rugby, Velika
Britanija)

- Kadica za provodenje elektroforeze (Cleaver Scientific Ltd, Rugby, Velika
Britanija)

- Kalupi za agarozni gel s pripadaju¢im cesljevima za jazice
- Parafinski film

- Staklena tikvica zapremnine 100 ml

- Mikrovalna pe¢nica (Gorenje, Velenje, Slovenija)

- Sustav za detekciju DNK pod ultraljubicastim svjetlom Gel Doc 200 (BioRad,
Richmond, SAD)

- Mikrocentrifuga (Biofuge fresco) (Heraeus, Frankfurt, Njemacka)
- Tresilica (Rotamax 120) (Heidolph, Schwabach, Njemacka)
- Magnetska mjesalica (RTC basic) (IKA, Staufen, Njemacka)

- pH-metar (WTW pH330/SET-1) (WTW, Wilheim, Njemacka)

Reagensi:
- Otopina vanjskih uzvodnih i nizvodnih pocetnica

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

- Otopina deoksiribonukleotida (dNTP, TaKaRa ), 10 mM.
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Reagensi u sastavu komercijalnog kompleta za izvodenje PCR reakcije, Platinum® Taq

Polimerase (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY, SAD):

- Pufer sa uravnoteZenim koncentracijama soli potrebnim za izvodenje PCR

reakcije, 10x koncentriran
- Otopina magnezijevog klorida, MgClz, 50 mM
- Otopina deoksiribonukleotida (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 10 mM
- Enzim Platinum Taq polimeraze, 5 U/pl.

Pocetnice koriStene u izvodenju molekularne metode (Metabion International AG,

Planegg, Njemacka):
- HV-DFA5-GAY TTY GCN AGY YTN TAY CC-3'
- HV-ILK5-TCC TGG ACA AGC AGC ARN YSG CNM TNA A-3'
- HV-KG15-GTCTTGCTG ACCAGNTCNACNCCY TT -3
- HV-TGV5-TGT AACTCG GTG TAY GGN TTY ACN GGN GT -3'
- HV-IYG5-CAC AGA GTC CGT RTC NCC RTA DAT -3.
Reakcijska smjesa za PCR:

Potrebni reagensi za jedan uzorak (dobiva se ukupno 8 pl reakcijske smjese kojoj se

dodaje 2 pl pretrazivanog uzorka):
- 4,3 pl vode bez nukleaza
- 1 ul pufera za PCR reakciju (10x)
- 0,3 ul MgCl2 (50 mM)
- 0,8 ul ANTP smjese (10 mM)
- 0,5 pl otopine uzvodne pocetnice HV-DFA (10uM)
- 0,5 ul otopine uzvodne pocetnice HV —ILK (10uM)
- 0,5 ul otopine nizvodne pocetnice HV —KG1 (10uM)

- 0,125 pl Platinum Taq polimeraze (5 U/ul).
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Komercijalni pripravci koristeni su za dobivanje zavr$ne koncentracije reagensa:
voda bez nukleaza 4,3 puL, 10X pufer 1 uL, MgCI2 0.3 uL, dNTP Mix 0.8 uL, HV-DFA,
HV-ILK i HV-KGI pocetnice po 0.5 uL i Taq polimeraza 0.125 pL. U ukupno 8 pL
dobivenog pripravka dodan je 2 uL uzorka, odnosno 2 pL pozitivne i negativne kontrole.
Kao pozitina kontrola, koriSen je prethodno dokazani sekvencirani pozitivni uzorak
CpHV-2. Kao negativna kontrola, koriStena je voda bez nukleaza. Virusna DNK
umnazana je pocetnim korakom denaturacije (pocetna aktivacija enzima polimeraze) pri
95 °C u trajanju od pet minuta, praceno s 45 ciklusa denaturacije DNK lanca pri 95 °C u
trajanju od 30 sekundi, vezanje pocetnica na ciljni komplementarni slijed baza pri 46 °C
1 produljenje pocetnica pri 72 °C u trajanju od 1 minute. ZavrS$no produljenje umnoZenih

sljedova DNK pri 72 °C u trajanju od deset minuta.

Potrebni reagensi za jedan uzorak (dobiva se ukupno 4 pl reakcijske smjese kojoj se

dodaje 1 ul PCR produkta):

2,4 ul vode bez nukleaza (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD)

- 0,5 pl pufera bez magnezija za PCR reakciju (10x) (Invitrogen, Life Technologies,
Grand Island, NY, SAD)

- 0,15 pl MgCl2 (50 mM) (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY, SAD)
- 0,4 ul ANTP smjese (10 mM) (ANTP, TaKaRa ),

- 0,25 pl otopine uzvodne pocetnice HV-TGV (10uM)

- 0,25 pl otopine nizvodne pocetnice HV —IYG (10uM)

- 0,063 pl Platinum Taq polimeraze (5 U/ul) (Invitrogen, Life Technologies, Grand
Island, NY, SAD)

Virusna DNK umnazana je po¢etnim korakom denaturacije (pocetna aktivacija
enzima polimeraze) pri 95 °C u trajanju od pet minuta, prac¢eno s 45 ciklusa denaturacije
DNK lanca pri 95 °C u trajanju od 30 sekundi, vezanje pocetnica na ciljni komplementarni
slijed baza pri 46 °C i produljenje pocetnica pri 72 °C u trajanju od jedne minute. Zavrs$no,

kona¢no produljenje umnozenih sljedova DNK pri 72 °C u trajanju od 7 minuta.
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Slika 10. PCR uredaj BioRad, sa protokolom za umnazanje dijela gena herpesvirusne

4.3.2. Provjera PCR proizvoda elektroforezom na agaroznom gelu
Reagensi:

Agaroza u prahu (Sigma Aldrich, St Louis, SAD)

Tris baza (Sigma Aldrich, St Louis, SAD)

EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina) (Sigma Aldrich, St Louis, SAD)
Ledena octena kiselina (Sigma Aldrich, St Louis, SAD)

Boja za DNK u agaroznom gelu (GelStar, Lonza Rockland, SAD)

Biljeg veli¢ine DNK odsjecaka, koji se sastoji od dvolanc¢anih molekula DNA
veli¢ine po 100 pb (100 bp DNA ladder) (Invitrogen, Life Technologies, Grand
Island, NY, SAD)

Otopina za nanoSenje PCR proizvoda u gel koja sadrzi brom fenol plavilo (Blue
Juice Gel Loading Buffer) (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY,
SAD).
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Priprema radnih otopina
50X koncentrirana otopina TAE:
Reagensi:
- Tris baza 242 g (Sigma Aldrich, St Louis, SAD)
- Ledena octena kiselina 57,1 g (Sigma Aldrich, St Louis, SAD)
- EDTA (0,5 M) 100 ml (Sigma Aldrich, St Louis, SAD)
- Destilirana vodado 1 1.

U staklenu posudu odmjerene su navedene koli¢ine reagensa i otopina je dopunjena
destiliranom vodom do volumena 1 |. Otopina je homogenizirana na magnetskoj

mjesalici. Vrijednost pH otopine bio je 8,5.
Priprema 0,5 M otopine EDTA:
Reagensi:

- EDTA186,19

- Destilirana vodado 1 1.

U staklenu posudu odmjerene su navedene koli¢ine reagensa i otopina je dopunjena
destiliranom vodom do volumena 1 I. Otopina je homogenizirana na magnetskoj

mjesSalici. Vrijednost pH otopine bio je 8,0.
Agarozni gel:
Reagensi:

- Agaroza u prahu 0,7 g

- TAE pufer 75 ml

- Bojaza DNK 0,25 pl

Gel je napravljen otapanjem 0,7 g agaroze u prahu u 75 ml TAE, 1X pufera.
Otopina agaroze se zagrijala do vrenja u mikrovalnoj peénici. Nakon otapanja agaroze i

kratkotrajnog hladenja gela dodala se boja za DNK u tekucu agarozu. Da bi se u gelu
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dobile jazice u jo§ tekucu agarozu se stavio plasticni ¢eSalj za formiranje jaZica. Nakon
polimerizacije agaroze, uklonio se ¢eSalj za formiranje jazica i gel se stavio u kadicu za

elektroforezu u kojoj se nalazi TAE pufer.

Postupak izvodenja elektroforeze u agaroznom gelu bio je slijedeci. Na parafilmu
se pomijesalo 3 pl svakog proizvoda PCR metode s 3 pl otopine brom fenol plavila.
Mjesavinu svakog uzorka mikropipetom se prenjelo u jazice gela. U jednu jazicu dodalo
se biljeg velicine DNK odsjecaka. Elektroforeza se provodila u uredaju za elektroforezu,
pri naponu 100 V, jakosti struje 80 mA, u trajanju 30 minuta. Nakon provedene
elektroforeze prisutnost PCR proizvoda u gelu provjerila se pod UV svjetlom u komori
za snimanje gelova (Uvidoc HD6, Cambridge Engleska, UK), te se gel fotografirao
pomocu kamere s filtrima za UV svjetlost koja je bila spojena s racunalnim programom

koji omogucuje pohranu fotografije, u svrhu dokumentiranja uspjesnosti PCR reakcije.

Slika Prisutnost PCR produkata u agaroznom gelu pod UV svijetlom.

Slika 11. Ocitavanje agaroznog gela pod UV svijetlom. Oznaka M oznaCava mjesto
markera odnosno biljega veli¢ine DNK odsjecaka, N negativnog uzorka, K+ je pozitivna

kontrola a K- negativna kontrola.
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4.3.3. Odredivanje nukleotidnog slijeda proizvoda PCR-a

Nukleotidni slijed umnozenog odsjecka virusne DNK odredivan je u svrhu
molekularne tipizacije kozjih herpesvirusa na podru¢ju RH. Dio slijeda 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 korisStene su iste poCetnice kao u opisanom PCR-u,
dok je drugi dio purificiran odnosno procis¢en koriste¢i NucleoSpin Gel and PCR Clean-
up (MACHEREY-NAGEL, Diren, Njemacka) komplet prema uputama (VOGELSTEIN
i GILLESPIE, 1979.), i poslani na odredivanje slijeda nukleotida na istom uredaju u LGC
Limited (London Velika Britanija).

4.3.4. Postupak procis¢avanja PCR produkata

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up komplet za 250 uzoraka sadrzi:

Vezuéi pufer NTI 200 mL
- Pufer za ispiranje NT3 (Concentrate)* 2 x 50 mL
- Pufer za eluciju NE** 13 mL 13 mL 30 mL
- NucleoSpin ® Gel and PCR Clean-up kolumne 250
- Sakupljacice (2mL) 250
Osim navedenog, potrebno je:
- 96-100 % etanol
- 1.5 mL Ependorf epruvete
- Vrsni nastavci za pipete
- Pipete (10, 100 i 1000 pl)
- Mikrocentrifuga
- Termotreskalica

- Vrtloznik
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Pomjesao se jedan volumen uzorka s dva volumena NTI pufera (u ovom slucaju
10 uL PCR reakcije i 20 uLL NTI pufera). Umetnulo se NucleoSpin® Gel i PCR Clean-
up kolumnu u sakupljacicu (dva mL) i prenijelo do 700 uL uzorka. Centrifugiralo se 30
sekundi na 11,000 okretaja. Odbacila se tekuéina koja je prosla kroz kolumnu i vratila
kolumna u novu sakupljacicu. Pipetom se prebacio preostali uzorak ako je bilo potrebno
i ponovilo centrifugiranje. Dodalo se 700 uL NT3 pufera u NucleoSpin® Gel i PCR
Clean-up kolumnu. Zatim je uslijedilo centrifugiranje tijekom 30 sekundi na 11,000
okretaja. Odbacila se teku¢ina koja je proSla kroz kolumnu i vratila kolumna u
sakupljacicu. Ponovnim centrifugiranjem tijekom jedne minute na 11,000 okretaja
potpuno se uklonio NT3 pufer. Potpuno uklanjanje etanola postiglo se inkubacijom
kolumni 2-5 minuta na 70 °C prije elucije. Nakon toga se kolumna umetnula u novu 1.5
mL Ependorf epruvetu. U kolumnu koriste¢i pipetu stavilo se 15-30 puLL NE pufera i
inkubiralo se na sobnoj temperaturi (15-25°C) tijekom jedne minute. Zavr$nim
centrifugiranjem pri 11000 okretaja tijekom jedne minute dobio se procis¢eni PCR

produkt.

Daljnju analizu dobivenih DNK slijedova radilo se pomo¢u ra¢unalnog programa
MEGA 11 (TAMURA i sur., 2021.). Pomo¢u navedenog programa nacinjeno je
viSestruko sravnjivanje DNK slijedova i identifikacija postoje¢ih polimorfnih mjesta
unutar slijeda svakog pojedinog uzorka. Koriste¢éi 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 vrste kozjih herpesvirusa u cilju izrade filogenetskog stabla.

4.4. SEROLOGUA

4.4.1. Imunoemnzimni test za dokaz izloZenosti CpHV-1

Za dijagnostiku CpHV-1 u Viroloskom laboratoriju Zavoda za mikrobiologiju i

Zarazne bolesti s klinikom, Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu od seroloSkih
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metoda koristen je ELISA test (GREGORY i sur., 2020.). Koristen je komercijalni
komplet Eradikit TM CpHV1 (IN3 Diagnostics, Torino, Italy).

Sadrzaj komercijalnog kompleta Eradikit TM CpHV1 (IN3 Diagnostics, Torino, Italija):

- Pufer za razrjedivanje seruma (1c): 1 boc¢ica od 60 ml

- 20x pufer za ispiranje (2): 1 bocica od 60 ml

- 100x konjugat (PG.02): 1 boc¢ica 0,3 ml

- Pufer za razrjedivanje konjugata (3b): 1 bocica od 25 ml
- Otopina supstrata (4c): 1 bocica 25 ml

- Stop otopina (5¢): 1 bocica 25 ml

- Negativni kontrolni serum 0,2 ml

- Pozitivni kontrolni serum 0,2 ml
Pribor i oprema potebni za izvodenje testa:
- Mikropipeta 2-20 ul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
- Mikropipeta 10-100 ul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
- Mikropipeta 100-1000 pl (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
- Multikanalna mikropipeta 10-100 pul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
- Nastavci za pipetu
- Plasti¢ne kadice za pipetiranje
- Jednokratne plasti¢ne pipete zapremine 5 ml i 10 ml
- Staklena menzura
- Erlenmayer tikvice zapremine 50 i 1000 ml
- Mikrotitracijska plitica s 96 jazica s ravnim dnom
- Dvostruko destilirana sterilna voda (Sigma Aldrich, Saint Luis, SAD)
- Stoperica
- Ispiraé mikrotitracijskih plitica HydroFLEX (TECAN, Minnedorf, Svicarska)

- Cita¢ mikrotitracijskih plitica Sunrise (TECAN, Ménnedorf, Svicarska)
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Princip rada

Plo¢e unutar kita presvucene su s CpHV-1 rekombinantnim antigenom. Uzorci se
razrjeduju u omjeru 1:20 unutar jazica i inkubiraju na sobnoj temperaturi tijekom 60
minuta. Nakon ispiranja, peroksidazom oznacena sekundarna antitijela dodaju se na ploc¢u
te se inkubira tijekom 45 minuta. Ispire se ploca, te se dodaje supstrat. Kolorimetrijska

reakcija je proporcionalna specifi¢noj koncentraciji antitijela.
Protokol

Komplet je bio pohranjen pri temperaturi od +4 °C. KoriSteni uzorci prije uporabe
bili su pohranjeni pri -20 °C. Pozitivne i negativne kontrole nakon otapanja bile su
koriStene isti dan, kako bi se izbjeglo ponavljano smrzavanje i odmrzavanje jer se na taj
nacin povecava nespecificnost reakcije. Prije izvodenja metode, reagensi su bili izvadeni
1z kompleta 1 drzani £+ 15 minuta na sobnoj temperaturi (= 21 °C) bez izlaganja direktnom
sun¢evom svijetlu ili izvoru topline. Pufer, kontrole, standardi i konjugati bili su lagano
protreseni prije upotrebe u svrhu rastapanja bilo koje komponente kod koje bi moglo do¢i
do gruSanja. S paZnjom su stresene bocice kako bi tekucina koja je ostala u poklopcu bila
spustena nazad u otopinu. Kada je bilo potrebno promijesati teku¢ine u testnoj jazici, to
je bilo u¢injeno sa plasti¢énim nastavkom pipete koji je i bio koriSten za navedenu jazicu.

Svi reagensi nakon koriStenja bili su pohranjeni na 4-8 °C.

Postupak

Stavilo se 190 ul pufera za razrjedivanje seruma u svaku jazicu, zatim 10 pl
negativne kontrole seruma u jazicu na mjestu Al na ploci, te 10 pl pozitivne kontrole
seruma u Bl jazicu. Po 10 ul uzorka seruma stavljeno je u Cl1 jazicu, te je nastavljeno
ispunjavanje jazica u nizu s novim uzorcima. Tako pripremljena plo¢a inkubirana je na
sobnoj temperaturi tijekom 60 minuta. Pufer za ispiranje razrijeden je 20 puta u omjeru
1:20 sa pro¢is¢enom vodom. Ploce su isprane (koriste¢i pufer za ispiranje, te je ostavljeno
da se natopi 30 sekundi, a potom se plo¢a ispraznila kratkim i brzim pokretima na
papirnati ubrus) tri puta sa 300 ul otopine po jazici. Konjugat je razrijeden 100 puta sa
puferom za razrjedivanje konjugata, te je tako pripremljen dodan u koli¢ini od 100 pl u

svaku jazicu. Plo¢a je inkubirana na sobnoj temperaturi tijekom 45 minuta, a zatim
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isprana prema prethodno opisanom nacinu. Nakon toga dodano je 100 ul otopine supstrata
u svaku jazicu, te je uslijedila inkubacije plo¢e na sobnoj temperaturi u trajanju od 15
minuta. Koriste¢i 100 pl stop otopine u svakoj jazici zaustavljena je reakcija, te je ploca

oCitana na ¢itacu mikrotitracijskih plitica na 450 nm, unutar 10 minuta.
Interpretacija rezultata

Prije tumacenja rezultata, potrebno je izraunati SV (srednju vrijednost) izmjerene
opticke gustoée negativne (NC) 1 pozitivne kontrole (PC). Odnos (S/P) opticke gustoce

uzorka i srednje vrijednosti opticke gustoce pozitivne kontrole racunat je po formuli:
S/P = (ODuyzorak — SV OD nc)/(SV OD pc —SV OD nc) x 100

Uzoreci s reaktivnos¢éu ve¢om ili jednakom 40% smatraju se pozitivnim, odnosno sadrze
protutijela za CpHV-1, izmedu 30% i 40% sumnjivim a jednakim ili manjim od 30%

smatraju se negativnim.

4.4.2. Imunoemnzimni test za dokaz izloZenosti artritis encefalitis virusu

Artritis encefalitis koza je jedna od najée$¢ih zaraznih bolesti koza. Radi
ispitivanja moguceg utjecaja komorbiditeta na herpesvirusnu infekciju i uspjesnost
reprodukcije ucinila se seroloSka pretraga seruma koriste¢i komercijalni komplet
ELITEST — MVV/CAEV HYPHEN BioMed ZAC Neuville Université (Neuville sur
Oise, Francuska). Imunoenzimni test za dokazivanje protutijela za artritis encefalitis

virusa u serumu koriSten je prema radu BRINKHOF 1 sur. (2007.).
Princip testa

Jazice na polistirenskoj mikroplo¢i presvucene su sintetickim peptidom i
rekombinantnim proteinom izvedenim od proteina koji saCinjavaju ovojnicu i strukturu
odnosno tvori grupno specificne antigene (engl. group specific antigen - GAG) za kozji
artritis encefalitis virus. Testni uzorak se inkubira u jazicama te se virusno specifi¢na
protutijela vezu (ukoliko su prisutna) za strukturalni protein i/ili protein koji tvori

ovojnicu.

64



Nakon toga se dodaje prociséeni zecji anti-ov¢ji IgG obiljezen peroksidazom kao
sekundarno protutijelo. Kod pozitivnih uzoraka, ova oznaGena protutijela vezu se za
prethodno nastali antigen/protutijelo kompleks. Slijedi inkubacija sa supstratom, te dolazi
do plavog obojenja unutar jazice. Dodavanjem stop otopine (sumporna kiselina), boja se
pretvara u Zutu te se reakcija zaustavlja. Ako u uzorku nema protutijela, oznacena
protutijela se nece specificno vezati, zbog ¢ega dolazi do vrlo slabog pozadinskog

obojenja.

Komplet se sastoji od:

Pet ploca koje sadrze okvir sa 12 x 8 oblozenim testnim jazicama (sinteticki peptid

i rekombinantni protein koji predstavljaju ovojnicu i dio strukture antigena).

- Bocica koja sadrzi 125 pl negativne kontrole (NC) (ov¢ji serum koji sadrzi 0,1%

natrijev azid kao konzervans).

- Bocica s 250 mililitara otopine za razrjedivanje (SD; fosfatni pufer koji sadrzi

natrijev klorid, Triton stabilizator proteina i 0,05% konzervans Kathon CG.

- Bocica s 75 mililitara otopine za razrjedivanje konjugata (CD; fosfatni pufer koji

sadrzi stabilizatore proteina i enzima, te konzervans 0,05% Kathon CG.

- Bocicakoja sadrzi 0,75 mililitara konjugata (C; ze¢ji anti-ov¢ji IgG (H + L lanac),

oznaceni s HRP peroksidazom, koji se razrjeduje prije upotrebe 1:100.

- Bocica s 0,75 mililitara koncentrirane TMB otopine supstrata (S;
tetrametilbenzidin otopljen u dimetil sulfoksidu, koji se razrjeduje 100x prije

upotrebe).

- Bodica s 75 mililitara supstratnog pufera (SB; fosfatno-citratni pufer sa 0,006%

vodikovim peroksidom).
- Bocica koja sadrzi 150 mililitara koncentrirane otopine za ispiranje (WS; fosfatni
- Bocica sa 75 mililitara stop otopine (SS; sumporna kiselina)
- 15 Jjepljivih zatvaraca za plocu

- Plasti¢na vrecica za neiskoriStene trake za ispitivanje.
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Materijali potrebni za izradu koji se ne nalaze u kitu

- Destilirana ili deionizirana voda.

- Precizne pipete sa promjenjivim vrSnim nastavcima, koje mogu ispipetirati
volumen od 1-10 pl, 20-200 pl i 200-1000 pl

- Visekanalna pipeta od 100 pl s potro$nim nastavcima za dodavanje konjugata,
supstrata i sumporne kiseline.

- Treskalica za mikroplocu.

- Inkubator sa temperaturom od 37 °C

- Ispira¢ mikroploca

- Apsorbiraju¢e maramice

- Fotometrijsko ocitanje za mikroploce, opremljeno s 450 i 595 nanometrskim

filterima.

IZVODENIJE TESTA

Svi uzorci i materijali potrebni za izradu ostavljeni su na sobnoj temperaturi (15-
30°C) barem sat vremena prije izvodenja testa.. Otopina za ispiranje pripremljena je
razrjedivanjem koncentrirane otopine za ispiranje (WS) u omjeru 1:25 s destiliranom
vodom (20 ml sa 500 ml). Pripremljeno je 50 ml razrijedene otopine za ispiranje za svaku
traku. Napravljeno je predrazrjedenje uzoraka i kontrola u omjeru 1:100 (4 pl seruma u
400 pl otopine za razrjedivanje uzorka). Konjugat je pripremljen razrjedivanjem
koncentriranog konjugata u omjeru 1:100 s otopinom za razrjedivanje konjugata (CD)
(razrjedivanjem 10 pl sa 1 ml po traci ili 100 pl sa 10 ml po ploci). Supstrat je pripremljen
razrjedivanjem koncentriranog TMB supstrata (S) u omjeru 1:100 s puferom za substrat

(Razrjedivanjem 10 pl sa 1 ml po traci ili 100 pl na 10 ml po ploci).
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Slika 12. Ulaganje ploce u spektrofotometar za oCitavanje rezultata

Postupak testa

Prije pocetka testa, prilagodena je temperatura inkubatora na 37°C. Ploce su
napunjene s potrebnim brojem stupaca s jazicama, uzimajuci u obzir da treba ukljuéiti
jedan negativni kontrolni i jedan pozitivni kontrolni uzorak.. Tijekom postupka, su
ostajale unutar ploce i bile oznacene na rubovima. Napravljeno je predrazrjedenje uzoraka
i kontrola u omjeru 1:100. Dodano je 80 ul otopine za razrjedivanje u svaku jazicu i 20
ul razrijedenog uzorka ili kontrole u svaku odgovarajucu jazicu. Da bi se postiglo potpuno
mijeSanje uzoraka i otopine, ploce su prebacene na treskalicu mikroploc¢a na 1000 okretaja
u minuti tijekom pet minuta. Ljepljivi pokrov stavljen je na ploce, te su prenijete u
inkubator tijekom 60 minuta na 37°C. Prema uputama za ispiranje, svaka jaZica isprana
je pet puta, nakon ¢ega je dodano 100 pl razrijedene otopine konjugata u svaku jazicu.
Preko plo¢a se zalijepio novi pokrov te su ponovno inkubirane na 37°C tijekom 60
minuta, potom je uslijedilo ispiranje pet puta. Dodano je 100 ul razrijedene otopine
supstrata u svaku jazicu, zatim su ploce inkubirane na 30 minuta pri 20-25°C. Reakcija
je zaustavljena dodavanjem 100 pul otopine zaustavljanja u svaku jazicu, u istom slijedu i
u istim vremenskim intervalima kao i otopina supstrata. Ploce su o€itane na Citacu

mikrotitracijskih plitica na valnoj duljini od 450 nm, unutar 10 minuta.
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INTERPRETACHA

Svaka ploca validirana je prema uputama, gdje je navedeno da bi svaka negativna
kontrola trebala imati apsorbanciju na 450 nm manju od 0,100. Prije tumacdenja rezultata,
potrebno je izraCunati SV izmjerene opticke gustoce negativne (N) 1 pozitivne kontrole

(P). Vrijednost praga racuna se prema formuli:
(P-N)/4 + N

Pri ¢emu je uzorak (S) NEGATIVAN ako je S <(P-N)/4 + N, a POZITIVAN ako je S
(P-N)/4 + N

4.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisti¢ka analiza dobivenih podataka nacinjena je pomocu programskog paketa SAS
9.4. (2002-2012 SAS Institute Inc., Cary, NC, Sjedinjene Americke Drzave). Snaga testa
1 procjena broja potrebnih Zivotinja ispitana je pomocu programa G-power test 31.9.4.
Deskriptivna statistika u¢injena je pomoc¢u SAS modula PROC MEANS i PROC FREQ.
Omyjeri razlicitih kategorickih varijabli analizirani su hi-kvadrat testom pomocu
procedure FREQ. Normalna distribucija analiziranih zavisnih varijabli bila je testirana
procedurom UNIVARIATE. Multivarijatna analiza podataka (PROC GLM) koristena je
za numericke varijable krvnih parametara kako bi se utvrdile razlike izmedu razlicitih
skupina. Kona¢ni modeli formirani su pomocu procedure GLMSELECT pomocu
»~forward“ selekcije 1 koriStenjem kriterija temeljenih na ,,SBC* validaciji za ulazak
varijabli 1 ,,AIC* validaciji za zadrZzavanje varijabli. Analiza varijance (PROC GLM)
koriStena je neke pojedina¢ne numericke varijable. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti najmanjih kvadrata i standardna pogreSka srednjih vrijednosti. Grafikoni su
izvedeni pomocu procedure SGPLOT. Statisticka znacajnost je odredivana na razini

p<0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Prikupljeni podaci i rezultati

U ovom istrazivanju provedeno je uzorkovanje na 248 jedinki vrste koze sa Cetiri
razli¢ite farme. Koza je bilo 242, a jarCeva Sest. Na farmi jedan, uzorkovano je 155 koza,
na farmi dva ukupno 44 koze, na farmi tri 13 koza, a na farmi pod brojem Cetiri 36 koza.
Alpske pasmine bilo je 199 (farme jedan i dva), 49 jedinka sanske koze (farme tri i Cetiri).
PCR metodom ukupno je pretrazeno 233 skupnih uzoraka briseva sluznice nosa i stidnice
ili prepucija. Od 148 pozitivnih uzoraka, za njih 141 uspjesno je odreden slijed nukleotida
umnozene Vvirusne DNK. Obrisci zivotinja ¢iji su skupni uzorci dali pozitivan PCR

rezultat su izolirali zasebno, s ciljem odredivanja puteva izlu¢ivanja virusa.

Tablica 1. Rezultat PCR pretrage skupnih uzoraka briseva sluznice nosa, stidnice ili

prepucija.

PCR N Postotak (%)
Negativno 85 36,48
Pozitivno 148 63,51

Ukupno 233 100

U tablici 1. prikazani su rezultati PCR testiranja skupnih uzoraka briseva nosa i sluznice
stidnice ili prepucija. Od ukupno 233 pretraga, 85 (36,48 %) su bili negativni, dok je 148
(63,51 %) bilo pozitivno.

Najcesc¢e dokazan virus u skupnim uzorcima bio je CpHV-2, u 38,26% uzoraka, a zatim

je slijedio CpLHV s 53 pozitivna uzorka, odnosno 23,04% (Tablica 2.).
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Tablica 2. Pojavnost dokazanih vrsta kozjih herpesvirusa

Virus N Postotak (%)
Negativno 89 38,70
CpHV-2 88 38,26
CpLHV 53 23,04
Ukupno 230 100

Kada su obrisci pretrazeni odvojeno, oba virusa su dokazana i u obriscima nosne sluznice
i obriscima prepucija/stidnice. Vazno je naglasiti da se CpLHV statisticki znac¢ajno ¢eSc¢e
dokazivao u obriscima sluznice stidnice/prepucija od CpHV-2 (p=0,0146) (Tablica 3.).

Po drugoj strani CpHV-2 je statisti¢ki znacajno ¢e$¢e dokazan u obrisku sluznice nosa
(p=0,0386) (Tablica 4.).

Tablica 3. Rezultati PCR pretrage obriska sluznice stidnice ili prepucija ovisno o vrsti

virusa
Vrsta virusa Bris sluznice stidnice ili prepucija P-vrijednost
Negativno Pozitivno
CpHV-2 33 (37,5 %) 55 (62,5 %)
CpLHV 10 (18,19 %) 45 (81,31 %) 00146
Ukupno 43 100

Tablica 4. Rezultati PCR pretrage obriska sluznice nosa ovisno o vrsti virusa

) Bris sluznice nosa P-vrijednost
Vrsta virusa i _
Negativno Pozitivno
CpHV-2 19 (21,6 %) 69 (78,4 %)
0,0386
CpLHV 20 (37,73 %) 33 (62,27%)
Ukupno 39 102
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Udio pozitivnih rezultata PCR pretrage skupnih uzoraka se statisticki znacajno razlikovao

izmedu promatranih farmi (P=0,0445) i kretao se od 58,06%, na farmi 1, do 84,62% na

farmi 3 (Tablica 5.).

Tablica 5. Rezultati PCR pretrage skupnih uzoraka obrisaka sluznice na promatranim

farmama koza

] PCR .
Broj farme _ i P-vrijednost

Pozitivan Negativan

1 90 (58,06 %) 65 (41,94 %)

2 23 (65,71 %) 12 (34,29 %)

0,0445
3 11 (84,62 %) 2 (15,38 %)
4 24 (80 %) 6 (20 %)
Ukupno 148 85 233

I pojavnost dokazanih herpesvirusa se statisticki znacajno razlikovala na istrazivanim

farmama (p=0,0023). Na svim farmama je prevladavao CpHV-2, osim na farmi 2 gdje je

u 72,73 % pozitivnih zivotinja dokazan CpLHV (Tablica 6.).

Tablica 6. Pojavnost razli¢itih vrsta herpesvirusa na promatranim farmama koza

Broj farme CpHV_;/rsta virusa CpLHV P-vrijednost
1 62 (71,26 %) 25 (28,73 %)
2 6 (27,27 %) 16 (72,73 %) 0.0023
3 7 (63,64 %) 4 (36,36 %)
4 13 (61,9 %) 8 (38,1 %)
Ukupno 88 53 141

Kada su usporedeni rezultati PCR pretraga skupnih uzoraka koza sanske pasmine i alpine

utvrdena je statisticki znacajna razlika (p=0,0071) (Tablica 7.).
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Tablica 7. Pojavnost razlicitih vrsta herpesvirusa ovisno o pasmini koza

) Nalaz skupnog uzorka P-vrijednost
Pasmina _ i
Pozitivan Negativan
Alpska koza 113 (59,47 %) 77 (40,52 %) 0,0071
Sanska koza 35 (81,4 %) 8 (18,6 %)
Ukupno 148 85 233

Kada su se usporedile ucestalosti pojedinih vrsta herpesvirusa izmedu farmi koje drze istu
pasminu koza utvrdeno je da kod farmi koje drze sansku kozu uocena razlika nije bila
znacajna (p=1). Kod dvije farme koje drze alpine uocena je statisticki znacajna razlika

(p=0,0002) u pojavnosti CpHV-2 i CpLHV.

Pasmina koza nije imala znacajan utjecaj na vrstu virusa koja je dokazana u pojjedinaénim
uzorcima obriska nosne sluznice odnosbo sluznice stidnice/prepucija (Tablica 8. i Tablica
9.).

Tablica 8. Utjecaj pasmine na rezultat PCR pretrage obriska nosne sluznice

) Nalaz brisa sluznice nosa P-vrijednost
Pasmina — i
Pozitivan Negativan
Alpska koza 82 (43,16%) 108 (56,84%) 0,0757
Sanska koza 25 (58,14%) 18 (41,86%)
Ukupno 107 126 233

Tablica 9. Utjecaj pasmine na rezultat PCR pretrage obriska sluznice stidnice/prepucija

) Nalaz brisa sluznice stidnice/prepucija P-vrijednost
Pasmina _ i
Pozitivan Negativan
Alpska koza 110 (57,9%) 80 (42,1%) 0,422
Sanska koza 22 (51,16%) 21 (48,84%)
Ukupno 132 101 233
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PCR pretragom skupnih obrisaka jarceva Cetiri su dala pozitivni rezultat te dva negativan.

Analizom slijeda nukleotida PCR pozitivnih jar¢eva, u jednog jarca dokazan je CpLHV,

a tri na CpHV-2. CpLHYV je dokazan samo u obrisku nosne sluznice dok je CpHV-2 kod

jednog jarca dokazan samo u obrisku nosne sluznice, kod drugog samo u obrisku

prepucija, a kod tréeg i obrisku nosne sluznice i sluznice prepucija. Kako je broj jaréeva

izrazito mali nije bilo moguce napraviti dalju statisticku analizu.

5.2. Hematolo8ki parametri u koza i rezultati analize

Radi analize zdravstvenog stanja i moguceg utjecaja infekcije herpesvirusima na

hematoloske parametre napravljena je hematoloska pretraga za 233 jedinke iz ovog

istrazivanja. Dobiveni rezultati prikazani su tabli¢no (Tablica 10.).

Tablica 10. Hematoloskih parametri istrazivane populacije koza

Parametar N | Srednia ooy b vin i maks li/(;errlgglegt Medijan | POMI i gormji
vrijednost ((Jyo ) J ! kvartil
Leukociti | 55 | g yg 3 | 2,79-2159 35,3 833 | 630-1041
(109/L) ] ’ ’ ’ ’ ’ ’
L('fg)‘;‘;ﬁ')“ 233 | 356 |1244| 256-78,6 34,9 3424 | 26,50-42,08
Monociti
101L) 233 | 657 | 229 | 1,49-21.46 34.9 6.24 530-7,38
Na‘ggrf[;" 233 | 5616 |1343| 400-8252 | 239 | 57,34 | 50,31-65.86
Eozinofili
(0°L) 233 | 108 | 104 | 0,16-696 96,1 078 0.48-1,28
Bazofili
L) 233 | 023 | 012 | 0,00-050 52.2 0.22 0.14-0,34
Edgi?fﬂ;' 187 | 14,99 | 2,82 | 4,10-19,94 18,8 14,75 | 12,97-17,15
He“ggﬁ_';’b'” 233 | 10949 | 2367 | 680-300,0 21.6 105 95-120
He”g;f;’k“t 186 | 4808 | 898 | 21,40-72.70 186 466 | 42.70-52,50
MCV 186 | 3224 | 3.82 | 25,00-52.20 118 319 | 30,20-34,00
MCH 186 | 713 | 313 | 510-33.90 43,8 6.8 6.40-7.20
MCHC 186 | 219,78 | 76.62 | 156,0-1003,0 | 348 212 205-216
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MCYV — prosje¢ni volumen eritrocita, MCH — prosje¢ni hemoglobin u eritrocitu, MCHC

prosjecna koncentracija hemoglobina u eritrocitu

Tablica 11. Razlike u hematoloSkim parametrima koza izmedu pojedinih farmi

Varijacije izmedu farmi
Parametar Interval Interval Interval Interval
N srednje medijane standardne koeficijenta
vrijednosti vrijednosti devijacije varijacije (%)
Leukociti
a0°L) 233 | 6,20-9,16 6,20-8,93 1,16-3,00 14,15-37,23
"('i?)‘;‘/’f')“ 233 | 30,15-40,16 | 26,39-40,05 | 8,81-1530 | 28,28-50,75
Monociti
(10°0) 233 | 6,13-6,98 6,04-7,08 1,26-3,56 20,68-50,97
N(eltggf[;" 233 | 51,53-61,32 | 51,55-64,65 | 8,86-1551 | 14,49-2529
Eozinofili
(a0°1L) 233 | 0,77-1,27 0,60-1,10 0,56-120 | 62,41-107,45
Bazofili (10%L) | 233 | 0,18-0,29 0,14-0,31 0,09-0,13 32,68-72,11
f{g[?ﬁ_‘;‘ 187 | 12,82-1849 | 12,98-19,07 | 1,73-3,16 9,39-20,45
He”ggﬁ_';’b'” 233 | 97,22-135,17 | 93,00-136,00 | 15,43-40,24 | 9,44-36,71
Hematokrit (%) | 186 | 40,31-66,58 | 40,10-67,45 | 5,18-8,22 9,39-18,98
MCV 186 | 30,39-36,13 | 28,80-40,10 | 2,69-6,63 6,59-21,83
MCH 186 | 6,90-8,80 6,80-7,10 2,40-5,15 8,25-68,9
MCHC 186 | 197-270 197-219 | 7,15-128,25 3,63-47,5

MCYV — prosje¢ni volumen eritrocita, MCH — prosje¢ni hemoglobin u eritrocitu, MCHC
prosjecna koncentracija hemoglobina u eritrocitu

U tablici 11. prikazani su deskriptivni podaci istrazivane populacije s varijacijama izmedu

pojedinih farmi. Broj ukupnih leukocita bio je 8,48 x 10%L, a varirali su u rasponu od

2,79 x 10%L do 21,59 x 10%L. Medu hematoloskim parametrima najvise su varirali

eozinofili kod kojih je koeficijent varijabilnosti iznosio 96,1 % te bazofili s vrijednosc¢u

istog parametra od 52,2%. Broj eritrocita bio je 14,99 x 10'%/L, a kretao se u rasponu od
4,10 x 10%%/L do 19,94 x 10'/L. Koncentracija hemoglobina bila je 109,49 g/L, a
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hematokrit je iznosio 48,08 %. Medu eritrocitnim je konstantama najvise varirala
prosjec¢na koli¢ina hemoglobina u eritrocitu (MCH) s koeficijentom varijabilnosti od 43,8
%.

Tablica 12. Srednja vrijednost i standardna greSka promatranih hematoloskih parametara

za multivarijantni model analize farmi koza.

Parametar Leukociti (10%L)  Neutrofili (10%L)  Hemoglobin (g/L)
1 9,16+0,22 55,41+1,03 107,53+1,70
2 6,38+0,50 63,50+2,28 96,40+3,74
Farma
3 8,23+0,82 61,15+3,73 105,83+6,12
4 7,90+0,52 51,53+2,40 135,17+3,93

Rezultati prikazani u tablici 12. pokazuju da se ukupan broj leukocita statisit¢ki znacajno
razlikuje na farmi 1 i farmi 2 (p<0,01). Ukupan broj leukocita se znacajno razlikuje i kod
farme 4 (p=0,02). Na farmi 2 se znacajno razlikuje prema farmi 3 (p=0,05) i prema farmi
4 (p=0,03), a izmedu farme 3 i 4 nema znacajne razlike (p=0,73). Broj neutrofila na
hemogramu koza s farma 1 statisticki znacajno razlikuje od farme 2 (p=0,001), te farma
2 se znacajno razlikuje prema farmi 4 (p=0,0004). Broj neutrofila s farme 3 se znacajno
razlikuju prema farmi 4 (p=0,03). Po mjerenom hemoglobinu krvi koza, farma 1 se
statistiCki znacajno razlikuje od farme 2 (p= 0.0074) i farme 4 (p <0,001), a rezultat s
farme 2 se znacajno razlikuju od farme 4 (p<0,001). Nalaz s farme 3 prema farmi 4 se

takoder statisticki znacajno razlikuje (p <0,001).

Prilikom obrade prikupljenih deskriptivnih podataka, nije zabiljezena statisticka

znacajnost izmedu pojednih parametara s obzirom na pasminu.
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Tablica 13. Rezultati hematoloske pretrage istrazivane populacije koza s obzirom na

nalaz PCR pretrage skupnih uzoraka.

Srednia | Standardna Minimalne i | Koeficijent Donji i
Parametar | PCR | N reanl N maksimalne | varijacije | Medijan gornji
vrijednost | devijacija o, - .
vrijednosti (%) kvartil
. 6,60-
Leukociti + | 146 8,67 2,99 2,81-21,59 34,52 8,51 10.57
9 3
(10°L) - 85 8,24 2,99 2,79-16,06 36,26 8,27 | 6,14-9,98
Limfociti + | 146 40,04 12,32 12,56-78,28 34,9 33,57 | 26,0-43,1
(10%L)
- 85 30,75 12,84 2,56-78,6 35,65 33,31 | 28,3-41,2
Monociti + | 146 6,63 2,43 2,96-21,46 36,77 6,17 | 5,22-7,46
(10°/L) - 85 6,46 2,06 1,49-14,25 31,99 5,3 5,30-7,34
Neutrofili + | 146 56,86 12,98 11,18-82,52 22,82 57,68 | 49,4-66,4
(10%L)
- 85 55,08 14,31 4,00-74,70 25,98 57,42 | 51,0-64,3
Eozinofili + | 146 0,95 0,85 0,16-6,96 90,08 0,76 | 0,50-1,06
(10°/L) - 85 1,31 1,29 0,22-6,80 98,46 0,92 | 0,48-152
Bazofili + | 146 0,23 0,12 0,02-0,48 53,29 0,22 | 0,12-0,34
(10°/L) - 85 0,23 0,11 0,00-0,50 50,04 0,24 | 0,14-0,32
Eritrociti + | 113 16,08 10,98 7,67-128,00 68,28 14,75 | 13,0-17,3
(10%/L) . 71 15,08 2,57 10,49-19,94 17,07 14,97 | 13,3-16,8
Hemoglobin | + | 145 | 112,06 26,58 68,00-300 23,71 105 95-125
(g/L) - 85 105,36 16,9 69,0-147,0 16,06 103 93-117
Hematokrit | + | 112 48,12 8,73 27,30-72,50 18,14 46,45 | 42,9-53,0
(%) - 71 48,02 8,77 32,00-72,70 18,27 46,7 | 42,2-52,2
MOV + | 112 31,91 3,37 25,00-43,00 10,58 31,65 | 30,0-33,7
- 71 32,07 2,93 25,80-38,90 9,15 32 30,6-34,0
MCH + | 112 7,77 3,07 5,10-33,90 42,92 6,8 6,40-7,20
- 71 6,75 0,66 5,10-8,00 9,92 6,8 6,40-7,10
160,0-
+ | 112 | 222,18 88,69 ; 39,93 212 207-216
MCHC 1003,0
- 71 216,24 17,52 156,0-266,0 8,33 212 205-217

MCYV — prosje¢ni volumen eritrocita, MCH — prosje¢ni hemoglobin u eritrocitu, MCHC
prosje¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitu, + PCR pozitivne koze, - PCR negativne

koze

U tablici 13. prikazane su vrijednosti promatranih hematoloskih parametara krvi koza

grupirani u dvije skupine ovisno o pozitivnom ili negativnhom rezultatu PCR pretrage.

Ukupni hemoglobin bio je vi$i u PCR pozitivnih koza (112,06 g/L) u odnosu na PCR

negativne koze (105,36 g/L). Najveca je razlika zabiljezena za MCHC pri ¢emu je on u
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PCR pozitivnih koza iznosio 222,18, a u PCR negativnih 216,24.Statisticki znacajna
razlika bila je u ukupnom broju limfocita (p=0,008), pri ¢emu je broj limfocita u
pozitivnih jediniki bio nizi (30,75£2,05) od PCR negativnih (40,04+2,70) (Slika 13).

50 Pasmina SAMSKA B ALPINA

40 I
— 30 {I“
—
=
=1 -
‘E 20
|

10

[v]

negativan pozitivan

PCR
Srednja vrijednost (krug) i 95% interval pouzdanosti (stupac) p=<0,008

Slika 13. Grafikon prikazuje broja limfocita s obzirom na rezultat PCR pretrage,

ukljucujudi i pasminu.

Tablica 14. prikazuje hematoloske parametre koza ovisno o vrsti virusa koja je utvrdena
u obriscima. Multivarijantni model analize pokazao je statisticki znac¢ajno manji broj

limfocita u CpLHV pozitivnih jedinki (p=0,0066) (Slika 14).
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Tablica 14. Opisni podaci hematoloske pretrage istrazivane populacije koza s obzirom na
vrstu kozjeg herpesvirusa i negativnih koza.

var | v | o | e s e [ R et | o7t e
[ Negativno | 85 | 824 2,99 2,79-16,06 | 36,26 8,27 6,14-9,98
"(el“O'E,‘/’E')“ CpHV-2 | 86 | 901 3,03 3,39-2159 | 33,63 8,81 7,30-10,76
CpLHV | 53 | 8,03 264 | 2,81-1448 | 32,86 7,44 6,47-9,72

— |'Negativno | 85 | 39,34 12,84 | 256-786 | 35,65 34,62 | 28,34-41,28
'-(T(‘)E‘/’E')“ CpHV-2 | 86 | 3683 127 | 17,99-7828 | 32,86 37,64 | 29,22-4557
CpLHV | 53 | 282 9,99 |12,56-6333| 32,98 2097 | 22,92-36,42

| Negativno | 85 | 646 2,06 1,49-1425 | 31,99 6,24 5,3-7,34
“?fg;;ﬁ')“ CpHv-2 | 86 | 6,68 199 | 302-1202 | 29,92 63 | 544782
CpLHV | 53 | 6,54 3,08 2,96-21,46 | 47,18 5,94 4,94-7,23

Negativno | 85 | 55,08 1431 | 400-7470 | 2598 5742 | 51,0564,38

N(ellggr/":;“ CpHv-2 | 86 | 5346 133 | 11,187515| 24,88 544 | 46,74-63,28
CpLHV | 53 | 62,03 10,97 | 28,02-8252| 17,69 61,51 | 54,71-69,86

| Negativno | 85 | 131 1,29 0,22-6,80 98,46 0,92 0,48-1,52
E?lz(')[,‘/ol_f)"' CpHV-2 | 86 | 093 0,72 0,20-5,02 77,46 0,76 0,50-1,10
CpLHV | 53 | o001 1,03 0,16-6,96 | 11323 0,66 0,48-0,92

[ Negativno | 85 | 023 0,11 0-0,50 50,04 0,24 0,14-0,32
'?fg;’/fL")' CpHV-2 | 86 | 0,24 0,12 0,02-0,48 51,01 0,24 0,14-0,36
CpLHV | 53 | 022 0,12 0,04-0,46 57,67 0,2 0,12-0,34

| Negativno | 71 | 15,08 257 | 1049-1094 | 17,07 14,97 | 13,3-16,0
E(E'(tﬁ?,cl_'g' CpHV-2 | 68 | 16,74 1398 | 7,67-1280 | 83,53 14,65 | 13,1-18,1
CpLHV | 43 | 1511 2,76 9,45-19,69 | 18,32 15,3 12,9-17,2

Negativno | 85 | 105,21 16,9 69,0-147,0 | 16,06 103 93,0-117,0
Her?;’/?_';’bi” CoHV-2 | 85 | 11511 | 2954 | 83.0-3000 | 25.66 109 98-123
CpLHV | 53 | 105,84 20,54 | 68,0-1630 | 19,41 101 90-118
oot | Negtivo | 71 | 48,02 8,77 32,0-72,7 18,27 46,7 42,2-52,2
) CpHV-2 | 67 | 19,08 9,39 27,3-712,5 19,13 46,6 42,7-55,5
CpLHV | 43 | 4653 7,52 32,5-63,7 16,17 46 41,5-50,9

Negativno | 71 | 32,07 2,03 25,8-38,9 9,15 32 30,6-34,0

MCV CpHV-2 | 67 | 32,32 3,22 26,2-39,7 9,08 31,9 30,4-34,8
CpLHV | 43 | 31,14 3,52 25,0-43,0 11,3 30,7 28,9-33,1

Negativno | 71 | 6,69 0,66 5,10-8,00 9,92 6,8 6,40-7,10

MCH CpHV-2 | 67 | 7,52 3,9 5,30-33,9 51,9 6,9 6,40-7,30
CpLHV | 43 | 662 0,74 5,10-8,20 11,22 6,8 6,00-7,10

Negativno | 71 | 2103 17,52 156-266 8,33 212 205-217

MCHC | cpHv-2 | 67 | 2312 113,86 | 160-1003 49,24 212 207-217
CpLHV | 43 | 20837 9,25 168-222 4,44 210 205-214
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MCYV — prosje¢ni volumen eritrocita, MCH — prosje¢ni hemoglobin u eritrocitu, MCHC

prosje¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitu

50 Pasmina SAMSKA W ALPIMA

40

30

Limfociti (10%/L)
o

20

10

negativno CpHV-2 CpHLY
Virus

Srednja vrijednost (krug) i 95% interval pouzdanosti (stupac); negativno vs CpHLV (p<0,05)

Slika 14. Grafikon broja limfocita prema vrsti virusa, zajedno s pasminom.

5.3. Rezultati klinickog pregleda koza i rezultati analize

Nalaz klini¢kog pregleda za potrebe ovog istrazivanja ukljucivao je mjerenje tjelesne
temperature, odredivanje tjelesne kondicije, pregled vidljivih sluznica, palpaciju limfnih
¢vorova 1 mlijecne Zlijezde, prisutnost iscjetka iz oCiju, nosa ili stidnice i prisutnost

apscesa.
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5.3.1. Tjelesna temperatura i procjena tjelesne kondicije

Tablica 15. Tjelesne temperature i procjene tjelesne kondicje koza

Donji i
Parametar N SV SD Min/Max CV (%) M gornji
kvartil
Tjelesna
38,60-
temperatura | 245 | 39,06 0,62 37,2-40,5 1,6 39,1
. 39,50
(C°)
2,00-
BCS 241 2,23 0,41 1,25-4,00 18,6 2,25 250

BCS — procjena tjelesne kondicije

Izmedu farme jedan 1 dva postoji statisti¢ki znacajna razlika pri procijenjenoj tjelesnoj
kondiciji koza. (p=0.0036), dok izmedu ostalih farmi nije bilo statisticki znacajne razlike
(p=0,18 do p=0,85).

Tablica 16. Tjelesna temperatura i procjena tjelesne kondicije ovisno o pasmini.

Minimalne

| Koeficijent Donji i

Parametar Pasmina | N SV SD | aksimalne | VATiiacije M gornji

i i (%) kvartil

vrijednosti

Alpina | 199 | 3906 | 042 |37.20-4050| 168 | 39,10 | o0

Tjelesna P ' ' ) . , , 39 60
temperatura (C°) | o, qa | 43 | 3002 | 049 | 37.80-4010 197 20.00 33% %%
Alpina | 198 | 2,24 | 0,65 | 1,25-4,00 18,78 | 2,25 22*%%‘

BCS :

Sanska | 43 | 218 | 039 | 150-350 | 1818 | 200 | 0¥

Nije zabiljezena statisticka znacajna razlika tjelesne temperature i tjelesne kondicije

(Tablica 16) izmedu dvije pasmine koza.
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Tablica 17. Tjelesna temperatura i procjena tjelesne kondicije koza ovisno o rezultatima

PCR pretrage skupnih uzoraka.

Srednja | Standardna Minimalne i | Koeficijent Donji i
Parametar | PCR | N vriiednost | deviiaciia maksimalne | varijacije | Medijan ornii kvartil
! 1831 rijednosti (%) gorny
Tielesna 1 147 | 39,08 0,63 37,4-40,5 1,62 39,1 38,6-39,6
temperatura
koza (C°) - 85 39,04 0,61 37,2-40,3 1,56 39,1 38,7-39,5
BCS + 148 2,32 0,44 1,25-4,00 19,82 2,25 2,00-2,50
- 85 2,24 0,37 1,50-3,25 17 2,23 2,00-2,50
Tablica 18. Tjelesna temperatura i procjena tjelesne kondicije koza ovisno o dokazanoj
vrsti herpesvirusa
Minimalne -
. Srednja | Standardna i Koef_lcu_gnt " Donji |
Parametar Virus N . P . varijacije | Medijan gornji
vrijednost | devijacija | maksimalne .
; . (%) kvartil
vrijednosti
Tjelesna Negativno | 85 39,04 0,61 37,20-40,30 1,56 39,10 | 38,70-39,50
temperatura | CpHV-2 | 88 39,12 0,61 37,40-40,30 1,56 39,10 | 38,70-39,60
koza (C°) CpLHV |52 39,00 0,65 37,60-40,20 1,67 39,00 | 38,50-39,50
Negativno | 85 2,23 0,37 1,5-3,25 17 2,25 22%
BCS CpHV-2 | 88 2,26 0,39 1,25-3,50 17,66 2,25 22%
CpLHV | 53| 2,20 050 | 125400 | 2306 | 2,00 o

U tablicama 17 i 18 prikazani su deskriptivni statisticki parametri koza koje su razvrstane
ovisno o rezultatu PCR pretrage skupnih uzoraka odnosno utvrdenoj vrsti herpesvirusa.
Rezultati PCR pretrage skupnih uzoraka nisu utjecali na BSC (p=0,77). Vazno je naglasiti
da nije uocena statisticki znacajna razlika u vrijednostima tjelesne temperature i kondicije

ovisno o vrsti dokazanog virusa.

5.3.2. Promjene na sluznicama

Tijekom klinickog pregleda koza zabiljeZena je samo zazarenost spojnica kao patoloski

nalaz. StatistiCka analiza pokazala je da pasmina, farma, rezultat PCR pretrage te vrsta
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virusa ne utjeu na pojavu promjena na spojnicama. Ucestalost te p vrijednost prikazane

su tabli¢no (tablica 19, tablica 20, tablica 21, tablica 22).

Tablica 19. Promjene na konjuktivama koza na promatranim farmama i statisticka
znacajnost uocenih razlika.

Sluznica konjunktiva

Broj farme P-vrijednost
Fizioloska Zazarena
1 145 (93,55%) 10 (6,45%)
2 47 (100% 0 (0%
(100%) (0%) 0.099
3 13 (100%) 0 (0%)
4 36 (100%) 0 (0%)

Tablica 20. Promjene na spojnicama kod razli¢itih pasmina koza i znacajnost uocenih

razlika
_ Sluznica konjunktiva P-vrijednost
Pasmina
FizioloSka Zazarena
Alpska koza 189 (94,97 %) 10 (5,03 %) 0,109
Sanska koza 49 (100 %) 0 (0,0 %)

Tablica 21. Promjene na spojnicama koza ovisno o rezultatu PCR pretrage skupnog

uzorka i znacajnost uocenih razlika

P-vrijednost

Sluznica konjunktiva
PCR
Fizioloska Zazarena
Negativno 81 (97,59%) 2 (2,41%)
Pozitivno 140 (94,59%) 8 (5,41%)

0,284
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Tablica 22. Promjene na spojnicama koza ovisno o dokazanoj vrsti herpesvirusa i

Znacajnost uocenih razlika

\/rsta virusa

Promjene na konjuktivama

P-vrijednost

Nema promjena Ima promjena
Negativno 83 (97,55 %) 2 (2,25 %)
CpHV-2 82 (93,18 %) 6 (6,82 %)
CpLHV 51 (96,23 %) 2 (3,77 %)

0,39

Od patoloskog nalaza na usnoj sluznici utvrdena je pojava zazarenosti i erozija (slika 15
i slika 16). Kao i u slu¢aju promjena na spojnicama nije utvrden utjecaj farme, pasmine,
PCR nalaza ili vrste herpesvirusa na pojavu promjena (tablica 23, tablica 24, tablica 25,
tablica 26).

Tablica 23. Promjene na sluznici usta koza na promatranim farmama i statistiCka

znacajnost uocenih razlika

_ Sluznica usne Supljine P-vrijednost
Broj farme ~
Fizioloska Zazarena Erozije
1 153 (98,71%) | 1 (0,65%) 1 (0,65%)
2 44 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0.173
3 12 (92,31%) 0 (0%) 1 (7,69%)
4 36 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

Tablica 24. Promjene na sluznici usta kod razli¢itih pasmina koza i znacajnost uoc¢enih

razlika
P-
. Sluznica usne Supljine .
Pasmina vrijednost
Fizioloska Zazarena Erozije
Alpska koza 197(98,99%) 1 (0,50%) 1 (0,50%) 0,495
Sanska koza 48 (97,96%) 0 (0,0%) 1 (2,04%)




Tablica 25. Promjene na sluznici usne Supljine U koza ovisno o rezultatu PCR pretrage

skupnog uzorka i znacajnost uo¢enih razlika

PCR Sluznica usne Supljine P-vrijednost
Fizioloska ZaZarena Erozije
Negativno 84 (98,82%) 1 (1,18%) 0 (0%) 0,235
Pozitivno 146 (98,65%) 0 (0%) 2(1,35)

Tablica 26. Promjene na sluznici usne Supljine koza ovisno o dokazanoj vrsti herpesvirusa

I znacajnost uocenih razlika.

Vrsta Sluznica usne Supljine P-vrijednost
virusa Fizioloska ZaZarena Erozije
Negativno 84 (98,82 %) 1(1,18 %) 0 (0 %)
CpHV-2 87 (98,86 %) 0 (0 %) 1(1,14 %) 0,63
CpLHV 52 (98,11 %) 0 (0 %) 1 (1,89 %)

Slika 15. Promjene zabiljeZzene na sluznici usne Supljine u alpske koze.
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Slika 16. Promjene zabiljeZene na sluznici usne Supljine u sanske koze.

Klini¢kim pregledom sluznice stidnice uocena je pojava erozija i zazarenosti (Slika 17).
Nije uocen statisticki znacajan utjecaj farme, pasmine, PCR nalaza i vrste virusa na

promjene sluznice stidnice (tablice 27-30).

Tablica 27. Promjene na sluznici stidnice koza na promatranim farmama i statisticka
znacajnost uoc¢enih razlika.

) Sluznica stidnice §
Broj farme _ P-vrijednost
Fizioloska Zazarena Erozije
1 138 (89,03%) 9 (5,81%) 8 (5,16%)
2 46 (97,87%) 1(2,13%) 0 (0%) 0,001
3 12 (92,31%) 0 (0%) 1 (7,61%) '
4 31 (86,11%) 5 (13,89%) 0 (0%)




Tablica 28. Utjecaj pasmine na pojavu promjena na sluznici stidnice

Sluznica stidnice

P-vrijednost

Pasmina
Fizioloska Zazarena Erozije
Alpska koza 184 (91,09%) 10 (4,95%) 8 (3,96%)
Sanska koza 43 (87,76%) 5 (10,20%) 1 (2,04%)

0,317

Tablica 29. Utjecaj PCR rezultata na broj zivotinja s promjenama na na sluznici stidnice

P-vrijednost

Sluznica stidnice
PCR _
Fizioloska Zazarena Erozije
Negativno 80 (94,12%) 3 (3,53%) 2 (2,35%)
Pozitivho 129 (87,16%) 12 (8,11%) 7(4,73)

0,241

Tablica 30. Utjecaj vrste herpesvirusa na promjene na sluznici stidnice i statisticka

znacajnost uocenih razlika

P-vrijednost

0,29

Vrsta Sluznica stidnice

virusa Fizioloska ZaZarena Erozije
Negativni 80 (94,12%) 3 (3,53 %) 2 (2,35 %)
CpHV-2 75 (85,23%) 7 (7,95 %) 6 (6,82 %)
CpLHV 48 (90,57 %) 4 (7,55 %) 1 (1,89 %)
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Slika 17. Primjer erozija na prijelazu koze stidnice na sluznicu stidnice.

5.3.3. Promjene na limfnim ¢vorovima

Kako upalna stanja najces¢e prati hipertrofija limfnih ¢vorova, prilikom klini¢kog
pregleda palpirani su submandibularni, preskapularni, poplitealni i supramamarni limfni
¢vorovi. Limfni ¢vorovi su bili poveéani u 10/202 alpske i niti u jedne sanske koze,
medutim pasmina, farma, rezultat PCR pretrage skupnog uzorka te vrsta herpesvirusa

nisu imale utjecaj na pojavu povecanih limfnih ¢vorova (tablice 31-34).

Tablica 31. Broj Zivotinja s promjenama na limfnih ¢vorovima na promatranim farmama

1 statisticka znacajnost uocenih razlika

) Limfni ¢vorovi P-vrijednost
Broj farme
Fizioloski Povecani
1 146 (94,19%) | 9 (5,81%)
2 46 (97,87%) 1(2,13%) 0.285
3 13 (100%) 0 (0%)
4 36 (100%) 0 (0)
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Tablica 32. Utjecaj pasmine na uoceni broj zivotinja s promjenama na limfnim ¢vorovima

) Limfni ¢vorovi P-vrijednost
Pasmina i
Fizioloski Povecani
Alpska koza 192 (95,05%) 10 (4,95%) 0,217
Sanska koza 49 (100%) 0 (0%)

Tablica 33. Utjecaj PCR rezultata na uoceni broj zivotinja s promjenama na limfnim

¢vorovima
Limfni ¢vorovi P-vrijednost
PCR
Fizioloski Povecani
Negativno 80 (94,12%) 5 (5,88%) 0,365
Pozitivno 143 (96,62%) | 5 (3,38%)

Tablica 34.Utjecaj vrste virusa na promjenu limfnih ¢vorova i statistiCka znacajnost

uocenih razlika

Vrsta virusa Limfni ¢vorovi P-vrijednost
Fizioloski Povecani
Negativni 80 (94,12 %) 5 (5,88 %)
CpHV-2 85 (96,59 %) 3 (3,41 %) 0.70
CpLHV 51 (96,23 %) 2 (3,77%)

5.3.4. Prisutnost apscesa

Pojavnost apscesa na farmama je temelj za postavljanje sumnje na pojavu odredenih
bolesti u stadu od kojih poseban znacaj ima kazeozni limfadenitis. Ovo je Cesta, kroni¢na

1 najces¢e neizljeciva bolest koza koja je mogla znacajno utjecati na parametre
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promatrane u ovom istrazivanju. Upravo iz tog razloga se prilikom klini¢kog pregleda

obratila pozornost na prisutnost apscesa.

Nije uocen statisticki znacajan utjecaj farme, pasmine, nalaza PCR pretrage skupnog

uzorka i vrste virusa na pojavu apscesa (tablice 35-38).

Tablica 35. Pojava apscesa kod koza na promatranim farmama i statistiCka znacajnost

uocenih razlika

_ Apsces P-vrijednost
Broj farme :
Nema Prisutan
1 150 (96,77%) 5 (3,23%)
2 47 (100%) 0 (0%) 0.5825
3 13 (100%) 0 (0%)
4 35 (97,22%) 1(2,78)

Tablica 36. Utjecaj pasmine na pojavu apscesa

Prisutnost apscesa

P-vrijednost

Pasmina
Nema Ima
Alpska koza 197 (97,52%) 5 (2,48%)
Sanska koza 48 (97,96%) 1 (2,04%)

1,00

Tablica 37. Utjecaj PCR rezultata na uoceni broj zivotinja s apscesima

P-vrijednost

Prisutnost apscesa
PCR :
Nema Prisutan
Negativno 84 (98,82%) 1 (1,18%)
Pozitivno 143 (96,62%) 5 (3,38%)

0,308
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Tablica 38. Utjecaj vrste virusa na pojavu apscesa

P-vrijednost

Vrsta virusa Apsces
Nije prisutan Prisutan
Negativni 84 (98,82 %) 1(1,18 %)
CpHV-2 84 (96,55 %) 3 (3,45 %)
CpLHV 52 (96,3 %) 2 (3,7 %)

0,559

5.3.5. Promjene na mlije¢noj zlijezdi

U mlije¢nih pasmina koza zdravlje mlije¢ne Zlijezde odnosno vimena je neophodno za
ekonomski povoljnu proizvodnju. Kako je ranije navedeno, herpesvirusi izazivaju
infekciju zljezdanog tkiva, medutim i brojne druge bolesti utjeCu na promjenu
konzistencije mlijecne Zlijjezde, stoga se prilikom klini¢kog pregleda vrSio 1 pregled
mlijecne Zlijezde. ZabiljeZene patoloske promjene konzistencije vimena bile su: atrofija,
mesnato i kvrgavo vime. Osim navedenog utvrdene su i druge lokalne promjene na

mlije¢noj zlijezdi (slika 18), ali njih je bilo malo te nisu uzete u obzir prilikom analize.

Podaci iz tablice 39 pokazuju da je na pojavnost promjena na mlije¢noj Zlijezdi znacajno
utjecalo gospodarenje na pojedinoj farmi (p=0,015). Po drugoj strani pasmina, infekcija
herpesvirusom, kao i vrsta dokazanog herpesvirusa nisu imale znacajan utjecaj (tablice
40-42).

Tablica 39. Broj zivotinja s promjenama na mlije¢noj zlijezdi na promatranim farmama i

statistiCka znacajnost uocenih razlika

Broj Mlijec¢na Zlijezda P-vrijednost
farme Fizioloska Atrofija Mesnata Kvrgava
140 7 (4,52%) 2 (1,29%)
1 6 (3,87%)
(90,32%)
0.015

2 36 (76,60%) 0 (0%) 8 (17,02%) | 3(6,38%)

3 11 (84,62%) | 1(7,69%) | 1 (7,69%) 0 (0 %)

4 36 (100%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
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Tablica 40. Utjecaj pasmine na uoceni broj Zivotinja s promjenama mlijecne zlijezde

P-
Pasmina Migjetna Zljezda vrijednost
Fizioloska Atrofija Mesnata Kvrgava
Alpska koza | 173 (86,933%) | 6(3,01%) | 15 (7,54%) | 5 (2,51%) 0,321
Sanska koza | 47 (95,92%) 1(2,04%) | 1(2,04%) 0 (0%)

Tablica 41. Utjecaj PCR rezultata na uoceni broj zivotinja s pojedinim promjenama na

mlije¢noj Zlije

zdi

SCR Mlijecna Zlijezda P-vrijednost
Fizioloska Atrofija | Mesnata Kvrgava
Negativno | 78 (91,76%) | 1(1,17%) | 4 (4,7%) | 2(2,35) 0,450
Pozitivno | 127 (85,71%) | 6 (4,05%) | 12 (8,11) | 3(2,02)

Tablica 42. Utjecaj vrste kozjih herpesvirusa na prisutnost promjena mlije¢ne zlijezde

Vrsta P-
_ Mlije¢na zlijezda N
virusa vrijednost
Fizioloska Atrofija Mesnata Kvrgava
Negativno | 78 (91,76 %) | 1 (1,18 %) 4 (4,71 %) 2 (2,35 %)
0,08
CpHV-2 | 80(90,91%) | 3(3,41 %) 4 (4,55 %) 1 (1,14 %)
CpLHV | 40 (75,47 %) | 3(5,66%) | 8(15,09%) | 2 (3,77 %)
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Slika 18. Primjer lezije na sisi vimena.

5.3.6. Prisutnost iscjetka.

Zbog tropizma kozjih herpesvirusa prema respiratornom i genitalnom sustavu, biljezila
se prisutnost iscjetka iz nosa i iz stidnice. Zbog malog broja Zivotinja s prisutnim
iscjetkom, koze su podijeljene u dvije skupine, one s prisutnim iscjetkom (nos ili stidnica)

ili bez iscjetka. Kvaliteta iscjetka takoder nije mogla biti statisticki analizirana.

Ovo istrazivanje je pokazalo da utjecaj farme, pasmine, rezultata PCR pretrage skupnog

uzorka te vrste dokazanog virusa nije statisticki znacajan (tablice 43-46).
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Tablica 43. Prisutnost iscjetka iz nosa ili stidnice u koza na promatranim farmama i

statistiCka znacajnost uocenih razlika

_ Prisutnost iscjetka §
Broj farme : P-vrijednost

Odsutan Prisutan

1 148 (95,48%) 7 (4,52%)

2 47 (100% 0 (0%

\ ) (0%) 0.078
3 11 (84,62%) 2 (15,38%)
4 35 (97,22%) 1(2,78)

Tablica 44. Utjecaj pasmine na pojavu iscjetka iz nosa ili stidnice i statisticka znacajnost

uocenih razlika

Prisutnost iscjetka

P-vrijednost

Pasmina
Nema Ima
Alpska koza 192 (96,48) 7 (3,52%)
Sanska koza 46 (93,88%) 3 (6,12%)

0,407

Tablica 45. Utjecaj pretrage skupnog uzorka PCR metodom na broj Zivotinja s uo¢enim

iscjetkom i statisticka znac¢ajnost uocenih razlika

SCR Prisutnost iscjetka vrijc:nost
Nema Prisutan
Negativno 83 (97,65%) 2 (2,35%) 0,269
Pozitivno 140 (94,6%) 8(5,4%)
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Tablica 46. Utjecaj dokazane vrste virusa na pojavu iscjetka iz nosa i stidnice i

statistiCka znacajnost uocenih razlika

Vrsta virusa Iscjedak P-vrijednost
Nije prisutan Prisutan
Negativno 83 (97,65 %) 2 (2,35 %)
CpHV-2 85 (96,59 %) 3 (3,41 %) 0,20
CpLHV 48 (90,57 %) 5 (9,43 %)

5.3.7. Dobna predispozicija i pojava uginuc¢a

Kako bi se ispitala dobna predispozicija na herpesvirusnu infekciju, usporedena je dob
zivotinja koje su dale pozitivnan rezultat PCR metode za skupne uzorke te skupina
zivotinja u kojih je dokazan CpLHV i CpHV-2. Nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika

izmedu navedenih skupina.

Kako je moguce da je srednja dob koza uvjetovana uginu¢em inficiranih Zivotinja
usporedio se odnos broja uginulih Zivotinja u promatranom razdoblju u navedenih

skupina. Uocene razlike nisu bile statisticki znacajne (tablica 47 i tablica 48).

Tablica 47. Uginuc¢e koza u razdoblju 2022.-2024. godine ovisno o rezultatu PCR

pretrage skupnih uzoraka

Uginuce koze P-vrijednost
PCR i,
Ziva Uginula
Negativno 68 (80 %) 17 (20 %) 0,553
Pozitivno 123 (83,11 %) 25 (16,89 %)
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Tablica 48. Uginu¢e koza u razdoblju 2022.-2024. godine ovisno o vrsti dokazanog

herpesvirusa

Vrsta virusa Uginuce koze P-vrijednost
Ziva Uginula
Negativno 68 (80%) 17 (20 %)
CpHV-2 69 (78,41 %) 19 (21,59 %) 0,268
CpLHV 47 (88,68 %) 6 (11,32 %)

5.4. Pokazatelji reproduktivne u¢inkovitosti

Da bi se mogla analizirati reproduktivna uc¢inkovitost, prikupljeni su podaci o preganjanju
pobacajima, mrtvorodenju, stopi koncepcije i podaci o jaréevima koji su bili koristeni u

rasplodnoj sezoni, odnosno koji je jarac koriSten u pripustu za pojedinu kozu.

5.4.1. Preganjanje

Da bi se pratila uspjesnost rasploda praéen je i broj preganjanja kod koza. Ovo je
napravljeno posredno, iz prikupljenih podataka o pripustu i duljini graviditeta. Sve koze
za koje je vrijeme graviditeta bilo znacajno dulje od fizioloskog (150+2 dana) zakljuceno
je da pripust nije bio uspjeSan. StatistiCka analiza dobivenih rezultata prikazana je tablicno
(tablica 49 i tablica 50). Pojava preganjanja nije bila uvjetovana rezultatima PCR pretrage

skupnog obriska sluznica niti dokazanom vrstom herpesvirusa.

Tablica 49. Pojava preganjanja ovisno o rezultatu PCR pretrage skupnog uzorka koze

Preganjanje P-vrijednost
PCR
Ne Da
Negativno 37 (75,51%) 12 (24,49%) 0,79
Pozitivno 44 (73,33%) 16 (26,67%)
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Tablica 50. Pojava preganjanja ovisno o vrsti dokazanog kozjeg herpesvirusa i

statistiCka znacajnost uocenih razlika

Vrsta virusa Preganjanje P-vrijednost
Ne Da
Negativni 36 (75 %) 12 (25 %)
CpHV-2 32 (72,73 %) 12 (27,27 %) 0,78
CpLHV 13 (81,28 %) 3 (18,75 %)

Pojavnost preganjanja je usporedena izmedu koza koje su parene s jarCevima u kojih su

skupni obrisci dali pozitivan, odnosno negativan, rezultat PCR pretrage (tablica 51). Nije

ustanovljen znacajan utjecaj rezultata PCR pretrage na pojavnost preganjanja.

Tablica 51. Utjecaj PCR rezultata jar¢eva na pojavu preganjanja i statisticka znacajnost

uocenih razlika

_ Preganjanje P-vrijednost
PCR jarca
Ne Da
Negativno 23 (67,65 %) 11 (32,35 %) 0,81
Pozitivno 26 (70,27 %) 11 (29,73 %)

5.4.2. Pobacaj

Kao zivotinja koja je pobacila oznacena je svaka koza za koju su vlsnici, tijekom njezinog

reproduktivnog vijeka, zabiljezili bar jedan pobacaj. Broj pobacaja nije uziman u obzir.

Nije bilo statisticki znacajne pojave pobacaja s obzirom na rezultat PCR pretrage skupnog

uzorka obriska sluznice niti vrste dokazanog herpesvirusa (tablica52 i tablica 53).

Multivarijantna analiza nije pokazala utjecaj dobi na pojavu pobacaja u PCR pozitivnih

koza (p=0,23).
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Tablica 52. Koze sa zabiljezenim slucajem pobacaja ovisno o rezultatu PCR pretrage

skupnog uzorka i statisti¢ka zna¢ajnost uo¢enih razlika

Pobacaj P-vrijednost
PCR
Ne Da
Negativno 57 (89,06%) 7 (10,94%) 0,75
Pozitivno 76 (87,5%) 11 (12,5%)

Tablica 53. Koze sa zabiljezenim slu¢ajem pobacaja ovisno o vrsti dokazanog

herpesvirusa 1 statisticka znacajnost uocenih razlika

P-vrijednost

Vrsta virusa Pobacaj
Ne Da
Negativni 57 (89,06 %) 7 (10,94%)
CpHV-2 50 (83,33 %) 10 (16,66 %)
CpLHV 24 (100 %) 0 (0 %)

0,09

5.4.3. Mrtvorodenje

Sli¢no kao 1 u slu¢aju pobacaja, kao Zivotinja kod koje se javilo mrtvorodstvo oznacena
je svaka koza kod koje se, tijekom reproduktivnog vijeka, vlasnik zabiljezio mrtvorodeno
jare barem jednom. Broj slucajeva nije uzet u obzir. Nije bilo statistiCki znacajne pojave
mrtvorodstva s obzirom na rezultat PCR pretrage skupnog uzorka obriska sluznice niti

vrste dokazanog herpesvirusa (tablicab54 i tablica 55). Multivarijantna analiza nije

pokazala utjecaj dobi na pojavu mrtvorodstva u PCR pozitivnih koza (p=0,09).

Tablica 54. Koze sa zabiljezenim slu¢ajem mrtvorodstva ovisno o rezultatu PCR

pretrage skupnog uzorka i statisticka znacajnost uocenih razlika

Mrtvorodenje P-vrijednost
PCR
Ne Da
Negativno 54 (94,74%) 3 (5,26%) 0,53
Pozitivno 85 (91,40%) 8 (8,60%)




Tablica 55. Koze sa zabiljezenim slu¢ajem mrtvorodstva ovisno o vrsti dokazanog

herpesvirusa 1 statisticka znacajnost uocenih razlika

Vrsta virusa Mrtvorodenje P-vrijednost
Ne Da
Negativni 39 (92,85%) 3 (7,15 %)
CpHV-2 47 (94 %) 3 (6 %) 0.08
CpLHV 18 (78,26 %) 5 (21,73 %)

5.4.4. Uspjesnost pripusta

Uspjesnost pripusta je za potrebe ovog istrazivanja definiran svako parenje koza koje je

rezultiralo graviditetom, potvrdeno ultrazvu¢nom dijagnostikom, ili jarenjem.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u uspjesSnosti pripusta s obzirom na rezultat PCR

pretrage skupnog uzorka obriska sluznica te vrstu dokazanog herpesvirusa kako je to

prikazano u tablicama 56 i 57.

Tablica 56. Utjecaj rezultata PCR pretrage skupnih uzoraka na uspjeSnost pripusta

Graviditet P-vrijednost
PCR
Ne Da
Negativno 8 (15,09 %) 45 (84,91 %) 0,894
Pozitivno 13 (14,28 %) 78 (85,71 %)

Tablica 57. Utjecaj dokazane vrste herpesvirusa uspjesnost pripusta

P-vrijednost

Vrsta virusa Graviditet
Ne Da
Negativni 8 (15,09 %) 45 (84,91 %)
CpHV-2 6 (10,90 %) 49 (89,10%)
CpLHV 7 (20,59 %) 27 (79,41 %)

0,456
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5.5. Utjecaj purperija i graviditeta na izlu¢ivanje herpesvirusa

Uzorkovanje koza, obrisaka sluznica, provedeno je tijekom dva razdoblja: u ranom

puerperiju i tijekom prve trecine graviditeta. Rezultati su prikazani tabli¢no, ali je vazno

naglasiti da se rezultati PCR pretrage skupnih uzoraka kao niti obrisaka nosa odnosno

stidnice nisu statisticki znacajno razlikovali kod koza u ranom graviditetu i puerperiju

(tablica 58-60).

Tablica 58. Udio PCR negativnih i pozitivnih koza prema razdoblju uzorkovanja.

Uzorkovanje P-vrijednost
PCR
Puerperij Graviditet
Negativno 49 (37,4) 36 (35,3)
— 0,7404
Pozitivno 82 (62,6) 66 (64,7)
Ukupno 131 102

Tablica 59. Udio negativnih i pozitivnih obrisaka sluznice nosa prema razdoblju

uzorkovanja.
_ Uzorkovanje P-vrijednost

Bris nosa _ __
Puerperij Graviditet
Negativno 72 (54,96%) 54 (52,94%)

_ 0,7593

Pozitivno 59 (45,04%) 48 (47,06%)

Ukupno 131 102

Tablica 60. Udio negativnih i pozitivnih obrisaka stidnice prema razdoblju uzorkovanja.

o Uzorkovanje P-vrijednost
Bris stidnice _ __
Puerperij Graviditet
Negativno 70 (53,44%) 61 (59,8%) 0332
Pozitivno 61 (46,56%) 41 (40,2%) ’
Ukupno 131 102
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5.6. Seroloske pretrage istrazivane populacije koza.

5.6.1. Rezultati imunoenzimnog testa za dokaz protutijela za CpHV-1 i interperetacija
rezultata.

Na trzistu je dostupan komercijalni komplet imunoenzimnog testa za dokaz protutijela za
CaHV-1 u serumu te je prisutnost ovog virusa bilo moguce dokazati i seroloski. Ukupno
je ELISA-om pretrazeno 233 seruma koza od kojih je devet bilo pozitivno, jedan sumnjiv
I 223 negativna. Seroprevalencija CpHV-1 odredena u ovom istrazivanju je 3,87 %
(tablica 61). Svi pozitivni uzorci seruma koza dolaze s iste farme (farma broj jedan).
Pozitivan je jedan serum jarca, a ostali pozitivni serumi dolaze od Zenki. Najstarija

seropozitivna koza na CpHV-1 ima osam godina, najmlada tri godine.

Tablica 61. Rezultati ELISA seroloske pretrage za dokaz CpHV-1 protutijela u serumu

koza
CpHV-1 N Postotak (%)
Negativni 223/233 95,70
Pozitivni 9/233 3,87
Sumnjivi 1/233 0,43

Nalaz protutijela za CaHV-1 nije ovisio o rezultatu PCR pretrage skupnih uzoraka, niti

vrsti virusa kod pojedine koze (tablica 62 i 63).

Tablica 62. Koze s pozitivnim i negativnim nalazom PCR pretrage skupnih uzoraka

ovisno o seroloskom statusu za CpHV-1

CpHV-1 P-vrijednost
PCR . — g
negativan pozitivan sumnjiv
Negativho | 79 (92,94 %) 5 (5,88%) 1 (1,18 %) 0,195
Pozitivno 144 (97,3 %) 4 (2,7 %) 0 (0 %)
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Tablica 63. Koze s dokazom razli¢itih vrsta herpesvirusa u odnosu na seroloski status

CpHV-1
Vrsta CpHV-1 P-vrijednost
virusa 0 1 2
Negativni 79 (92,94 %) 5 (5,88%) 1(1,18 %)
CpHV-2 85 (97,00 %) 3 (3,00 %) 0 (0 %) 0,128
CpLHV 52 (98,36 %) 1 (1,64 %) 0 (0 %)

5.6.2. Rezultati imunoenzimnog testa za dokaz protutijela za artritis encefalitis virus i
interperetacija rezultata.

Artritis-encefalitis koza je jedna od najrasirenijih zaraznih bolesti koza koja moze imati

razli¢ita klinicka ocitovanja. Kako bi se isklju¢io utjecaj ove bolesti na promatrane

parametre serumi koza, ukljucenih u ovo istrazivanje, pretrazeni su komercijalno

dostupnim imunoenzimnim kompletom na prisutnost protutijela na ovaj virus.

Od Zivotinja uklju€enih u istraZivanje njih 82,86% je bilo pozitivno (tablica 64).

Tablica 64. Prikaz broja seroloski pozitivnih i negativnih koza na artritis encefalitis virus

Artritis encefalitis virus N Postotak
Negativno 36/210 17,14
Pozitivno 174/210 82,86
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Tablica 65. Utjecaj artritis encefalitisa na promjenu hematoloskih parametara u koza.

Leukociti (10%/L) Monociti (10%/L)
Parametri Srednja Srednja
vrijednost vriiednost vrijednost vri'e%nost
+SEM. M +SEM. VM
ARTRITIS Pozitivnho 8,35+0,22 0.004 6,44+0,39 0.20
ENCEFALITIS ' Negativno  9,94+0,50 ’ 6,99+0,39 ’

Promatrajuéi seroloski status Zivotinja ustanovljeno je da zivotinje s protutijelima za virus

artritisa-encefalitisa koza imaju statisti¢ki zna¢ajno manji broj leukocita (tablica 65).

Iako ova bolest, u okviru klinicke slike, izaziva promjenu konzistencije vimena to u ovom

istrazivanju nije bio slucaj (tablica 66).

Tablica 66. Utjecaj artritis encefalitis virusa na promjene mlije¢ne zlijezde

Artritis Mlijecna Zlijezda P-vrijednost
encefalitis |  Fizioloska Atrofirana | Mesnata Kvrgava
Negativno | 31(86,11%) | 0(0%) | 4(11,11%) | 1 (2,78 %) 0,53
Pozitivno | 151 (86,78%) | 7 (4,02%) | 12 (6,90) 4 (2,30 %)

Isto tako je pokazano da rezultati pretrage skupnih uzoraka obrisaka sluznica na prisutnost
herpesvirusne DNK ne ovisi o seroloskom statusu jedinke (tablica 67) kao niti pojava

pojedine vrste herpesvirusa (tablica 68).

Tablica 67. Utjecaj PCR rezultata na seroloski status artritis encefalitis virusa.

Artritis encefalitis virus P-vrijednost
PeR Negativno Pozitivno
Negativno 10 (12,82 %) | 68 (87,18 %) 0,20
Pozitivno 26 (19,70 %) | 106 (80,30 %)
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Tablica 68. Utjecaj vrste virusa na seroloski status artritis encefalitis virusa

Vrsta virusa Artritis encefalitis virus P-vrijednost
Negativno Pozitivno
Negativni 10 (12,82 %) 68 (87,18 %)
CpHV-2 15 (18,75 %) 65 (81,25 %) 045
CpLHV 10 (21,28 %) 37 (78,72%)

U tablici 69 vidljivo je da prisutnost protutijela za virus artritisa-encefalitisa koza nije
utjecala na porodajnu masu jaradi, masu jaradi pri odbicu, prirast niti broj jaradi.

Tablica 69. Utjecaj artritis encefalitis virusa na porodajnu masu i masu pri odbi¢u jaradi,

prirast i broj rodene jaradi po kozi.

Masa jaradi prilikom

Porodajna masa (kg) odbica (kg) Prirast (kg) Broj jaradi
Parametri Srednja Srednja Srednja Srednja
vriied p " - p " p
jednost + vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost
S.E.M. ! +S.E.M. ! +S.EM. ‘ +S.EM. !
ARTRITIS + 4,32 40,07 8,70 0,25 4,38 +0,26 1,39 +0,07
ENCEFALI 0,66 0,11 0,10 0,07
TIS - 4,39 +0,13 7,88 +0,44 3,48 +0,46 1,13 +0,12
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5.6. Utjecaj herpesvirusne infekcija na jarad

Kako bi se ispitao utjecaj herpesvirusnih infekcija na jarad, prikupljene su tjelesne mjere

po porodu: opseg glave, opseg prsa, duzina jaradi, porodajna masa, masa pri odbicu, te

izraCunat prirast od poroda do odbica.

Od fetometrijskih mjera, prikupljene su mjere za promjer gestacijske vrecice i za

biparijetalni promjer, dok je premalen broj mjerenja za analizu uzet pri mjerenju presjeka

prsa i duzine tri medurebrena prostora.

5.6.1. Mjere po porodu, masa pri odbicu, prirast i broj jaradi.

Prikupljeni podaci 0 opsegu glave, opsegu prsa, duzini jaradi pri porodu kao i porodajnoj

masi prikazani su tabli¢no (tablica 70).

Tablica 70. Prikupljeni podaci mjera vanjstine jaradi po porodu i porodajna masa, sa

razlikama izmedu farmi.

Ukupno Varijacije izmedu farmi
Minimalne - Interval
Parametar Srednja | Standardna i Koeficijent . Donji i Interval Interval Interval koeficijenta
N - - . varijacije | Medijan gornji srednje medijane | standardne P
vrijednost | devijacija | maksimalne - . . - . - varijacije
. . (%) kvartil vrijednosti | vrijednosti | devijacije
vrijednosti (%)
Opseg
S:i‘ég 77 25,57 3,34 19,0-38,0 13,1 26 23,0-28,0 | 24,0-264 1,0-2,0 2,76-3,72 11,2-155
(cm)
Opseg
prsa ploda | 77 35,33 3,61 26,0-49,0 10,2 36 34,0-38,0 | 32,3-36,6 | 33,0-37,0 | 2,87-3,56 5,52-5,57
(cm)
Duzina 55,00-
ploda 7 55,42 3,13 50,0-62,0 5,6 55 53,0-57,0 55’ 64 55,0-55,0 | 3,03-3,19 5,52-5,77
(cm) ’
fn";;’f?ig? 76 | 417 0,7 2,00-5,26 16,8 414 | 3,80-4,77 | 353-4,49 | 3,60-4,41 | 0,48-0,70 | 10,77-19,82
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Statistickom analizom porodajnih mjera nije ustanovljen statisti¢ki znaajan utjecaj

rezultata PCR pretrage skupnih uzoraka obriska sluznica (tablica 71). Medu tjelesnim

mjerama tendenciju je pokazivao (p=0,08) opseg glave. On u PCR pozitivnih koza iznosio
24,74 cm, a u PCR negativnih 26,17 cm.

Tablica 71. Prikupljeni podaci mjere vanjstine jaradi, broja jaradi, porodajne mase i

mase pri odbiu razvrstani prema vrsti kozjeg herpesirusa.

Srednia Standardna Minimalne i | Koeficijent Donji i
Parametar | PCR N vri'ednjost deviiaciia maksimalne | varijacije | Medijan gornji
) Jacly vrijednosti (%) kvartil
Broi iaradi + 87 1,44 0,5 1,0-2,0 34,53 1 1,00-2,00
1) - | 53 1,73 0,94 1,0-4,0 54,36 1 | 1,00-2,00
Opseg glave | + 52 24,74 3,83 19,00-40,00 15,19 25 | 22,0-28,0
ploda (cm)
- 28 26,17 3,34 21,00-38,00 12,64 26 24,0-28,5
Opseg prsa + 52 35,44 4,69 26,00-53,00 13,23 35 33,0-38,0
ploda (cm) - 28 35,35 2,85 28,00-41,00 8,08 36 34,0-37,0
DuzZina + 52 54,65 2,87 50,00-61,00 5,26 54,5 52,0-56,0
ploda (cm) - 28 55,89 3,53 51,00-62,00 6,31 55,5 53,0-59,0
Porodajna + 97 4,2 0,73 2,00-5,26 17,6 4.2 3,80-4,90
masa (kg) - 59 4 0,79 2,11-5,26 19,75 4,12 3,50-4,52
Masapri | + | 97 8,64 201 | 5421450 | 2561 | 755 | oo
odbicu (kg) 52 8,26 71,95 5,94-15,00 237 733 | 6,97-9,25
40 Pasmina SANSKA H ALPINA
35
E
% 30 ®
i
25 - . ‘
20
negativan pozitivan
PCR

Srednja vrijednost (krug) i 95% interval pouzdanosti (stupac)

p=0,08

Slika 19. Grafikon Prikaz opsega glave ploda u odnosu na rezultat PCR pretrage i

pasminu.
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Zanimljivo, jarad koza koje su dale pozitivan rezultat PCR pretrage obriska sluznice nosa

imala su veéu porodajnu masu (p=0,006) (tablica 72).

Tablica 72. Tjelesne mjere jaradi zajedno s porodajnom masom analizirane u odnosu na

rezultat PCR pretrage, mjesto izluCivanja virusa i prisutnost uzro¢nika u mlijeku.

Opseg glave jareta Opseg prsa jareta Porodajna tjelesna

Duzina jareta (cm)

(cm) (cm) masa jareta (kg)
DOKAZ
VIRUSA Srednja Srednja Srednja Srednja
vrijednost P vrijednost P vrijednost " vrijednost .. P
+SEM vrijednost SEM vrijednost SEM vrijednost SEM vrijednost
24,74+0,51 35,37+0,58 54,62+0,43 4,19+0,07
PCR ’ ’ ’ ’ 0,91 ’ ’ 0,08 ’ ’ 0,15
26,17+0,68 0,08 35,48+0,77 55,89+0,57 4,01+0,09
BRIS 25,69+0,62 36,16+0,68 54,94+0,53 4,30+0,08
0,96 0,13 0,73 0,006
NOSA 25,65+0,57 34,74+0,62 55,18+0,48 3,96+0,08
BRIS 25,15+0,60 35,47+0,67 54,76+0,51 4,15+0,09
0,24 0,86 0,40 0,68
STIDNICE 26,14+0,58 35,31+0,65 55,36+0,49 4,10+0,08
24,47+0,81 34,28+0,89 55,71+0,68 4,07+0,12
MLIJEKO 0,10 0,11 0,28 0,71
26,05+0,49 35,96+0,54 54,83+0,41 4,12+0,07

Porodajne mjere jaradi, ovisno o vrsti herpesvirusa dokazanog kod majke, te broj ojarene

jaradi 1 mase pri odbicu prikazane su tabli¢no (tablica 73).
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Tablica 73. Prikupljeni podaci mjere vanjstine jaradi, broja jaradi, porodajne mase 1 mase

pri odbic¢u razvrstani prema vrsti kozjeg herpesirusa.

Minimalne Koeficijent Donji i
. Srednja | Standardna i e .. ..
Parametar Virus N vrijednjost devijacija | maksimalne varijacije Medijan gornji
0 " (%) kvartil
vrijednosti
Negativno 53 1,73 0,94 1,0-4,0 54,36 1 1,0-2,0
Broj CpHV-2 60 14 0,49 1,0-2,0 35,28 1 1,0-20
jaradi
CpLHV 25 16 05 1,0-2,0 31,25 2 1,0-2,0
Negativno 28 26,5 3,34 21,00-38,00 | 12,64 26 24,0-285
Opseg
g:g“ég CpHV-2 31 2574 411 20,00-40,00 | 15,98 26 23,0-29,0
(cm)
CpLHV 21 24,47 3,32 19,00-30,00 | 1358 23 22,0-28,0
Negativno 28 35,35 2,85 28,00-41,00 8,08 36 34,0-37,0
Opseg
pﬁf;a CpHV-2 31 35,35 4,84 26,00-53,00 | 13,69 34 33,0-38,0
(cm)
CpLHV 21 35,57 4,57 29,00-49,00 | 12,86 35 33,0-38,0
Negativno 28 55,89 3,53 51,00-62,00 6,31 55,5 53,0-59,0
Duzina
ploda CpHV-2 31 54,61 2,9 50,00-61,00 5,32 54 52,0-56,0
(cm)
CpLHV 21 54,71 2,9 50,00-31,00 53 55 52,0-57,0
Negativno 59 4 0,79 2,11-5,26 19,75 4,12 3,50-4,52
Porodajna [0y o 60 431 0,65 2,87-5,26 15,17 4,26 3,98-4,93
masa (kg)
CpLHV 35 3,96 0,83 2,00-5,19 21,02 4 3,60-4,70
Negativno 52 8,26 1,95 5,94-15,00 23,7 7,33 6,97-9,25
Odbice | CpHV-2 51 8,47 2,22 5,42-14,50 26,22 7,31 6,98-
(kg) 10,50
CpLHV 19 9,13 227 | 6211300 | 2488 95 oo

Statistickom analizom ustanovljeno je da je opseg glave jaradi u negativnih koza

statistiCki znacajno veéi od koza inficiranin s CpLHV (tablica 74). Porodajna masa jaradi

koza inficiranih s CpHV-2 je statisti¢ki znacajno vec¢a od mase jaradi negativnih koza i
koza inficiranih CpLHYV (tablica 74). U istoj tablici se vidi i da koze inficirane CpHV-2

jare statisticki znac¢ajno manje jaradi od negativnih koza.
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Tablica 74. Utjecaj vrste virusa na mjere vanjstine jaradi, prodajnu masu i masu po

odbicu, prirast, broj jaradi i na trajanje gravidnosti.

Porodajna Porodajna
Opseg glave Opseg duZina tjelesna
(cm) prsa (cm)
(cm) masa (kg)
DOKAZ VIRUSA - : - :
Srednja Srednja Srednja Srednja
vrijednost +  vrijednost  vrijednost £ vrijednost £
S.E.M. +S.E.M. S.E.M. S.E.M.
Negativno 26,50+0,69* 35,35+0,78 55,89+0,59 4,00+0,09®
VIRUS CpHV-2 2574+0,65"% 3535+0,74 54,61+0,56 4,31+0,09"
CpLHV  24,47+0,71® 3557+0,91 54,71+0,68 3,99+0,12°
Tjelesna Prirast od Trajanje
. poroda do - . ; .
masa pri o Broj jaradi gravidnosti
odbicu (kg)  °dbica (dani)
VRSTA VIRUSA g (kg)
Srednja Srednja Srednja Srednja
vrijednost £  vrijednost  vrijednost £ vrijednost +
S.E.M. + S.E.M. S.E.M. S.E.M.
Negativho  8,26+0,29 4,22+0,31 1,73+0,09"  148,9+0,8
VIRUS CpHV-2 8,47+0,29 4,05+0,31 1,40+0,09®  148,3+0,8
CpLHV 9,13+0,48 4,92+0,51 1,60+0,14"8 151,2+1,23

Razli¢ite slovne oznake oznacavaju statisticki znacajnu razliku (p<0,05) izmedu vrste

virusa

Vrsta virusa nije utjecala na brzinu prirasta jaradi do odbi¢a, neovisno o spolu (tablica

75).

Tablica 75. Utjecaj vrste virusa na prirast jaradi odvojen po spolu

Prirast muske

Prirast zenske . .
jaradi od

Parametar jzgttjl)idtl))?égcg);a poroda do
odbica (kg)
Negativno 3,48%0,25 6,68+0,69
Virus CpHV-2  3,41+0,26 5,46+0,60
CpLHV 3,29+0,50 6,73+0,80

Kada su promatrane koze tjekom razdoblja najvece reproduktivne sposobnosti (starosti

od dvije do sedam godina) i one koje nisu u njemu, ustanovljeno je da rezultat PCR

pretrage skupnog uzorka obrisaka sluznice nije imao znacajan utjecaj na broj jaradi,
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njihovu porodajnu masu, masu pri odbicu i prirast (tablica 76). Kada je promatran utjecaj
dokazanog virusa u majke, zZivotinje izmedu dvije 1 sedam godina, a koje su inficirane

CpLHYV radale su jarad manje porodajne mase od koza inficiranih CpHV-2 (tablica 76).

Tablica 76. Koze razvrstane u dvije dobne kategorije i razlike izmedu promatranih

parametara vezanih uz jarad, u odnosu na rezultat PCR pretrage i vrstu virusa.

Porodajna Tjelesna masa Prirast jareta
tjelesna masa po odbicu od poroda do Broj jaradi
jareta (kg) jareta (kg) odbic¢a (kg)
Parametar Srednj Srednj Srednj Srednj
a p a p a p a p
vrijedn vrijedn vrijedn vrijedn vrijedn vrijedn vrijedn vrijedn
ost £ ost ost £ ost ost £ ost ost £ ost
S.E.M. S.E.M. S.E.M. S.E.M.
. 4,390 8,19+0 3,810 1,08+0
Dob s291ro 21 n.s 61 n.s /63 n.s 16 0,1
koze S0 g=<7 4,140 - 8,43+0 - 4,12+0 o 1,36+0 ’
—eg==1g 07 23 24 06
N 4,370 8,470 4,14+0 1,16+0
<2g> ,20 s ,59 s ,62 s ,06 s
Dob 79 i 4,42+0 " 7,90+1 - 3,48+1 o 1,000 o
koze ,36 ,06 A1 27
* + 4,19+0 8,65+0 4,21+0 1,29+0
PCR =>2¢g ,09 s ,31 s ,36 s ,07 s
=<7g i 4,10+0 o 8,21+0 o 4,04+0 o 1,44+0 o
11 ,34 ,36 ,09
Negati  4,42+0 7,90£1 3,48+1 1,00+0
vno ,36 A ,07 A 11 A ,35 A
<2g> CpHV- 43540 8,41+0 4,080 1,100
79 2 ,22 A ,66 A ,69 A ,15 A
Dob CpLH 4,4410 8,73+1 4,44+1 1,50+0
koze v a4 A Txm A s A s A
* Negati  4,09+0 8,220 4,060 1,44+0
virus vno A1 AB ,38 A 37 A ,08 A
=>2g CpHV- 4,35+0 8,38+0 3,900 1,28+0
—<7g 2 i A T A T A g A
CpLH 3,88%0 9,39+0 5,09+0 1,40+0
vV 14 B 62 A s A Tz A

Jar¢evi koji su imali pozitivan rezultat PCR pretrage skupnog uzorka obrisaka sluznice
dobivali su jarad s tjelesnom masom vecom pri odbi¢u od negativnih (p=0,005), kao i

jarad sa statisticki zna¢ajno ve¢im prirastom (p=0,007).
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Tablica 77. Analiza PCR rezultata jarCeva s obzirom na parametre vezane uz jarad.

Opseg glave jareta

Opseg prsa jareta

DuzZina jareta (cm)

Porodajna tjelesna

DOKAZ (cm) (cm) masa jareta (kg)
JVAIIEgES\'?\I Srednja Srednja Srednja Srednja
vrijednost " vrijednost P vrijednost P vrijednost .. P
+SEM vrijednost SEM vrijednost SEM vrijednost SEM vrijednost
+ 25,86+0,57 34,83+0,59 54,58+0,48 4,09+0,08
PCR 0,46 0,36 0,12 0,06
- 25,23+0,72 35,64+0,66 55,70+0,54 4,34+0,10
Tjelesna masa po Prirast jareta od Broi iaradi Trajanje gravidnosti
DOKAZ  odbiéu jareta (kg)  poroda do odbica (kg) J) (dani)
VIRUSA
JARCEVI  Srednja Srednja Srednja Srednja
vrijednost P vrijednost P vrijednost P vrijednost P
+SEM vrijednost SEM vrijednost SEM vrijednost SEM vrijednost
+ 8,81+0,28 4,44+0,30 1,40+0,07 149,8+1,2
PCR 0,005 0,007 0,8 0,17
- 7,6040,31 3,22+0,33 1,38+0,06 147,3+1,3

5.6.3. Rezultati fetometrije

Iako je u po€etnom planu istrazivanja bilo predvideno uzimanje fetometrijskih mjera,
zbog straha vlasnika da ¢e koze pobaciti prilikom manipulacije to je bilo onemoguceno
odnosno uzete su mjere za premalen broj zivotinja za statisticku obradu.

5.7. Dokaz herpesvirusa u mlijeku i utjecaj infekcije na mlije¢nost

PCR metodom pretrazeno je 184 dostupnih uzoraka kozjeg mlijeka neposredno nakon

jarenja (kolostrum) i tijekom laktacije, te je za Sest uzoraka dobiven slijed nukleotida. Od

ukupnog broja pretrazenih uzoraka 25,54% je bilo pozitivno (Tablica 78). U 17 uzoraka

mlijeka dokazan je DNK herpesvirusa iako je skupni uzorak obriska sluznice nosa i

stidnice bio negativan. Odredivanjem nukleotidnog slijeda u mlijeku je dokazana

prisutnost i CpHV-2 i CpLHV.
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Tablica 78. Rezultati pretrage mlijeka PCR metodom

Rezultat PCR N Postotak (%)
Negativno 137 74,46
Pozitivno 47 25,54
Ukpno 184 100

Izlu¢ivanje herpesvirusa nije se razlikovalo izmedu kolostruma i mlijeka (tablica 79),

medutim izlu¢ivanje herpesvirusa je znacajno ovisilo o farmi na kojoj su koze drzane

(p=0,0073) (tablica 80).

Tablica 79. Udio negativnih i pozitivnih koza iz uzorka mlijeka prema razdoblju

uzorkovanja.
- Uzorkovanje P-vrijednost
Mlijeko _
Kolostrum Mlijeko
Negativno 86 (72,88 %) 51 (77,27 %)
Pozitivno 32 (27,12 %) 15 (22,73 %)
0,5135
Ukupno
uzorkovano 118 66
koza

Tablica 80. Udio pozitivnih i negativnih iz uzoraka mlijeka pretrazenih PCR pretragom

prema farmama.
_ Mlijeko y
Broj farme _ : P-vrijednost

Pozitivnho Negativno

1 30 (20,97 %) 113 (79,03 %)

2 6 (31,57 %) 13 (68,43 %)

0,0073
3 5 (45,45 %) 6 (54,54 %)
4 6 (54,54 %) 5 (45,45 %)
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Za analizu utjecaja herpesvirusnih infekcija na mlije¢nost prikupljeni su podaci o koli¢ini

mlijeka neposredno nakon poroda i tijekom zadnje treCine laktacije, zatim postotak

mlije¢ne masti, bjelancevina, Secera, urea u 100 ml 1 broj somatskih stanica.

Iz tablice 81 razvidno je da koli¢ina proizvedenog kolostruma u zivotinja kod kojih je u

skupnom uzorku obrisaka sluznica dokazana herpesvirusna DNK znac¢ajno manja od koza

kod kod kojih nije. Takoder, statistiCki znacajno je manja proizvodnja Kolostruma i

koli¢ina mlijeka tijekom laktacije u CpLHV inficiranih koza.

Tablica 81. Pojedini parametri analize mlijeka u odnosu na PCR pretragu i vrstu

herpesvirusa.

Broj

Laktacija Kolostrum Masti Bjelancevine Secer (n?r/i%o somatskih
(mL) (mL) (%) (%) (%) rr?L) stanica ( *

1000)

Srednja Srednja Srednja Srednja Srednja Srednja Srednja

vrijednost + vrijednost + vrijednost =  vrijednost =  vrijednost  vrijednost  vrijednost

S.E.M. S.E.M. S.E.M. S.E.M. +S.E.M. +S.E.M. +S.E.M.

Pozitivno  3196,94+6,8***  4001,9+75,7* 2,78+0,07**  3,12+0,03  4,44+0,02 37,41+0,68 1381+356

PCR

Negativho 3214,4+8,1***  4311,3+87,4* 3,02£0,09**  3,06£0,04  4,48+0,03 36,14+0,79 1322+416
Negativno  3214,4+8,14 4311,3488,14 3,02+0,09 3,06+0,04  4,48+0,03 36,14+0,80 1322+421
VIRUS = cpHv-2  3189,7+818  3971,74#91,58  2,80+0,09  3,14++0,04 4,44+0,03 37,3620,82 1468+433
CpLHV  3215,6+13,3%8 4051,2+146,4"8  2,76+0,14 3,08+0,07  4,43+0,05 37,61+1,30 12804683

* p<0,05; ** P=0,05; *** P=0,10; Razli¢ite slovne oznake oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu skupine virusa
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6. RASPRAVA

6.1. Pojavnost 1 proSirenost herpesvirusnih infekcija u populaciji koza

Porodica herpesvirusa je izrazito velika i raznolika. Jedna od znacajki ove skupine virusa
je izazivanje infekcija zlijezdanog, ziv€anog i reproduktivnog sustava razli¢itih vrsta
zivotinja. Na ovaj nacin herpesvirusne infekcije mogu izazvati znac¢ajne materijalne Stete
u stoCarstvu jer osim izravnih Steta, koje nastaju zbog bolesti i uginuéa oboljele Zivotinje
te troskova lijeCenja i prevencije, Stete nastaju 1 zbog uzgojnih gubitaka. U velikog broja
farmskih Zivotinja znacaj herpesvirusnih infekcija je dobro poznat te su uvrsSteni u
skupinu znaCajnih patogena (zarazni rinotraheitis goveda, pseudorabies u svinja,
rinopneumonitis u konja itd.). Po drugoj strani, podaci u dostupnoj literaturi o
herpesvirusnim infekcijama koza su ograniceni.

Istrazivanje za potrebe ovog rada je pokazalo da su herpesvirusne infekcije intenzivno
drzanih koza izrazito Ceste. Molekularne metode dokazale su prisutnost herpesvirusne
DNK u 63,51% koza, §to je izrazito veliki broj. Kada je ovaj podatak promatran na razini
farme, udio inficiranih Zivotinja prelazio je i 80% na pojedinim farmama. Najzastupljeniji
herpesvirus na promatranim farmama bio je CpHV-2 s prevalencijom od 38,26% te
CpLHYV s prevalencijom od 23,04%. Najmanju prevalenciju, od 3,87%, imao je CpHV-
1. U sluc¢aju CpHV-1 dokaz virusne infekcije je bio posredan, jer DNK nije dokazana niti
u jednom obrisku od 233 Zivotinje ukljucene u istrazivanje, ve¢ su dokazana protutijela.
Kako CpHV-1, kao i veliki broj drugih herpesvirusa, uspostavlja dozivotnu latenciju
dokaz protutijela je i dokaz uzro¢nika u predmetnoj zivotinji. Zanimljivo CpHV-1
infekcije zabiljeZene su samo na jednoj promatranoj farmi dok su druga dva opisana
herpesvirusa nadena na svim. Niska seroprevalencija CpHV-1 te pojava samo na jednoj
farmi u suprotnosti je s podacima iz drugih drzava Mediterana gdje se, kako je ranije
navedeno, prevalencija kretala izmedu 20 1 60%. Navedena ¢injenica bi mogla ukazati na
lokalne znacajke, na razini drZzave, u epizootiologiji infekcija ovim virusom.

U prilog lokalnim ¢imbenicima koji utje¢u na epizootiologiju herpesvirusnih infekcija u
koza govori 1 prevalencija druga dva herpesvirusa opisana u ovom istraZivanju.
Prevalencija CpHV-2 (38,26%) i CpLHV (23,04%) bila je znaajno veéa u ovom
istrazivanju nego §to je to autorica MATIJEVIC, 2022. opisala na podruéju grada Gline
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u Sisacko-moslavackoj zupaniji gdje je prevalencija bila 9,8 odnosno 11,6%. I u tom
istrazivanju koriStena je ista metodologija te su podaci direktno usporedivi. Razlozi za
ovakvu diskrepanciju u rezultatima mogu bit posljedica lokalnih ¢imbenika koji djeluju
na epizootiologiju infekcija s ova dva uzro¢nika, promatrane farme su bile iz drugih
Zupanija, ili posljedica razlike u nacinu drzanja te tehnologiji uzgoja i proizvodnje na
ovim farmama koza. Dok se o lokalnim ¢imbenicima moze spekulirati ovo istrazivanje je
neposredno pokazalo da se prisutnost herpesvirusnih infekcija znacajno razlikuje od
farme do farme. Stovise i prevalencija CpHV-2 i CpLHV se znaéajno razlikovala od
farme do farme.

Utjecaj farme na prevalenciju pojedinih herpesvirusa je moguce objasniti i kroz razli¢itu
razinu stresa kojoj se koze izloZene, a ovisno o uvjetima, drZanja, hranidbe i sli¢no. Za
herpesviruse u ostalih vrsta Zivotinja poznato je da nakon infekcije, neovisno o klinickim
znakovima, zivotinje ostaju trajno latetntno inficirane, a do reaktivacije dolazi u stanjima
vezanima za stres, ukljuuju¢i gravidnost (MIYOSHI 1 sur.,, 1999.; GREENE i
CARMICHEL, 2006.), ali i pocetak spolnog ciklusa, tj. proestrus i estrus (POSTE i
KING, 1971.). Da bi se ispitao utjecaj stresa na izlu¢ivanje virusa uzorkovanje je
provedeno tijekom dva razdoblja, tijekom prve tre¢ine graviditeta i u ranom puerperiju.
Pri uzorkovanju u ranoj fazi graviditeta bilo pozitivno 65,71 % koza, dok je tijekom
puerperija bilo pozitivno njih 58,43 %. Tijekom rane faze graviditeta 47,12 % Zivotinja
imalo je pozitivan bris sluznice nosa, dok je njih 41,35 % imalo pozitivan bris sluznice
stidnice. Tijekom puerperija, bris sluznice nosa bio je pozitivan u 43,75 % koza, dok bris
sluznice stidnice bio pozitivan u 44,38 % pretrazenih uzoraka. Nije bilo statisticki
znacajne razlike u izlu¢ivanju opisanih virusa neovisno o vremenu uzorkovanja. lako nije
dokazan utjecaj poroda, kao stresnog dogadaja, na izluéivanje herpesvirusa dodatno

istrazivanje koje bi ukljucilo viSe razliitih stresora moglo bi dati kona¢ni odgovor.

Kako je ovo istraZzivanje obuhvatilo svega Cetiri farme mlije¢nih koza s vrlo sli€énim
uvjetima drzanja, mogucnost identifikacije pojedinacnih Cimbenika rizika bila je
ograni¢ena, ali se pokazalo da je pasmina drzanih koza zna¢ajna. Koze sanske pasmine
Su znacajno ¢esée bile inficirane herpesvirusima od alpina koza. Medutim i ovdje se vidio
utjecaj uvjeta drzanja i uzgoja jer dok se prevalencija pojedinih vrsta herpesvirusa nija
razlikovala izmedu farmi koje su drzale sanske koze, kod farmi koje drze alpine ta je

razlika bila znacajna.
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Svi dobiveni podaci o proSirenosti i epizootiologiji su izrazito znacajni jer ovih podataka
o kozjim herpesvirusima u znanstvenoj literaturi gotovo da i nema. Osim ograni¢enih
podataka 0 CpHV-1, na¢in izluc¢ivanja CpHV-2 i CpLHYV je prakticki nepoznat. U ovom
istrazivanju je pokazano da se oba virusa izlu¢uju putem sluznice nosa te sluznice vagine
i prepucija. Ovo je u skladu s istrazivanjem MATIJEVIC, 2022. Po drugoj strani, ovo
istraZivanje je pokazalo i razlike izmedu dva navedena virusa. CpHV-2 se ¢eSc¢e izluCuje
preko sluznice nosa, dok je u slu¢aju CpLHV to cCesS¢e sluznica stidnice odnosno
prepucija. Navedena razlika moze znacajno utjecati na nacine Sirenja svakog od ova dva
uzro¢nika, ali to je potrebno dodatno ispitati. Osim na sluznicama, prisutnost CpHV-2 i
CpLHYV dokazana je i u kolostrumu i mlijeku. Izlu¢ivanje virusa mlijekom takoder se
razikovalo izmedu promatranih farmi. Ovim putem moguca je infekcija jaradi u najranijoj
dobi, ukoliko to nije onemoguceno zbog kolostralne imunosti. Nazalost, unatoc
planiranom uzorkovanju jaradi u prvim mjesecima zivota te pokusaju dokaza ranih
infekcija, to u ovom istrazivanju nije bilo moguce. Zbog zabrinutosti, vlasnici su odbili

uzorkovanje jaradi.

6.2. Klinicko oc¢itovanje infekcije koza herpesvirusima

Vrlo je malo poznato o klinickim znakovima infekcije herpesvirusima u koza. Najvise je
podataka dostupno za infekcije CpHV-1. Ovaj uzro¢nik vec¢inom uzrokuje subklinicke
infekcije, osobito u odraslih, ali su opisani slu€ajevi vulvovaginisa, balanopostitisa, a U
mladuncadi i respiratorne poremetnje, vrucica i leukopenija (GREVAL i WELLS, 1986.;
TEMPESTA i sur., 1999b.; PIPER i sur., 2008;). Infekcije drugim herpesvirusima, koji
mogu zaraziti koze, opisani su ve¢inom kao slu¢ajevi maligne kataralne groznice u drugih
prijemljivih vrsta, ne koza, $to daje na znacaju ovom istraZivanju.

Kako bi se ustanovila klinicka slika infekcije herpesvirusima koza, zivotinje u ovom
istrazivanju klini¢ki su pregledane. Klinicki pregled bio je usmjeren na promjene na
vidljivim sluznicama, pojavu iscjetka, promjenama na limfnim ¢vorovima, procjeni
tjelesne kondicije, promjeni u tjelesnoj temperaturi, pojavi apscesa te promjenama u
krvnoj slici.

Poznato je da herpesvirusi u domacina izazivaju erozije po sluznici te zazarenost kao dio

op¢eg infekcijskog sindroma (CVETNIC, 1997). Prilikom pregleda promatrala se
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sluznica usne Supljine, konjunktiva i sluznica stidnice te prepucija. lako su opisane erozije
1 zazarenost nije dokazana poveznica njihove pojave s herpesvirusnim infekcijama
opcenito, niti infekcijom CpHV-2 ili CpLHV. Sli¢no, niti promjene na limfnim
¢vorovima, vimenu, niti tjelesna temperatura nisu bile povezane s infekcijom CpHV-2
odnosno CpLHV. Navedeni rezultati bili su ocekivani. Mozemo pretpostaviti da je
klinicka slika jace izraZzena u akutnim slucajevima bolesti, dok je zbog plana ovog
istrazivanja akutne slucajeve bilo nemoguce izolirano ispitati. Opisivanje akutnih
sluc¢ajeva vjerojatno bi bilo moguce prilikom promatranja infekcije u jaradi, ali zbog
ranije spomenute zabrinutosti vlasnika to u ovom slucaju nije bilo moguce.

Po drugoj strani laboratorijske pretrage periferne krvi pokazale su znacajne promjene u
koza inficiranih herpesvirusima. Kako je vidljivo iz rezultata ovog istrazivanja broj
limfocita je manji u koza inficiranih herpesvirusima. Nadalje, broj limfocita u perifernoj
krvi je znacajno manji u koza s potvrdenom infekcijom virusom CpLHV. Od ranije je
poznato da herpesvirusi utjeu na broj i funkciju limfocita (CARTER i sur., 1989.). Ova
znacajka herpesvirusnih infekcija je posebno ispitivana u goveda oboljelim od zarazne
leukoze goveda, a koja su razvila limfom. Leukoza goveda je lentivirusna infekcija koja
je po pravilu subklinicka, medutim u zivotinja s klinicki manifestnom infekcijom
dokazana je povecana ucestalost infekcija BLHV (ROVNAK i sur. 1998.). Upravo iz
ovog razloga te zbog moguénosti uzgoja u stani¢nim kulturama govedih B limfocita ovaj
se virus 1 naziva limfotropnim. Kada je CpLHV prvi puta opisan, zbog sli¢nosti u
aminokiselinskom slijedu s BLHV nazvan je kozjim limfotropnim herpesvirusom (L1 i
sur., 2001.). Upravo ovo istrazivanje ukazuje da je slicnost ova dva virusa mozda i veca
nego Sto se u prvu ruku Cinilo.

Utjecaj CpLHV infekcije na broj limfocita u perifernoj krvi moze imati veliki znacaj
upravo zbog njihove centralne uloge u imunosnom odgovoru. Daljnja istrazivanja bi
trebala dati odgovor da li CpLHV virus selektivno smanjuje broj svih limfocita ili
odredene subpopulacije. Isto tako dati odgovor jesu li koze zarazene ovim virusom
imunosuprimirane i1 kao takve podloznije infekciji drugim uzro¢nicima. Upravo iz tog
razloga koze ukljuCene u istrazivanje bile su pretrazene na prisutnost protutijela za virus
artritisa-encefalitisa koza te imaju li koze inficirane herpesvirusima kraci zivotni vijek.
Artritis-encefalitis koza je dozivotna lentivirusna infekcija koja je zbog svoje visoke

prevalencije svrstana medu najvaznije virusne zarazne bolesti koza (LEITNER 1 sur.,
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2010.). Istrazivanja artritis encefalitis koza na podru¢ju RH pokazuju seroprevalenciju od
53.72 % (TARIBA i sur., 2017.) i u razdoblju od 2012-2019 od 40,62 % (VINCEK i sur.,
2020.). U ovom istrazivanju dobiveni je 175 pozitivnih i 36 negativna seruma pretrazenih
ELISA-om, odnosno seroprevalenciju artritis-encefalitisa koza je iznosila visokih 82,94
%. lako je veliki broj koza inficiran ovim virusom, svega 30% zivotinja razvije klinicku
sliku bolesti. Klinicka slika se ocituje kao artritis, encefalitis, promjene u konzistenciji
vimena te drugi sindromima (PHELPS i SMITH, 1993.). U ovom istrazivanju je
pokazano da koze inficirane ovim virusom imaju znac¢ajno manji broj leukocita, medutim
nije dokazan utjecaj na druge hematoloske parametre, promjene na vimenu i druge
pracene klini¢ke znakove. Po drugoj strani nije dokazano da infekcije herpesvirusima
predisponiraju koze na infekciju virusom artritisa-encefalitisa koza i obrnuto. Isto tako
budu¢i da je od uzorkovanja do obrade podataka proslo vise od dvije godine, bilo je
moguce utvrditi utjecaj infekcije na zabiljeZena uginuca. Statistickom obradom nije
utvrden znacajan utjecaj infekcija herpesvirusima ili CpHV-2 odnosno CpLHV na Zivotni
vijek koza.

Dobiveni rezultati u ovom istrazivanju ukazuju na razlike izmedu procjene tjelesne
kondicije izmedu farmi. Brojni su ¢imbenici koji utjeCu na tjelesnu kondiciju u koza, a
medu najvaznijima su hranidba, parazitarne, virusne ili bakterijske i metabolicke bolesti.
kao 1 faza u produkeiji, pri ¢emu su optimalne vrijednosti tijekom parenja, graviditeta i
jarenja izmedu 3,0 i 3,5, u laktaciji 2,5-3,0, dok se za vrijednosti izmedu 1,0-2,0 smatra
da pokazuju na moguci problem (GHOSH i sur., 2019.). Nedostatak znanja o pravilnim
uvjetima u razlicitim fizioloskim stanjima dovodi do smanjene plodnosti, povecanja stope
infekcije ili infestacije parazitima, smanjenja proizvodnje mlijeka i povecanja troSkova
hrane. Stoga, koze treba odrzavati u umjerenom zeljenom tjelesnom stanju. Kada se
ukupni BCS u stadu drasti¢no smanji, to znac¢i da farma treba odgovarajuc¢e mjere kao $to
su dehelmintizacija, prilagodena prehrana, cijepljenje protiv zaraznih bolesti, kvalitetnija
pasa i rotacija pasnjaka. S druge strane, kada ukupno tjelesno stanje stada pocne rasti, to
je znak da uzgajivac treba smanjiti dodatno hranjenje. (GHOSH i sur., 2019.). Navedeno
ukazuje na utjecaj farme, jer nije bilo razlike izmedu pozitivnih 1 negativnih Zivotinja, te

1izmedu dokazanih vrsta kozjih herpesvirusa pri procjeni tjelesne kondicije.
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6.3. Pokazatelji reproduktivne u¢inkovitosti

Klini¢ko ocitovanje infekcije u gravidnih zivotinja obuhvaca i njen utjecaj na parametre
reproduktivne u€inkovitosti. Kao pokazatelji reproduktivne uc¢inkovitosti uobicajeno se
pobacaja, dob pri jarenju, broj ojarene jaradi i stopa mrtvorodenja. Dokaz izlu¢ivanja
herpesvirusa, dokazom herpesvirusne DNK na sluznicama, nije imao jasan utjecaj na
preganjanje, stopu koncepcije, pojavu pobacaja i mrtvorodstva i dob pri jarenju. Isto tako
niti infekcija pojedinom vrstom parametra nije imala znacajan utjecaj na ove parametre.
Na razini tendencije, ustanovljena je povezanost infekcije CpLHV s pojavom pobacaja i
mrtvorodstva. Po drugoj strani dokazan je direktan utjecaj infekcije CpHV-2 na broj
ojarene jaradi. Unato¢ dokazanoj infekciji, postotak gravidnih Zivotinja u ovom
istraZivanju bio je visok, te se kretao oko 89%, Sto se podudara s ostalim istrazivanjima
koja su uglavnom usmjerena na razlike izmedu nacina osjemenjivanja (AGOSSOU i
KOLUMAN, 2018.). Pregledom literature, za CpHV-2 i CpLHV nije opisan utjecaj na
pobacaj, mrtvorodenje te veli¢inu legla, dok je za CpHV-1 dokazano da ima utjecaj na
plod ovisno o razdoblju graviditeta u kojem koza biva inficirana. U prvoj treini
graviditeta, izaziva uginu¢e ploda, odnosno dolazi do rane embrionalne smrtnosti, te se
plod u potpunosti resorbira. Pretpostavka je da uzrokuje luteolizu zbog koje dolazi do
uginu¢a ploda. U kasnijim stadijima graviditeta dolazi do mrtvorodenja, no razina
progesterona u serumu ostaje jednaka, te uzrok uginuéa nije posve jasan (TEMPESTA i
sur., 2004.). Kako infekcija CpHV-2 u ovom istrazivanju nije bila povezana s ve¢om
stopom pobacaja i mrtvorodstva moze se zakljuciti da dolazi do poremecaja u ranom
embrionalnom razvoju plodova §to dovodi do smanjenog broja ojarene jaradi u koza
inficiranih CpHV-2. Da bi se ispitao utjecaj herpesvirusnih infekcija na razvoj ploda
tijekom graviditeta istrazivanje je trebalo ukljuciti i fetometriju, medutim to nije bilo
moguce naciniti. lako je vlasnicima radena besplatna dijagnostika graviditeta i objasnjene
su im prednosti rane dijagnostike graviditeta, kao i kasnijeg monitoringa, izuzeno su bili
osjetljivi po pitanju primjene dijagnostickih postupaka na gravidnim kozama i jaradi po
rodenju. Navedeno je razumljivo jer svim farmama glavni izvor prihoda je upravo stoka,

te nisu bili spremni riskirati, jer su upoznati s utjecajem stresa u koza pri manipulaciji i
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moguc¢im posljedicama (SHELTON, 1978.). Prikupljeno je izmedu 9-20 pojedinih
fetometrijskih mjera, no broj i raznolikost rezultata kada se podijele u skupine bili su

premaleni za statisticku obradu.

6.4. Utjecaj herpesvirusnih infekcija na jarad po rodenju

Za istrazivanje utjecaja herpesvirusnih infekcija na jarad po rodenju, prikupljeni su podaci
o tjelesnim mjerama po porodu: opseg glave, opseg prsa, duzina jaradi, porodajna masa,
masa pri odbi¢u, datumi jarenja i odbi¢a. Iz ovih podataka je bilo moguce dodatno

izraCunati i prirast.

Porodajna masa jaradi koza inficiranih CpHV-2 bila je veca od ostalih. Iako ovaj podatak
djeluje kontraintuitivno on samo potvrduje znaCajnost nalaza da je broj jaradi koza
inficiranih ovim virusom nizi jer MELLADO 1 sur., (2011.) navode da veli¢ina legla
utjece na 81% varijabilnosti prodajne mase, tj. jarad u manjim leglima ima vecu tjelesnu
tezinu od jaradi u ve¢im leglima. Isto tako i jarad koza koje su dale pozitivan rezultat
PCR pretrage obriska sluznice nosa imala su vecu porodajnu masu, $to se nadovezuje s
rezultatima analize utjecaja vrste kozjeg herpesvirusa na jaradi, jer je porodajna masa
jaradi koza u kojih je dokazan CpHV-2 imala statisticki vec¢u porodajnu tezinu od
negativnih i one jaradi koza u kojih je dokazan CpHLYV, a ranije je navedeno da je

izlu¢ivanje CpHV-2 je ucestalije preko sluznice nosa (78,4%).

Po drugoj strani podaci ovog istraZivanja ukazuju da jarad koza inficiranih CpLHV imaju
znacajno manji opseg glave. Znacaj ovog rezultata jo$ nije potpuno jasan jer razlozi za
manji opseg glave mogu biti brojni, ali svakako upucuje da bi pracenje razvoja ploda

tijekom graviditeta u inficiranih koza moglo dati brojne odgovore.

Budu¢i da su gotovo sva istraZivanja vezana uz reproduktivnu uspjeSnost usmjerena na
zenke, postavilo se pitanje utjeCe li infekcijski status jarca na zdravlje jaradi. Osnovu za
ovakvo razmiSljanje daje mogucnost infekcije koza tijekom kojitusa. PCR pozitivni
jarcevi davali su jarad manje tjelesne mase, ali sa statisitickom zna€ajnosti na razini
tendencije. Po drugoj strani, takva jarad je brZe prirastala da bi pri odbi¢u imala vecu

masu od negativne jaradi. IBRAHIM i sur., (2022.) dokazuju da iako se muska jarad rada
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s ve¢om tjelesnom masom, pri odbicu u dobi od Sest tjedana nema razlike izmedu tjelesne
mase, tj da zenska jarad brze prirasta. Ipak, poznato je da vec¢a porodajna masa jaradi
smanjuje rizik od uginuca jaradi, stoga bilo kakav utjecaj na smanjivanje porodajne mase
nije dobar, bez obzira na mogucéu povezanost s brzim prirastom (CHAUHAN i sur.,

2019.).

Zavr$no, na zdravlje jaradi, ali 1 isplativost uzgoja mlije¢nih pasmina koza direktno utjece
koli¢ina proizvedenog kolostruma, mlijeka te zdravlje vimena. Razli¢ite bolesti mogu
promijeniti konzistenciju mlije¢ne Zlijezde i dovesti do promjena na vimenu pa se tijekom
klinickog pregleda koza provodi i pregled vimena. (ARTECHE-VILLASOL i sur., 2022).
U ovom istrazivanju herpesvirusne infekcije nisu imala znacajan utjecaj na pojavu
promjena na vimenu niti promjena u konzistenciji. Naprotiv, statisticki znacajno se
razlikovala pojavnost patoloSkih promjena na mlije¢noj zlijezdi ovisno o promatranoj
farmi. Na farmi broj dva ¢eSce je zabiljeZena mesnata konzistencija vimena (17,02%), ali
je to bila i jedina farma od navedenih koja koristi ruénu muznju koza. Na razini tendencije

bila je i pojava mesnate konzistencije vimena u koza zarazenih s CpLHV.

Za razliku od promjena na vimenu, infekcija herpesvirusima imala je znacajan utjecaj na
proizvodnju kolostruma i mlijeka. Razvidno je bilo da je koli¢ina proizvedenog
kolostruma, u zivotinja kod kojih je u obriscima sluznica dokazana herpesvirusna DNK,
znacajno manja od koza kod kod kojih nije. Takoder, statisticki znacajno je manja
proizvodnja kolostruma i koli¢ina mlijeka tijekom laktacije u CpLHV inficiranih koza.
Navedeni rezultati ukazuju da herpesvirusne infekcije mogu imati znacajan utjecaj i na
zdravlje jaradi, ali i na ekonomicnost drzanja koza koje se koriste za dobivanje mlijeka.
Kod koza, zbog grade posteljice, maternalna imunost se prenosi preko kolostruma u
prvim satima zivota jaradi te svako stanje koje dovodi do smanjenja njegove proizvodnje
direktno moze utjecati na zdravlje jaradi. Po drugoj strani svako smanjenje proizvodnje

mlijeka donosi 1 direktne ekonomske gubitke vlasnicima farmi mlije¢nih koza.

Iz svega navedenog vidljivo je da je ovo istrazivanje dalo veliki broj podataka koji su
sada bili potpuno nepoznati o prosirenosti, epizootiologiji i znacaju herpesvirusnih
infekcija koza kako u Hrvatskoj tako 1 Sire. Herpesvirusi koza, i drugih malih prezivaca,
se proucavaju u svjetlu maligne kataralne groznice 1 zbog toga Cesto ostaju nedovoljno

prouceni u njihovih izvornih domacina. Ovo istrazivanje ne samo da je ukazalo da su oni
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izrazito proSireni u populaciji koza u Hrvatskoj ve¢ i da postoje lokalni ¢imbenici koji
dovode do razlika u epizootiologiji infekcija na razini drzave, manjeg geografskog

podrucja, ali 1 farme.

Iako istrazivanje nije bilo u moguénosti opisati to¢nu klinicku sliku infekeija ukazalo je
da pojedini herpesvirusi mogu imati u€inak na opce stanje inficirane Zivotinje te ju
predisponirati na druge bolesti. Isto tako dokazalo je da herpesvirusne infekcije imaju
neposredan ucinak na reprodukciju koza, ali i proizvodnju mlijeka $to moze rezultirati

ekonomskim gubicima u kozarskoj proizvodniji.
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7. ZAKLJUCCI

1. Kozji herpesvirusi prisutni su na podru¢ju Republike Hrvatske, a dokazane vrste su
CpHV-2 i CpHLYV, dok je dokazana izlozenost CpHV-1 virusu.

2. Kozji herpesvirusi CpHV-2 i CpLHV izlucuju se kroz sluznicu nosa, stidnice,
prepucija, ali i putem mlijeka i kolostruma. Postoji virusno specifi¢na razlika u glavnhom

putu izlu¢ivanja opisanih herpesvirusa.

3. Lokalni ¢imbenici, ali i ¢imbenici vezani uz pasminu, drzanje i menadzment na farmi
znacajno utjeCu na proSirenost herpesvirusa koza kao i na razlike u klinickom nalazu.

4. Inficirane jedinke imaju smanjen broj limfocita, a, narocito pri infekciji s CopLHYV,
medutim unutar referentnih hematoloskih vrijednosti koza.

5. Infekcija CpHV-2 utjecala je na smanjenje broja jaradi u leglu, ali je utjecala i na
povecanje porodajne mase jaradi.

6. Infekcija CoHLV dovodi do pada proizvodnje kolostruma i mlijeka $to moze zna¢ajno
utjecati na ekonomic¢nost drzanja mlijecnih pasmina koza
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