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KORONAVIRUSNE INFEKCIJE KOD ZIVOTINJA -
DIJAGNOSTIKA | IMUNOPROFILAKSA

NiSavi¢ Jakov, Mili¢ Nenad, Radalj Andrea*

Koronavirusne infekcije Zivotinja i oboljenja koja nastaju kao nji-
hove posledice su odavno poznate u veterinarskoj medicini. Korona-
virusi predstavijaju veliku grupu RNK virusa koji izazivaju respiratorna,
digestivna i neurolo$ka oboljenja velikog broja Zivotinjskih vrsta. Infek-
tivni peritonitis macaka, transmisibilni gastroenteritis svinja, infektivni
bronhitis pilica ili epidemicna dijareja svinja su samo neke od infek-
cifa izazvanih koronavirusima u ¢ijem le¢enju ili preveniranju pojave
kljuénu ulogu imaju lekari veterinarske medicine. Imajuci u vidu raSire-
nost koronavirusnih infekcija u populacijama razlicitih vrsta Zivotinja,
poseban znaclaj se pridaje njihovoj laboratorijskoj dijagnostici, odno-
sno sprovodenju imunoprofilakse u cilju spreCavanja pojave oboljenja
izazvanih razli¢itim vrstama koronavirusa. Laboratorijska dijagnostika
koronavirusnih infekcija kod Zivotinja podrazumeva primenu vise kla-
si¢nih i molekularnih metoda kao $to su izolacija virusa u kulturi celi-
Ja, lan¢ana reakcija polimeraze sa reverznom transkripcijom, odnosno
metoda real-time RT-PCR. Danas je u upotrebi vise vrsta komercijalno
dostupnih vakcina koje se koriste u prevenciji pojave koronavirusnih
infekcija kod razli¢itih Zivotinja. Kod onih koronavirusnih infekcija, kod
kojih je predvidena vakcinacija Zivotinja, koriste se uglavnom inaktivi-
sane i Zive atenuisane vakcine.

Kljucne reci: imunoprofilaksa, koronavirusne infekcije, laborato-
rijska dijagostika

Koronavirusne infekcije zivotinja, odnosno oboljenja koja nastaju kao njihova
posledica, odavno su poznate u veterinarskoj medicini. Infektivni peritonitis ma-
Caka, koronavirusna infekcija teladi i pasa, infektivni bronhitis pili¢a ili epidemi¢na
dijareja svinja su samo neke od infekcija izazvanih koronavirusima u €ijem le€enju
ili preveniranju pojave, klju€nu ulogu imaju lekari veterinarske medicine.

* Dr NiSavi¢ Jakov, redovni profesor, dr Mili¢ Nenad, redovni profesor, dr Radalj Andrea, docent,
Katedra za mikrobiolohiju, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu
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Familija Coronaviridae je podeljena na dve podfamilije Orthocoronavirinae
i Letovirinae. Dalje se podfamilija Orthocoronavirinae deli na Cetiri roda virusa:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus i Deltacoronavirus. Rod
Alphacoronavirus obuhvata koronaviruse izazivace oboljenja kod pasa i macaka,
odnosno kod svinja. Govedi koronavirus (BCoV), koronavirus konja (ECoV) i res-
piratoni koronvirus pasa (CRCoV) pripadaju rodu Betacoronavirus. U rod Gam-
macoronavirus svrstani su koronavirusi Zivine i ptica, dok rodu Deltacoronavirus
pripadaju uglavhom koronavirusi ptica i novootkriveni deltakoronavirus svinja
(PDCoV)(Nisavic i sar. 2020).

Koronavirusi su jednolan¢ani RNK virusi koji poseduju spoljasnji omotac. U
sastavu spoljasnjeg omotaca se nalaze glikoproteini koji imaju znacajnu ulogu u
procesu virusne infekcije ¢elije i virusne replikacije. Koronavirusi su osetljivi na
delovanje poviSene temperature i rastvarae masti. U celijskim linijama se dobro
replikuju, ali ne izazivaju jasne citopatogene promene tako da se njihovo prisustvo
moze dokazati indirektno, drugim metodama. Veoma su adaptibilni i skloni mu-
tacijama u genomu tako da se danas, na primer, gotovo pouzdano moze reéi da
virusi SARS-CoV-1 i MERS-CoV vode poreklo od Zivotinja (NiSavi¢ i sar. 2020).

Virus transmisibilnog gastroenteritisa (TGEV) izaziva uginu¢a prasadi ne-
posredno po rodenju, odnosno prasadi starosti do tri nedelje. Klini¢ki simptomi
oboljenja se manifestuju povra¢anjem, profuznom prolivom, dehidratacijom i gu-
bitkom telesne mase. Virus u organizam zivotinja ulazi ingestijom, a prenoSenje
se odvija fekalno-oralnim putem. Za virus epidemi¢ne dijareje svinja (PEDV) se
smatra da vodi poreklo od slepih miSeva. On se prenosi direktnim kontaktom, ali
i indirektnim putem. Ovaj virus izaziva kontagiozno oboljenje svinja sa pojavom
proliva i povra¢anja, a dovodi i do visokog mortaliteta prasadi na sisi (NiSavi€ i
sar. 2020).

Koronavirus goveda izaziva infekcije goveda i malih preZivara pracene proli-
vom teladi, dok kod odraslih Zivotinja dolazi do hemoragi¢ne dijareje ili respirator-
ne infekcije. Koronavirus goveda se prenosi direktnim i indirektnim kontaktom, a
izlu€uje se iz organizma preko sekreta i ekskreta iz respiratornog, odnosno dige-
stivnhnog sistema (Boileau i Kapil 2010).

Koronavirus konja je srodan koronavirusu goveda i kod obolelih Zivotinja iza-
ziva proliv, anoreksije i letargije sa poviSenom telesnom temperaturom (Goodrich
i sar. 2020).

Do danas su opisana dva razliCita genotipa koronavirusa pasa (CCoV-I i
CCoV-Il), a virus je genetski i antigenski sli¢an koronavirusu macaka. On dovodi
do proliva kod inficiranih Zivotinja, ali su uginuc¢a retka, tako da se Zivotinje opora-
ve naj¢esc¢e posle 7 do 10 dana od pojave klinickih simptoma. Respiratorni koro-
navirus pasa (CRCoV) uglavnom izaziva blagu respiratornu infekciju koja se brzo
Siri putem aerosola narogito u ve¢im skupinama pasa (Ntafis i sar. 2013).

Koronavirus macaka (FeCoV) izaziva oboljenja kod domacih i divljih maca-
ka. Do danas su opisana dva patotipa ovog virusa od kojih jedan izaziva promene
u digestivnom sistemu, a drugi izaziva oboljenje pod nazivom infektivni peritonitis



Nisavi¢ Jakov i sar.: 55
Koronavirusne infekcije kod Zivotinja — dijagnostika i imunoprofilaksa

macaka. Koronavirus macaka se u populaciji zivotinja prenosi fekalno-oralnim pu-
tem, ali je utvrden i indirektan nacin prenosenja. Infektivni peritonitis macaka se
karakteriSe gubitkom apetita, Zuticom i dijarejom sa nagomilavanjem proteinskog
eksudata u abdomenu i grudnoj duplji. Ovo oboljenje se javlja u efuzionoj i neefu-
zinoj formi. Kod oba oblika bolesti, dolazi do fokalnih gnojno-granulomatoznih pro-
mena na unutrasnjim organima i seroznim membranama, pri ¢emu se kod efuzio-
ne forme pojavljuje nakupljanje te¢nosti u peritonealnoj duplji (NiSavi¢ i sar. 2020).

Najznacajniji koronavirus ptica je virus infektivnog brohnitisa (IBV) koji izazi-
va visoko kontagiozno oboljenje koje se najcesce javlja kod kokoSaka, a izolovan
je i kod golubova i fazana. Kod pili¢a, starosti od 1 do 4 nedelje, dolazi do poviSe-
ne telesne temperature, letargije, kaslja i respiratornih poremecaja sa iznendanim
uginuc¢ima, dok kod nekih zZivotinja navedeni virus izaziva promene u jajovodima,
bubrezima i gastrointestinalnom sistemu. Infekcija ptica i zivine, izazvana ovim
virusom, se prenosi u jatima direktnim i indirektnim kontaktom, a virus se iz orga-
nizma izluCuje sekretom iz respiratornog sistema pri Cemu se moze se izolovati i
iz fecesa i jaja inficiranih zivotinja (de WJJ i sar. 2011).

Laboratorijska dijagnostika virusnih infekcija podrazumeva primenu klasic-
nih i molekularnih metoda. Kada se govori o klasi¢cnim metodama virusoloske
dijagnostike svakako je najznacajnija izolacija virusa u ¢€elijskoj liniji. Medutim, da
bi se primenom ove metode izvrSila izolacija i identifikacija virusa u ispitivanom
uzorku, neophodan je odredeni vremenski period koji u proseku iznosi 5 do 7 da-
na, a nekada i duze. U sluCajevima epidemija ili pandemija koje su izazvane odre-
denom vrstom virusa, kao $to je trenutno slu€aj sa pandemijom izazvanom SARS
koronavirusom 2 (SARS-CoV-2), ova metoda ne moze biti metoda izbora. 1z ovog
razloga se danas u laboratorijskoj dijagostici navedenog virusa, ali i u slu¢ajevima
epidemija izazvanih drugim vrstama virusa kod Zivotinja i ljudi, uglavhom koriste
molekularne metode. One imaju poseban znacaj u dijagnostici virusa koji na celij-
skim linijama ne dovode do pojave citopatogenog efekta. Primenom molekularnih
metoda i to pre svega metoda real-time PCR ili real-time RT-PCR moguce je za
relativno kratko vreme dobiti rezultate ispitivanja veéeg broja uzoraka koji ¢e ka-
snije opredeliti i primenu odgovarajucih epidemioloskih, odnosno epizootioloSkih
mera. Ovde treba napomenuti da primena molekularnih metoda nosi odredene
rizike u smislu dobijanja lazno negativnih ili lazno pozitivnih rezultata, Sto se moze
spreciti pre svega adekvatnim uzimanjem uzoraka, njihovim brzim transportom
do laboratorije i preciznim izvodenjem metoda, odnosno primenom odgovaraju-
¢ih protokola za njihovo izvodenje uz koriSéenje pozitivnih i negativnih kontrolnih
uzoraka.

U laboratorijskoj dijagnostici koronavirusnih infekcija goveda koriste se iste
virusoloSke metode koje se koriste u dijagnostici koronavirusnih infekcija ljudi.
Pogodne uzorke za ispitivanje predstavljaju nosni brisevi, uzorci dobijeni trahe-
obronhijalnom lavaZzom kao i uzorci fecesa. Prilikom obdukcije uginulih Zivotinja
potrebno je uzorkovati delove traheje, pluc¢a ili debelog creva. Infekcija govedim
koronavirusom je akutnog karaktera, a izlu€ivanje virusa je kratkotrajno i Cesto u
vezi sa izlaganjem Zivotinja odredenim faktorima stresa (npr. transport). Iz tih ra-
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zloga je u slu€aju oboljevanja zivotinja neophodno izvrsiti pravovremeno uzorko-
vanje materijala za ispitivanja. Metodu multiplex semi-nested RT-PCR za identifi-
kaciju govedeg koronavirusa i rotavirusa A grupe u ispitivanim uzorcima su koristili
Asanoa i sar. (2010). Za izvodenje ove metode kori§c¢eni su prajmeri za N gen ko-
ronavirusa goveda i za VP1 gen rotavirusa. U cilju realizacije istraZivanja ispitano
je ukupno 75 uzoraka fecesa goveda (53 uzorka fecesa teladi i 22 uzorka fecesa
krava) prikupljenih od zivotinja, sa i bez klini¢kih simptoma. Dobijeni rezultati su
dokazali da je multiplex semi-nested RT-PCR veoma osetljiva i specificna metoda
za istovremenu detekciju kako govedeg koronavirusa, tako i rotavirusa A goveda.
Tizzard (2020a) navodi da je trenutno u SAD, na trzi§tu dostupno nekoliko veoma
efikasnih vakcina protiv govedeg koronavirusa. Kako se kod teladi, koronavirusna
infekcija naj¢eS¢ée javlja u prvim danima zZivota, zastita novorodene teladi od infek-
cije je veoma znacajna. Iz tog razloga se pojedine vakcine aplikuju kravama u vi-
sokoj steonosti $to omogucava da telad uzimanjem kolostruma bude zasti¢ena od
koronavirusne infekcije. Pored ovakvog nacina zastite, danas se u cilju vakcinaci-
je goveda koriste Zive atenuisane vakcine koje se teladima aplikuju intranazalno
prvog dana zivota. One stimuliSu i nespecifi¢ni imunski odgovor organizma stva-
ranjem interferona koji omoguc¢ava ograni¢avanje virusne infekcije. Pored ovih
vakcina, danas su u upotrebi i vakcine koje se govedima aplikuju intranazalno u
vidu injekcija izmedu treéeg i Cetvrtog dana Zivota. Intranazalne vakcine se mogu
aplikovati i starijoj teladi na poCetku tova. U cilju prevencije pojave koronavirusne
infekcije, kod goveda se koriste i polivalentne inaktivisane vakcine koje pored
antigena govedeg koronavirusa, sadrze i antigene klostridija i E. coli pri ¢emu je
za navedene vakcine tokom studija efikasnosti dokazano da znacajno smanjuju
tezinu, odnosno duzinu trajanja klini¢kih simptoma koronavirusne infekcije.

Koronavirusi svinja koji izazivaju oboljenja gastrointestinalnog trakta (TGEV,
PEDV i PDCoV) dovode do pojave sli¢nih simptoma kod obolelih jedinki i Cesto
se ne mogu razlikovati na osnovu klini¢ke slike. Laboratorijska dijagnostika ko-
ronavirusnih oboljenja svinja se vrSi na osnovu identifikacije virusnih antigena ili
nukleinskih kiselina u uzorcima fecesa, odnosno na osnovu detekcije specifi¢nih
antitela u krvnom serumu svinja. Sliéne metode se koriste i za dijagnostiku infek-
cija izazvanih respiratornim koronavirusom svinja (PRCoV), a od obolelih jedinki
se prikupljaju uzorci nosnih briseva ili plu¢a. Xin Huang i sar. (2019) su primenom
metode multiplex real-time RT-gPCR vrsili istovremenu detekciju prisustva ente-
ricnih koronavirusa svinja. Ovi virusi kod prasadi izazivaju prolive. U cilju razvoja
brzog, pouzdanog i preciznog protokola za brzu istovremenu dijagnostiku ovih
virusa, koriséeni su specifi¢ni prajmeri i probe koji su dizajnirani na osnovu viso-
ko konzerviranog M gena virusa transmisibilnog gastroenteritisa svinja i virusa
epidemicne dijareje svinja, odnosno N gena deltakoronavirusa svinja i svinjskog
enteri¢nog alfakoronavirusa. U ispitivanjima su kori§¢eni uzorci fecesa prikupljani
od prasadi sa dijarejom u periodu izmedu 2015. i 2018. godine u nekoliko kineskih
provincija. Ukupno je prikupljeno i ispitano 354 uzorka fecesa prasadi. Rezultati
ovih ispitivanja su dokazali da je uspostavljeni protokol za izvodenje ove metode
imao visoku osetljivost i specificnost kao i odli€cnu ponovljivost, $to omogucéava
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njegovo Sire koriS¢enje u brzoj i pouzdanoj dijagnostici svinjskih enteri¢nih koro-
navirusa. Kako je zabelezen porast prevalencije infekcija svinja izazvanih svinj-
skim respiratornim koronavirusom (PRCoV) i posledi¢nog opadanja prevalencije
infekcija izazvanih TGEV, postepeno se smanjuje i potreba za vakcinacijom pro-
tiv TGEV. Pored toga, pojava PRCoV u populacijama svinja je, pored smanjenja
prevalencije TGEV, najverovatnje dovela i do pojave unakrsnog protektivnhog imu-
niteta. Svinjski respiratorni koronavirus (PRCoV) dovodi do pojave blage respira-
torne infekcije tako ne postoji potreba za razvojem vakcine protiv njega. Danas
su dostupne modifikovane zive i inaktivisane vakcine protiv TGEV pri ¢emu se
modifikovane zZive vakcine naj¢esce koriste za imunizaciju gravidnih krmaca u ci-
lju razvoja pasivne zastite njihove novorodene prasadi od infekcije i posledi¢nog
oboljevanja. Sprovedene terenske studije bezbednosti i efikasnosti vakcina su do-
kazale da, za razliku od infekcije divljim sojem TGEV, atenuisani vakcinalni sojevi
virusa ne dovode do adekvatne stimulacije sekretornog imunolo$8kog odgovora
(Tizzard 2020b). Inaktivisane vakcine se naj¢e$¢e aplikuju prasadima intramu-
skularno u slu€ajevima pojave enzootija. U manjim populacijama svinja, imunitet
zapata se postize izlaganjem gravidnih krmaca crevnom sadrzaju inficiranih svi-
nja, odnosno virulentnim sojevima virusa TGEV. Navedena metoda ima za cilj da
stimuliSe razvoj imuniteta i smanji mortalitet novorodene prasadi. Medutim, nedo-
statak ovakvog pristupa predstavlja mogucénost Sirenja drugih patogena potenci-
jalno prisutnih u kori§¢éenom sadrzaju creva (Tizard 2020a).

Trenutno postoji veci broj komercijalnih inaktivisanih i modifikovanih Zzivih
vakcina protiv virusa epidemi¢ne dijareje svinja. One se Cesto koriste u kombi-
naciji sa vakcinama protiv TGEV i rotavirusa za imunizaciju gravidnih krmaca.
Kako se prasad inficira ve¢ u prvim danima zivota, vecina ovih vakcina se apli-
kuje krmacama od dve do Cetiri nedelje pre partusa, tako da njihova prasad po-
sledi¢no stic¢e adekvatnu zastitu kolostralnim antitelima. Primenom modifikovanih
zivih vakcina protiv PEDV, smanjuje se stopa mortaliteta novorodene prasadi,
medutim, ne spre€ava se infekcija navedenim virusom, niti njegovo izlu€ivanje.
U slucajevima peroralne aplikacije vakcine, prisustvo specifi¢nih antitela (IgA) u
crevima krmaca moze blokirati apsorpciju vakcinalnog antigena tako da se re-
vakcinacija inaktivisanim vakcinama naj¢e$¢e vrsi parenteralno. Klini¢ke studije
dokazuju da ove vakcine Cesto ne indukuju zadovoljavajuéi protektivni imunitet
(Tizzard 2020a). Ova pojava se moze objasniti antigenskim, odnosno genetskim
razlikama u okviru glikoproteina S izmedu terenskih i vakcinalnih sojeva PEDV
$to iziskuje konstantnu potrebu za pripremom novih vakcina formulisanih na bazi
terenskih varijanti virusa (Liu i sar. 2019). U cilju poboljSanja efikasnosti vakcina-
cije, moze se koristiti viSe razlicitih protokola tako da se zive i inaktivisane vakcine
aplikuju u odredenim intervalima i to na sledec¢i nacin: Ziva-inaktivisana-inakti-
visana ili ziva-ziva-inaktivisana-inaktivisana (Song i sar. 2015). Druge vakcine,
razvijene u cilju kontrole epidemi¢ne dijareje svinja, uklju€uju razlicite vektorske i
subjediniéne vakcine, ali se ekonomska opravdanost njihove primene dovodi u pi-
tanje. Liu i sar. (2019) su pripremili inaktivisanu vakcinu od terenskog soja PEDV
pod nazivom CH/HNPJ/2017 koji pripada G2b genotipu. Ovi autori su ispitivali
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efikasnost pripremljene vakcine u ogledu na eksperimentalnoj prasadi pri ¢emu je
dokazano da ona indukuje jak humoralni imunoloski odgovor sa zadovoljavajuéim
titrom virus-neutraliSucih antitela u krvnom serumu oglednih jedinki. Pored toga, u
ogledu vestacke infekcije prasadi imunizovane virulentnim sojem PEDV, dokaza-
na je protektivha mo¢ pripremljene vakcine kod 3 od 5 eksperimentalnih Zivotinja.
Ovde treba napomenuti da se poslednjih godina visoko virulentni terenski sojevi
PEDV c¢&esto dovode u vezu sa izbijanjem epizootija epidemiéne dijareje svinja.
Ovo je zapazeno kod svinja na teritoriji Kine, uz zna¢ajne ekonomske gubitke Sto
opravdava ovakva ispitivanja.

Postavljanje sumnje na infekciju konja izazvanu konjskim koronavirusom
(ECoV) se vrsi na osnovu anamneze, klini¢ke slike, odnosno rezultata laborato-
rijskih ispitivanja prikupljenih uzoraka. U krvi konja, inficiranih koronavirusom, su
utvrdene neutropenija i/ili limfopenija. Pored uzoraka krvi, ispituju se i uzorci fece-
sa sumnjivih ili obolelih Zivotinja. Danas je poznato, da izlu€ivanje virusa iz orga-
nizma fecesom inficiranih konja traje u proseku od 3. do 25. dana posle infekcije.
Ovde napominjemo da je Cesto potrebno uzeti viSe uzoraka tokom nekoliko dana,
jer se u slucaju staze crevnog sadrzaja u pocetnom stadijumu bolesti, ne moze
detektovati dovoljna koli¢ina virusnih ¢estica u fecesu. lzolacija ECoV se moze vr-
Siti na HRT-18 ¢elijskoj liniji, medutim u cilju postavljanja precizne i pravovremene
dijagnoze rutinski se koristi RT-PCR. Sanz i sar. (2019) su ispitivali da li klini¢ki
zdravi koniji i konji sa gastrointestinalnim smetnjama izluCuju konjski koronavirus
u fecesu u vreme prijema u bolnicu i posle 48 Casova. Uzorci fecesa 130 konja
su prikupljani u trenutku prijema zivotinja u bolnicu, odnosno posle 48 ¢asova i
ispitivani primenom lan¢ane reakcije polimeraze uz koriséenje prajmera za N gen
koronavirusa konja i metode elektronske mikroskopije. Kod samo jednog, od uku-
pno 258 uzoraka fecesa, primenom metode RT-PCR je utvrdeno prisustvo nukle-
inske kiseline konjskog koronavirusa, dok je metodom elektronske mikroskopije
njegovo prisustvo utvrdeno kod svega devet uzoraka. Dobijeni rezultati ispitivanja
su ukazali da je prisustvo konjskog koronavirusa kod hospitalizovanih konja bilo
zanemarljivo. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja, autori su zakljucili da je
prisustvo konjskog koronavirusa u fecesu u vezi sa pojavom klini¢kih simptoma
oboljenja kod zivotinja i da ovaj nalaz ima odredenu dijagnosti¢ku relevantnost.
Vakcina protiv koronavirusa konja nije dostupna, medutim Nemoto i sar. (2017)
su kod konja ispitivali delovanje vakcine protiv antigenski srodnog govedeg koro-
navirusa. U krvnom serumu vakcinisanih konja utvrden je porast titra anti-ECoV
antitela. Ovde treba naglasiti da efikasnost ovog pristupa vakcinaciji konja protiv
koronavirusa jo$ uvek nije ispitana u ogledu vestacke infekcije.

Erles i sar. (2007) su iz uzoraka respiratornog sistema pasa izvrSili izolaciju
pseceg koronavirusa, a zatim i analizu sekvenci izolovanih sojeva virusa. Autori
su uspeli da izvrSe izolaciju CRCoV na kulturi ¢elija HRT-18, ali ne i na drugim
¢Celijskim linijama. Analizom genomskih sekvenci je utvrden visok stepen sli¢nosti
izmedu CRCoV i govedeg koronavirusa. Filogenetska analiza nestrukturnog re-
giona genoma virusa, smestenog izmedu S i E gena respiratornog koronavirusa
pasa, potvrdila je visok stepen sliCnosti sa istim regionom genoma govedeg koro-
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navirusa. Ovo je autorima dalo za pravo da pretpostave da su ovo srodni virusi i
da je verovatno doSlo do prelaska BCoV sa goveda na pse. Ntafis i sar. (2013) su
izvrsili molekularnu karakterizaciju i analizirali geneti¢ku raznovrsnost pojedinih
sojeva pseceg koronavirusa na teritoriji Gréke. Izmedu decembra 2007. i decem-
bra 2009. godine sakupljeno je 206 uzoraka fecesa pasa koji su ispitani primenom
metode RT-PCR i real-time RT-PCR. Kod 65,1 procenta ispitanih uzoraka, pore-
klom od pasa sa dijarejom, utvrdeno je prisustvo pseceg koronavirusa pri Cemu je
kod 47 posto uzoraka dokazano vise genotipova CCoV.

Imunizacija pasa, u cilju zastite od koronavirusne infekcije, podrazumeva
upotrebu dostupnih inaktivisanih i modifikovanih zivih vakcina. Medutim, njihova
upotreba uglavnom nije preporuc¢ena zbog toga Sto koronavirus pasa kod oboleih
zZivotinja izaziva najceS¢e blage oblike enteritisa. Vecina navedenih vakcina Stiti
pse od oboljevanja, ali ne i od infekcije (Vlasova i sar. 2020). Pored toga, kod
parenteralno vakcinisanih pasa ne dolazi do razvoja sekretornog imunoloskog
odgovora, odnosno sinteze IgA u crevima. Modifikovana ziva vakcina, pripremlje-
na od soja 257/98-3c pseceg koronavirusa, je ispitivana na psima nakon intra-
muskularne i oro-nazalne aplikacije (Pratelli i sar. 2004). Autori su dokazali da
intramuskularno imunizovane ogledne zivotinje nisu izlu€ivale vakcinalni virus za
razliku od pasa vakcinisanih oro-nazalnim putem. Pored toga, posle izvedenog
ogleda vestacke infekcije virulentnim sojem pseceg koronavirusa (CCoV), nijed-
na vakcinisana zivotinja nije ispoljila klinicke simptome oboljenja, niti je utvrdeno
izlu€ivanije virusa. Postoji i veliki broj inaktivisanih polivalentnih vakcina koje pored
CCoV sadrze i druge znacajne patogene pasa kao $to su parvovirus, adenovirus,
virus Stenecaka i parainfluence pasa. Antitela protiv CCoV nisu unakrsno protek-
tivna prema psecem respiratirnom koronavirusu (CRCoV), pri ¢emu CRCoV nije
uklju€en ni u jednu dostupnu multivalentnu vakcinu za pse, jer je oboljenje koje
izaziva, od manjeg klinickog znacaja i infekcija se suzbija izolacijom obolelih Zivo-
tinja ukoliko se nalaze u veéim grupama.

Tekelioglu i sar. (2015) su ispitivali prisustvo specifiCnih antitela protiv koro-
navirusa macaka u uzorcima krvnog seruma, poreklom od 169 macaka koje su
hirurski tretirane u Istanbulu, u periodu od 2009. do 2014. godine. Dobijeni rezul-
tati ispitivanja su dokazali prevalenciju koronavirusa macaka od oko 37 procenta
i to uglavnom u populaciji ma¢aka do dve godine starosti. U ovim istrazivanjima
je vr8eno i ispitivanje uzoraka krvnog seruma primenom brzog testa na prisustvo
antitela protiv koronavirusa macaka. Osetljivost i specificnost ovog testa su upo-
redivane sa metodom indirektne imunofluorescencije. Dobijene vrednosti za oset-
ljivost i specificnost testa su iznosile 96%, odnosno 97,9 posto.

Infektivni peritonitis maCaka je virusno oboljenje za koje je karakteristi¢no da
specificna antitela protiv S proteina spoljaSnjeg omotada FeCoV u krvnom seru-
mu macaka stimulacijom makrofaga dovode do pogorSavanja klini¢kih simptoma
oboljenja, odnosno poja¢avaju infektivnost virusa (Olsen i sar. 1992). 1z tog razlo-
ga, primena konvencionalnih vakcina nema znacajan efekat u prevenciji infektiv-
nog peritonitisa macaka, tako da se pribegava alternativnim redenjima. Vakcina
namenjena za intranazalnu aplikaciju koja sadrZi temperaturno osetljivi mutant soj
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DF2-FIPV macijeg koronavirusa, koji se replikuje u mukozi gornjih respiratornih
puteva indukujuci lokalni sekretorni imunolo$ki odgovor, dala je zadovoljavajuce
rezuiltate u spreCavanju infekcije macaka. Nedostatak ovakve vakcine je u njenoj
ograni¢enoj efikasnosti, jer se aplikuje maci¢ima u uzrastu od 16 nedelja sto je Ce-
sto prekasno imajuéi u vidu da do infekcije macijim koronavirusom dolazi u prvim
danima Zivota, narocito u ve¢im populacijama ovih Zivotinja gde je virus endemski
prisutan (Tizzard 2020a).

Naguiba i sar. (2017) su dokazali da dva genotipa virusa infektivhog bron-
hitisa trenutno veoma nepovoljno uti€u na razvoj zivinarske proizvodnje na teri-
toriji Egipta. U ovim ispitivanjima su koriS¢ene metode RT-PCR sa prajmerima
za hipervarijabilni region S gena virusa i metoda real-time RT-PCR uz kori§¢enje
prajmera za N gen virusa. Primenom navedenih metoda ispitano je 50 terenskih
uzoraka poreklom od ptica (brisevi traheje, alanotisne tec¢nosti i tkiva zivine) u
kojima je utvrdivano prisustvo virusa infektivnog brohnitisa. Dobijeni rezultati su
potvrdili opravdanost koriS¢enja molekularnih metoda u dijagnostici ove znacajne
koronavirusne infekcije zivine.

Vakcinacija predstavlja jedini metod kontrole infektivnhog bronhitisa i rutinski
se sprovodi u intenzivhom uzgoju zivine. Poznato je da vakcinalni imunitet kod zi-
vine nije dugotrajan i da je revakcinacija neophodna, a uz to je od velikog znacaja
i izbor vakcinalnog soja virusa imajuci u vidu velike antigenske varijacije medu
sojevima virusa infektivnog brohnitis (IBD). Danas su u upotrebi Zive i inaktivisane
vakcine, a programi vakcinacije se razlikuju od zemlje do zemlje, nekada i izmedu
razligitih Zivinarskih farmi (Tizzard 2020a). Zive atenuisane vakcine se pripremaju
pasiranjem sojeva IBV u embrioniranim kokoSijim jajima u cilju smanjenja njihove
virulencije. One se uglavnom aplikuju jednodnevnoj piladi, medutim, ukoliko se
radi o visoko atenuisanim sojevima virusa, titar antitela kod vakcinisanih jedinki
opada ve¢ oko 9. nedelje posle vakcinacije. Primena zivih atenuisanih vakcina
nosi odredene rizike od povratka virulencije, rekombinacije ili mutacije vakcinalnih
sojeva virusa. Inaktivisane vakcine se mogu Koristiti samostalno ili u kombinaciji
sa modifikovanim zivim vakcinama kod roditeljskih jata u cilju indukovanja ma-
ternalnog imuniteta koji predstavlja zastitu pili¢ima od najranijeg uzrasta (Tizzard
2020a). Kod kokosi nosilja i jata roditelja, primena inaktivisanih vakcina spreCava
smanjenje produkcije jaja i predstavlja zastitu za pilice kroz sintezu maternalnih
antitela. Brojleri koji se gaje u kratkim turnusima, dobijaju jednu dozu za razliku od
starijih kategorija zivine koje se viSekratno revakciniSu (Tizzard 2020b). U praksi
vakcinacije roditeljskih jata i kokosi nosilja se naj¢eS¢e primenjuju dve ili tri doze
zivih atenuisanih vakcina, a zatim se vrSi imunizacija viSekratnom primenom inak-
tivisanih vakcina. Eksperimentalne rekombinantne vakcine protiv IBV, zasnovane
na koriS¢enju virusa boginja zivine i adenovirusa, daju zadovoljavajuce rezultate,
ali se dovodi u pitanje ekonomska isplativost njihove primene (Chen i sar. 2010).

Kao §to je prethodno navedeno, kontrola i prevencija infektivnog bronhitisa
Zivine su veoma oteZane C&injenicom da se neprekidno otkrivaju novi genotipovi,
serotipovi i varijante IBV nastali razli¢itim mutacijama virusnog genoma. Pojavu
novih serotipova virusa indukuju veoma male razlike u aminokiselinskim sekven-
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cama S proteina. Do danas je identifikovano preko 50 serotipova i nekoliko stotina
varijanti IBV Cija je pojava posledica promena u nukleotidnoj sekvenci hipervari-
jabilnog regiona koji kodira sintezu glikoproteina S. Imajuc¢i u vidu €injenicu da
je unakrsni imunitet medu razliCitim serotipovima pomenutog virusa veoma slab,
neophodan je konstantan razvoj novih vakcina protiv ove znacajne infekcije Zivine
(Tizzard 2020a, Tizzard 2020b).

Pandemija izazvana SARS-CoV-2 kod ljudi, koja je zapocela krajem 2019.
godine i jo$ uvek traje bez skoro izvesnog zavrSetka, dovela je i dovesc¢e u bu-
du¢nosti do niza drustveno-socijalnih promena. Drustvena svest i zrelost jedne
zajednice ljudi se najbolje ogleda u ovakvim kriznim situacijama. Tada se moze
videti koliko je jedno drustvo odgovorno i solidarno, koliko su institucije jedne dr-
Zave razvijene i koliko ljudi postuju odluke i mere drzavnih institucija. Imajuéi ovo
u vidu, onda postaje sasvim jasno kakve su razlike izmedu pojedinih drzava u
pogledu rezultata borbe za spreCavanje Sirenja ove pandemije.

SARS koronavirus 2 koji je prouzrokovao trenutnu pandemiju, pripada fa-
miliji Coronaviridae. Neophodno je naglasiti da kada se odredena vrsta novoot-
krivenog virusa svrsta u jednu familiju, to znaci da ta vrsta virusa deli sve druge
bioloSke karakteristike familije u koju je svrstana. Tu se pre svega misli na gra-
du virusa, njegovu otpornost, nacin infekcije Celije, laboratorijsku dijagnostiku i
dr. SARS-CoV-2 deli sve osnovne bioloSke osobine sa drugim koronavirusima
koji izazivaju oboljenja kod ljudi i zivotinja. Ovaj virus je od pocetka pandemije
predmet obimnih istrazivanja, tako da je, za relativno kratak vremenski period,
prikuplieno mnogo podataka o njegovim osnovnim bioloSkim karakteristikama i
patogenezi. Na primer, utvrdeno je da kod teskih oblika infekcije dolazi do pojave
prekomernog nivoa zapaljenskog odgovora organizama na infekciju sa pojavom
tzv. citokinske oluje koja je pracena povecanjem koncentracije razli€itih medijato-
ra — citokina, kao sto su: IL-1, IFN-y, IL-10, IL-2, TNF-a ili IL-4. Ova pojava, pre-
ma nekim literaturnim podacima, znac¢ajno pogorsava klinicke simptome bolesti.
Pored toga je, kod pacijenata sa tezim klinickim simptomima infekcije, utvrdena
redukcija broja T limfocita.

Laboratorijska dijagnostika SARS-CoV-2 se uglavhom zasniva na moleku-
larnim i seroloskim metodama. Kao $to je napomenuto u prethodnom delu teksta,
u slu¢ajevima epidemija ili pandemija neophodno je u dijagnostiCke svrhe Kkoristiti
one metode koje ¢e biti pouzdane i precizne i &ijom primenom ce rezultati ispiti-
vanja veceg broja uzoraka biti relativno brzo dostupni. U te svrhe se, tokom ove
pandemije, najviSe koristi metoda real-time RT-PCR. Njom se otkriva prisustvo
nukleinske kiseline koronavirusa u uzorcima nosnih briseva i briseva farinksa. Po-
red ove metode, u upotrebi su i joS neke serolodke metode laboratorijske dijagno-
stike (ELISA) koje se koriste za otkrivanje specifi¢nih antitela protiv SARS-CoV-2,
odnosno utvrdivanje visine titra navedenih antitela u uzorcima krvnog seruma.
Relativno brza dostupnost rezultata ispitivanja primenom metode real-time RT-
PCR je, u uredenim zemljama, veoma bitan elemenat predlaganja i sprovodenja
odgovarajucih epidemioloskih mera u cilju stavljanja epidemije, odnosno pande-
mije pod kontrolu.
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Pored izuzetnog znacaja koji pravovremena laboratorijska dijagnostika
uzroCnika ima u suzbijanju epidemije, drugi vazan aspekt je priprema kvalitetne
vakcine Cija ¢e primena imati za cilj zaustavljanje Sirenja infekcije. Neophodno je
napomenuti da vakcinacija predstavlja najefikasniji poznati nacin za preventivno
delovanje u cilju spre€avanja pojave oboljenja izazvanih virusima. Imajuci u vidu
da je SARS-CoV-2 novi virus koji se prethodno nije javljao kao uzroénik infekcija
kod ljudi i da je do kraja 2020. godine izazvao smrt velikog broja ljudi, ceo svet
iS¢ekuje pojavu efikasne i bezbedne vakcine protiv navedenog virusa.

Prema literaturnim podacima, do jula 2020. godine u svetu je bilo 115 kan-
didata za vakcine protiv oboljenja poznatog pod nazivom KOVID-19, od ¢ega se
dejstvo 78 pripremljenih preparata aktivno klini¢ki ispituje. Medu njima se, kao
najozbiljniji kandidati za vakcine koje bi se zatim masovno proizvodile, izdvaja-
ju mRNA 1273 vakcina proizvodaca kompanije Moderna, RNK vakcina proizvo-
daca kompanija Fajzer i Biontek, zatim Sputnik V vakcina proizvodaca Istrazi-
vackog instituta za epidemiologiju i mikrobiologiju Gamaleja iz Moskve, odnosno
ChAdOx1nCoV-19 vakcina pripremljena na Univerzitetu u Oksfordu u saradniji sa
kompanijom Astra Zeneca. Pored ovih vakcina, u Kini su u toku zavr$na ispitiva-
nja primene vektorske vakcine proizvodac¢a CanSino Biologics, odnosno inaktivi-
sane vakcine proizvodaca Sinovac Biotech i CNBG.

Kao Sto je navedeno, vakcine proizvoda¢a kompanija Moderna i Fajzer (u
saradnji sa Biontek-om) su RNK vakcine. Njihovo delovanje se zasniva unosenju
u organizam informacione RNK koja nosi gen za sintezu S proteina virusa prema
kome zatim organizam razvija imunolo$ki odgovor. Na isti nacin deluje i vakcina
proizvodac¢a Moderna.

Vakcina koja je pripremljena na Univerzitetu Oksford, u saradnji sa kompa-
nijom Astra Zeneca i vakcina pripremljena u IstraZivackom institutu za epidemi-
ologiju i mikrobiologiju Gamaleja u Moskvi su vektorske vakcine. To su vakcine
pripremljene na platformi vakcinalnog soja humanog adenovirusa u €iji genom je
integrisan deo genoma SARS-CoV-2 koji kodira sintezu strukturnog (S) proteina
spoljadnjeg omotaca virusa koji je klju¢an za vezivanje virusa za ACE2 receptore
na povrsini ¢elije domacina. Posle aplikacije vakcine, organizam prema sintetisa-
nom S proteinu virusa razvija imunoloski odgovor. Na isti nacin deluje i kineska
vakcina proizvodaca Can Sino Biologics (vakcina pod nazivom Ad5-nCoV).

Izuzetno je znacajno da vakcine koje bi se koristile u prevenciji pojave in-
fekcije izazvane SARS-CoV-2 budu bezbedne i efikasne za upotrebu u humanoj
populaciji i da ne izazivaju neke drasti¢ne nezeljene efekte. Odgovornost drustve-
nih zajednica Sirom sveta jeste da prihvate vakcinaciju kao najbolji na€in da se
Coveclanstvo oslobodi ove pandemije koja je ve¢ do sada ostavila izuzetno teSke
posledice u celom svetu.
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CORONAVIRUS INFECTIONS OF ANIMALS - DIAGNOSTICS AND
IMMUNOPROPHYLAXIS

Nisavi¢ Jakov, Mili¢ Nenad, Radalj Andrea

Coronavirus infections in animals have been recognized in veterinary medicine for a
long time. Coronaviruses are a large group of RNA viruses causing respiratory, enteric, and
neurologic disease in diverse animal species. Feline infectious peritonitis, transmissible
gastroenteritis of swine, infectious bronchitis, and porcine epidemic diarrhea are only a few
among many coronavirus diseases treated and prevented by veterinarians. Having in mind
that coronavirus infections are very common in different animal species, the use of proper
diagnostic tests, as well as determining efficient immunoprophylactic methods, is very
important. Laboratory diagnostics of coronavirus infections is based on the application of
several standard and molecular methods such as virus isolation and reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR or real-time RT-PCR). Today, the prevention of these
infections in different animal species relies on many commercially available coronavirus
vaccines. Most of these products are inactivated and live-attenuated vaccines.

Key words: coronavirus infections, immunoprophylaxis, laboratory diagnostics
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