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Artritis Encefalitis Virus u
koza u Republici Hrvatskoj
u razdoblju od 2012. do
2019. godine - serolosko i

molekularno istrazivanje

B. Roi¢*, D. Brnic, A. Kostelic, A. Jungic, Z. Romac, L. Jemersi¢, T. Keros,

J. Prpi¢i D. Vincek

Sazetak

Artritis-encefalitis ~ koza  (AEK) je
neizlje¢iva virusna bolest prosirena u veéini
zemalja koje se bave intenzivnim uzgojem
koza. Ekonomsko znacenje ove bolesti ocituje
se uginuéem jaradi, smanjenim prirastom
i mlije¢nos¢u, prijevremenim lucenjem iz
uzgoja. U razdoblju od 2012. do 2019. godine
na podrucdju 16 Zupanija u Republici Hrvatskoj
pretrazeno je 10 715 uzoraka krvi, a tijekom
tog osmogodisnjeg razdoblja specificna
protutijela za virus AEK bila su potvrdena u
4 353 uzoraka krvnog seruma pa zakljucno
mozemo govoriti o seroprevalenciji od 40,62
%. Rezultati genotipiziranja odabranih
sojeva LVMP ukazuju na cirkulaciju genetske
skupine A i B u populaciji koza i to su prva
takva istrazivanja provedena u Hrvatskoj.

Dokaz prisutnosti genotipa A u stadu koza
u kojem je istovremeno dokazan i genotip B
ukazuje na dinjenicu da sojevi LVMP nisu
ograniceni na jednu vrstu ve¢ da sojevi MVV
koji se uglavnom nalaze u ovaca, cirkuliraju
i u koza. Rezultati visegodisnjeg istrazivanja
provedenog na Hrvaskom veterinarskom
institutu ukazuju na Siroku rasprostranjenost
virusa AEK u uzgojima koza u Republici
Hrvatskoj. Ako znamo da jednom zarazena
jedinka ostaje dozivotni nositelj i prenositelj
virusa postavlja se pitanje uspjesnosti cijele
proizvodnje pa je stoga jedini dugorocno
odrziv nacin uzgoja uzgoj slobodan od AEK.

Kljucne rijeci: artritis encefalitis virus,
koze, seroprevalencija, metoda lancane reakcije
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Uvod

Artritis-encefalitis koza (AEK) je
virusna bolest proSirena u svjetskim
razmjerima. Klinicki se ocituje kao:
progresivni leukoencefalomijelitis
(tetraplegija) u jaradi do 6 mjeseci starosti
i redovito zavrSava uginucem; kroni¢ni
artritis (karpalni zglobovi) i mastitis
u odraslih koza te sporadi¢na, sporo
progredirajuca intersticijska upala pluca
(Narayan i Cork, 1985., Dawson, 1988.).
Stete koje bolest uzrokuje su visestruke,
a ofituju se uginucem jaradi, smanjenom
mlijecnoscu, prijevremenim izlucenjem iz
uzgoja i troSkovima lijecenja i preventive
(Brinkhof i sur., 2010.). Do sada su svi
pokusaji lijeCenja bolesnih Zivotinja
i izrada vakcine ostali bezuspjesni
(Torsteinsdottir i sur., 2007.). Buduéi da
imuni odziv u inficiranih Zivotinja ne
inaktivira uzrocnika, one ostaju dozivotni
nositelji i prenositelji virusa (Kuzmak i
sur., 2003.).

Uzro¢nik pripada porodici Refro-
viridae, potporodici  Orthoretrovirinae,
rod Lentivirus. Filogenetskom analizom
ustvrdeno je da su virus Maedi-Visna u
ovaca (MVV) i virus artritis encefalitis
koza (AEK) antigeno blisko srodni, ali
genski potpuno razli¢iti, da dijele mnoge
zajednicke osobine te da su oba virusa
svrstana u lentiviruse malih preZzivaca
(LVMP) (engl. Small ruminant lentiviruses,
SRLV) (Olech i sur., 2012.).

Do danas je poznato pet osnovnih
genskih skupina LVMP oznacenih od A -
E. Genotipovi A i B, opisani su kod MVV
i AEK, proSireni su po cijelom svijetu,
dok su genotipovi C, D i E geografski
ograniceni. Genotip A je visoko heterogen
i sadrzi najmanje 13 podtipova od Al do
A13 (Kuhar i sur., 2013.), dok je genotip
B manje kompleksan i sadrzi 3 podtipa
B1 do B3 (Bertolotti i sur., 2011.). Virusni
so0j izdvojen iz koza u Norveskoj oznacen
je kao genotip C, a genotip D odgovara
izolatima izdvojenim u Svicarskoj i
Spanjolskoj. Genotip E je dokazan u

Italiji i sadrZzi dva podtipa E1 i E2 (Reina
i sur., 2010.). Filogenetska analiza LVMP
virusa ukazuje na prijenos infekcije medu
vrstama malih preZivaca i mora se uzeti
u obzir u kontroli bolesti (Leroux i sur.,
1997.).

Programi suzbijanja bolesti obuhva-
¢aju sustavnu serolosku provjeru stada
primjenom metoda propisanih od stra-
ne Medunarodnog ureda za pracenje
epizootija (OIE, 2008.) i rano uklanjanje
svih pozitivnih reaktora kao trajnog
izvora infekcije. Uvid u putove Sirenja
virusa daje molekularna epidemiologija
koja je temeljena na genskoj karakteri-
zaciji. Primjena molekularnih metoda
dijagnostike omogucava ne samo dokaz
uzrocnika i koli¢inu MVV i AEK provi-
rusa u uzorku, vec i genetsku karakteri-
zaciju sojeva specifi¢nih za zemlju i/ili
regiju u kojoj je bolest prisutna (Olech
isur., 2018.).

Artritis 1 encefalitis koza je u
Hrvatskoj prvi puta sluzbeno dokazan
1996. godine (Cac i sur., 1996., 2000.).
Promet zarazenih rasplodnih koza u RH
ni do danas nije zakonski reguliran Sto
pogoduje nesmetanom Sirenju bolesti te
ju susre¢emo na vecini farmi u Hrvatskoj.
Pritom wudio zaraZenih koza unutar
stada moze biti i do 100 %, a prosjecna
prevalencija je 70 % te bolest prouzroci
velike gubitke u intenzivhom uzgoju
mlijenih koza u Hrvatskoj (Kosteli¢ i
sur., 2012., 2013.).

Cilj ovog rada bio je istraziti
rasprostranjenost AEK u uzgojima
koza u razdoblju od 2012. do 2019.
godine primjenom seroloskih
metoda pretraZivanja te metodama
lancane reakcije polimerazom (PCR),
sekvenciranja i filogenetike ustvrditi
genotipove sojeva virusa AEK. Ovo je
ujedno i prvo sustavno visegodisnje
serolosko istrazivanje AEK provedeno
u Republici Hrvatskoj te prvi podatci o
zastupljenosti genotipova.
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Materijal i metode

Uzorkovanje krvi koza

Uzorci za pretragu prikupljali su se u
okviru projekata Vijeca za istrazivanje u
poljoprivredi Ministarstva poljoprivrede

u pod nazivom ,Utjecaj artritisa
encefalitisa koza na konkurentnost
proizvodnje kozjeg mlijeka” (2012.-

2014.) i ,Upravljanje zdravljem stada
s ciljem povecanja konkurentnosti i
ocuvanja okoliSsa u proizvodnji ovcjeg
i kozjeg mesa i mlijeka” (2015.-2017.)
u suradnji s Agronomskim fakultetom
Sveucilista u Zagrebu, u okviru godisnje
Naredbe o mjerama zaStite zivotinja
od zaraznih i nametnickih bolesti i
njihovom financiranju u 2015. godini te u
sklopu pretrazivanja na zahtjev vlasnika
pojedinih uzgoja koza.

Krv se =za serolosku pretragu
uzimala od svake Zivotinje punkcijom
venae jugularis, 5-10 ml u epruvetama
bez antikoagulansa i dostavljala u
Laboratorij za serolosku dijagnostiku
virusnih bolesti Hrvatskog veterinarskog
instituta u Zagrebu. Po dolasku u
laboratorij provedeno je odvajanje
seruma od korpuskularnih dijelova
krvi centrifugiranjem u laboratorijskoj

Tabela 1. Ukupan broj pretrazenih uzoraka krvi
koza na prisutnost protutijela za virus artritis
i encefalitisa koza (AEK) u razdoblju od 2012. -
2019. godine

. Broj seroloski
Godina S
pretrazenih uzoraka

2012. 10
2013. 2618
2014. 1628
2015. 1934
2016. 1046
2017. 2086
2018. 1088
2019. 305
Ukupno 10715

centrifugi (Hettich, Njemacka) 10 minuta
pri 2000 rpm. Ukoliko seroloska pretraga
nije uslijedila odmah nakon pripreme,
uzorci su pohranjeni na -20 °C do
izvodenja pretrage.

U razdoblju od 2012. do 2019. godine
dostavljena su ukupno 10 715 uzoraka
krvi koza (Tabela 1.) iz 16 Zupanija u
Republici Hrvatskoj. Najvedi broj uzoraka
dostavljen je iz Medimurske Zupanije 3
938, potom iz Varazdinske 3 755, Istarske
1 011, Zagrebacke 547, Zadarske 378,
Koprivnicko-krizevacke 343, Licko-
senjske 337, a u ostalim Zupanijama
pretraZen je manji broj uzoraka.

Za potrebe dokazivanja provirusne
DNK i ustvrdivanja genotipova virusa
AEK tijekom 2015. godine uzorkovani
su uzorci pune krvi (1=29) koza pasmine
Francuska alpska koza podrijetlom iz
dva stada u Medimurskoj (1=20) i jednog
stada u Varazdinskoj Zupaniji u kojih
su imunoenzimnim testom (ELISA)
ustvrdena protutijelaza AEK. Uzorci pune
krvi uzeti su punkcijom venae jugularis u
epruvetama s antikoagulansom (EDTA).

Seroloske metode

Svi uzorci seruma  pretraZeni
su  komercijalnim  imunoenzimnim
kompletima (ELISA) na prisustvo

protutijela sukladno uputi proizvodaca
i to prvo probirnim testom (CAEV/MVV
Antibody test kit CHEKIT Screening,
IDEXX), a nakon dobivenih pozitivnih
reakcija potvrdnim testom (CAEV/MVV
Antibody test kit CHEKIT Verification,
IDEXX).

Molekularne metode

Izdvajanje provirusne DNK LVMP
provedeno je iz 300 uL pune krvi koristeci
automatizirani sustav za izdvajanje
nukleinskih kiselina “iPrep Purification
Instrument Platform” (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) te pripadajudi
komplet za izolaciju DNK iz krvi (iPrep
PureLink gDNA Blood) prema uputama
proizvodaca.
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Dokazivanje provirusne DNK u
predmetnim uzorcima krvi provedeno
je  mnoZavanjem ciljnih  odsjecaka
gena LVMP koristenjem dva protokola
za lancanu reakciju polimerazom u
stvarnom vremenu (Real-time PCR),
jedan za odredivanje genotipa A te
drugi za genotip B LVMP (Kuhar
i sur., 2013a., 2013b.). Za tu svrhu
koristili smo RotorGene Probe PCR kit
(Qiagen, Njemacka) sukladno uputama
proizvodaca (zavrsna koncentracija
pocetnica 400 nM i Tagman probe 200
nM) i uredaj RotorGene Q (Qiagen,
Njemacka). Za utvrdivanje genotipova
sojeva virusa AEK upotrebljen je odsjecak
pol (DNA polymerase) gena umnoZen
metodomugnijezdenog (, nested”) PCR-as
pocetnicama i prema protokolu opisanom
u radu Shah i sur. (2004.) Taj protokol je
ujedno posluzio i kao dodatna provjera
ucinkovitosti ~ prethodno  navedenih
postupaka dokazivanja genoma LVMP
metodama PCR u stvarnom vremenu.
Za taj postupak koristen je HotStarTaq
Plus PCR kit (Qiagen, Njemacka)
prema uputama proizvodaca (zavrSna
koncentracija pocetnica 300 nM) i uredaj
GeneAmp 9700 PCR System (Applied

Biosystems, = Njemacka). = Odabrani
odsjecci pol gena (n=9) veli¢ine 1175
bp su nakon elektroforeze u 2%-tnom
agaroznom gelu podvrgnuti ekstrakciji
i procis¢avanju. Izravno sekvenciranje
u oba smjera provedeno je u tvrtki
Macrogen (Amsterdam, Nizozemska),

a za racunalnu analizu dobivenih
nukleotidnih  slijedova  koriSten je
programski paket MEGA 5.

Rezultati

Tijekom provedenog istrazivanja u
razdoblju od 2012. do 2019. godine na
podrudju 16 zupanija u Republici Hrvat-
skoj ukupno je imunoenzimskim testom
pretrazeno 10 715 uzoraka krvnog seru-
ma koza. Testom probira protutijela za
virus AEK ustvrdena su u 5 160 uzoraka
seruma (48,16 %). Uzorci seruma koza
koji su imunoenzimskim testom probira
dale pozitivhu reakciju podvrgnuti su
ponovnom testiranju potvrdnim testom.
Potvrdnim testom ukupno je pretrazeno
5160 uzoraka seruma, a pozitivne reakci-
je su ponovno ustvrdene u 4 353 uzorka.
Stoga zakljucno mozemo govoriti o sero-
prevalenciji od 40,62 % (Tabela 2.).

Tabela 2. Rezultati pretrage krvi koza za virus artritis i encefalitis koza (AEK] dobiveni imunoenzimskim
testom probira i potvrde u razdoblju od 2012. - 2019. godine

Broj seroloski

geans pretrazenih uzoraka

2012.

2013. 2618

2014. 1628

2015. 1934

2016. 1 046

2017. 2 086

2018. 1088

2019. 305
Ukupno 10 715

Pozitivno - probirni

Pozitivno - potvrdni

test test

2 20,00 1 10,00
1666 63,61 1 540 58,82
846 51,97 672 41,27
1048 54,19 881 45,55
285 27,25 220 21,03
709 32,78 573 27,56
499 35,07 388 35,66
105 24,92 76 24,91
5160 48,16 4353 40,62
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B Ukupno pretrazeno uzoraka

M Broj pozitivnih

Grafikon 1. Rezultati pretraga uzoraka krvi koza na prisutnost protutijela za virus artritis i encefalitisa
koza (AEK) po Zupanijama u razdoblju od 2012. godine do 2019. godine

AEK je seroloskim testovima dokazan
u svim godinama istrazivanja. U Tabeli
2. vidljivo je da je najvedi postotak
pozitivnih reakcija utvrden u 2013.
godini te su potvrdnim testom protutijela
za virus AEK dokazana u 58,82 %
uzoraka. Potom slijede 2015. godina
s serprevalencijom od 4555% i 2014.
godina s seroprevalencijom od 41,27 %. U
2012. godini ustvrdena je seroprevalencija
od 10,00 %, ali u toj godini pretrazen je i
najmanji broj uzoraka.
Seropozitivne Zivotinje dokazane suu
14 od 16 pretrazenih Zupanija. Negativne
reakcije ustvrdene su u Sisacko-
moslavackoj Zupaniji (3/0) i Dubrovacko-
neretvanskoj (9/0) gdje je ujedno
pretrazen i najmanji broj uzoraka. Najveci
ostotak pozivnih reakcija ustvrden je u
Sibensko-kninskoj (67,67 %) i Splitsko-
dalmatinskoj (60,86 %) Zupaniji, ali je i
u tim Zupanijama pretraZzen i manji broj
zivotinja. Potom slijede Koprivnicko-
krizevacka s 55,10 %, Pozesko-slavonska
s 52,17 %, Primorsko-goranska s 50,94
% te Krapinsko-zagorska s 44,44 % i
manjim brojem pretrazenih uzoraka.
Najvedi broj pretrazenih uzoraka bio je

u Medimurskoj zupaniji 3 938, od kojih
je pozitivne reakcije pokazalo 1 427
uzoraka seruma (36,23 %) i Varazdinskoj
3 755, a pozitivne reakcije pokazalo je 1
719 uzoraka seruma odnosno 45,77 %.
U Istarskoj zupaniji pretrazeno je 1 011
uzoraka, a pozitivne reakcije pokazalo
je njih 384 (37,98 %), u Zagrebackoj
547 od kojih je 263 reagiralo pozitivno
(48,08 %), u Zadarskoj 378, a pozitivne
reakcije je pokazalo njih 71 (18,78 %).
U Koprivnicko-krizevackoj  Zupaniji
je pretrazeno 343 uzorka, a pozitivne
reakcije su ustvrdene u 189 uzoraka
(55,10 %) i u Licko-senjskoj zupaniji od
337 uzoraka 80 ih je bilo pozitivnih (23,73
%) (Tabela 3.). Tijekom osmogodisnjeg
razdoblja dokazana su 4 353 pozitivna
uzorka seruma koza ili 40,62 % od
ukupnog broja seroloski pozitivnih
uzoraka.

Lan¢anom reakcijom polimerazom u
stvarnom vremenu dokazanaje prisutnost
genoma lentivirusa malih preZivaca u
65,5 % (19/29) pretrazenih uzoraka, dok
je metodom ugnijezdene lancane reakcije
polimerazom dokazan odsjecak pol gena
u 86,2 % (25/29) uzoraka. Sekvencirano
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je i filogenetski analizirano ukupno
devet odabranih uzoraka s umnozenim
odsjecakom pol gena te je ustvrdeno da
osam sojeva podrijetlom od uzoraka
iz Medimurske i Varazdinske Zupanije
pripada genotipu B (prototip AEK
genotipa), a jedan soj podrijetlom od
uzorka krvi koze iz Varazdinske Zupanije
genotipu A (prototip MVV genotipa).

Rasprava

Otkako je prvi puta opisana 1974.
godine (Cork i sur., 1974.) u Americi
bolest je prepoznata i rasprostranjena
u ditavom svijetu prouzrocedi znatne
gospodarske gubitke (Reina i sur., 2009.,
Patel i sur., 2012.). Sukladno tome postoji
sve veca potreba za stalnom kontrolom
uzgoja kao i izrada kvalitetnih programa
kontrole i suzbijanja koji bi doprinijeli
ograniavanju Sirenja bolesti. Problem
dodatno otezava i ¢injenica da koze mogu
viSe godina biti inficirane, a da pri tome
ne pokazuju znakove bolesti (Peterhans i
sur., 2004.). Od presudne vaznosti je rano
otkrivanje uzrocnika kako bi se Zivotinje
pozitivne na prisutnost specifi¢nih
protutijelazavirus AEK Storanijeizdvojile
iz stada. Uz seroloske metode napredak
molekularne biologije pridonio je izradi
osjetljivih testova u dijagnostici bolesti
poput lancane reakcije polimerazom
u stvarnom vremenu (real-time PCR)
za dokazivanje prisutnosti provirusne
DNK u tkivu i u krvi. Molekularnim
metodama moguce je dokazati infekciju
prije stvaranja protutijela Sto omogucuje
otkrivanje latentnog provirusa tijekom
ditavog zivotnog vijeka Zivotinje (Brajon
isur., 2012., Ramirez i sur., 2013.).

Posljednja  dva  desetlieca, u
Hrvatskoj je zaraZenost koza virusom
AEK zabrinjavajuc¢e porasla. Bolest se
u nezaraZene uzgoje Unosi zaraZenim
zivotinjama odnosno kupoprodajom
§to je ujedno i najce$¢i nacin Sirenja
bolesti unutar drzave. Unato¢ velikom
gospodarskom utjecaju na proizvodnost

populacije mlije¢nih koza educiranost
uzgajivaca o posljedicama ove bolesti je
relativno mala. Izuzetak su uzgajivaci
sjeverozapadnog dijela Hrvatske u
Varazdinskoj i Medimurskoj Zupaniji. Na
podrudju tih Zupanija ve¢ se godinama
provode VIP projekti koji su zasigurno
utjecali na osvijeStenost uzgajivaca.
Razlozi za neprovodenje programa u
Republici Hrvatskoj dijelom su financijske
prirode, ali i dijelom u nerazumijevanju
krajnjeg cilja provedbe programa od
dijelajavnosti. Kako bi se razvoj kozarstva
u Republici Hrvatskoj poboljSao bilo bi
potrebno izraditi odgovarajucu strategiju
suzbijanja bolesti, jer bi to imalo pozitivan
utjecaj na povecanje proizvodnje uz ista
ulaganja.

U Hrvatskoj je prosle godine ukupan
broj koza poveéan za 3,9 %, kako
pokazuju privremeni podatci Drzavnog
zavoda za statistiku (DZS). Koza je,
prema podatcima od listopada 2019.
godine, bilo ukupno 85 014 (MP, eGlasilo
2019.). Proizvodnja kozjeg mlijeka i
mesa je u Hrvatskoj porasla i postaje
sve znacajniji izvor prihoda i to ne samo
na obiteljskim gospodarstvima, ve¢ i na
podrudjima na kojima kozarstvo nije
tradicijska stocarska grana.

U razdoblju od 2012. do 2019.
godine rezultati naSih istrazivanja
pokazali su da je ukupna zabiljezena
seroprevalencija virusom AEK bila
40,62 %, a to mozemo objasniti upravo
nedostatkom  zdravstvene  kontrole
tijekom godina. Seropozitivne Zivotinje
dokazane su u 14 od 16 pretraZzenih
Zupanija. Negativne reakcije utvrdene
su u Sisacko-moslavackoj zupaniji (3/0)
i Dubrovacko-neretvanskoj (9/0) gdje je
ujedno pretrazen i najmanji broj uzoraka.
Najvedibroj pretrazenih krvi koza dolazio
je iz Zupanija sjeverozapadne Hrvatske u
kojima je kozarstvo razvijeno, kao 5to su
Medimurska (3 938 krvi) i Varazdinska
(3 755 krvi). Ove su Zzupanije ujedno
i primjer koliko je bitna educiranost
i zainteresiranost samih uzgajivaca.
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Obzirom na veliki postotak pozitivnih
reakcija koji je ustvrden u Sibensko-
kninskoj (67,67 %) i Splitsko-dalmatinskoj
(60,86 %) zupaniji postavlja se pitanje
pravog broja zarazenih Zivotinja u
odnosu na sveukupnu populaciju koza.
Iz podataka DZS (MP, eGlasilo 2019.)
je vidljivo da Splitsko-dalmatinska
Zupanija trenutno ima populaciju od 17
034 koza, a u osmogodiSnjem razdoblju
pretraZzena su svega 92 uzorka. Sli¢no je
i u Zadarskoj Zupaniji s 15 600 koza od
kojih je tijekom osam godina pretrazeno
samo 378 uzoraka. Ove dvije Zupanije
¢ine ujedno 38 % ukupne populacije
koza u RH pa ne mozemo govoriti o
realnom stanju prosirenosti bolesti, ali
zndemo li da jednom zarazena jedinka
ostaje doZzivotni nositelj virusa i moze
doZivotno biti izvor zaraze postavlja se
pitanje uspjesnosti cijele proizvodnje.

Rezultati viSegodiSnjeg istrazivanja
ukazuju na Siroku rasprostranjenost
virusa AEK u uzgojima koza u Republici
Hrvatskoj, ali jo$ uvijek ne znamo stvarno
stanje o AEK u ukupnoj populaciji koza.
U Sloveniji istraZivanja provedena 2011.
godine na 902 zivotinje u 22 uzgoja
koza (Kuhar i sur, 2011.) pokazuju
seroprevalenciju od 29,7 %, a u jednom
uzgoju prevalencija je iznosila 80%.
Kasnija istrazivanja pokazuju porast
seropozitivnih zivotinja na 32,1 %, a broj
pozitivnih uzgoja 76,2 %, a unutar uzgoja
seroprevalencija kretala se od 1,5 do 92,2
% (Kuhar, 2013.). Temeljem seroloskih
pretrazivanja provedenih u Madarskoj
dokazano je da je viSe od 30 % populacije
koza zarazeno virusom AEK (Kusza i
sur., 2004.).

Primjena real time PCR tehnologije
u rutinskoj mikrobioloskoj dijagnostici
znacajno raste upravo zbog svoje
prednosti brze dijagnostike, osjetljivosti
i specificnosti (Claas i sur., 2007.).

Molekularnom metodom lancane
reakcije  polimerazom u stvarnom
vremenu dokazana je  prisutnost
genoma lentivirusa malih prezivaca

u 655 % pretrazenih uzoraka, dok je
metodom ugnijezdene lancane reakcije
polimerazom dokazan odsjecak pol
gena u 86,2 % uzoraka. Osim Sto je u
ovom istrazivanju primjena ugnijezdene
lancane reakcije polimerazom (nested
PCR) netipicno osjetljivija od PCR
metode u stvarnom vremenu, vazno je
istaknuti i c¢injenicu da u odredenom
broju seroloski pozitivnih koza (4/29) nije
bilo moguce dokazati provirusnu DNK.
Niza osjetljivost PCR metode u stvarnom
vremenu (79 %) u odnosu na ELISA test
ustvrdena je i u istrazivanju slovenskih
autora (Kuhar i sur., 2013.b).

Medutim, ne mozemo iskljuciti utjecaj
moguce visoke genske heterogenosti
sojeva LVMP u Hrvatskoj u okviru
saznanja o oteZzanoj primjeni istih
setova pocetnica u PCR reakcijama za
dokazivanje LVMP genoma u razli¢itim
geografskim regijama (Barquero i sur.,
2013.). Razlozi koji su mogli utjecati na
nizu osjetljivost PCR metoda u odnosu na
seroloSke metode je i primjena pune krvi
umjesto frakcije leukocita, ali i moguce
niska koncentracija provirusne DNA u
leukocitima pretrazenih koza (Kuhar i
sur., 2013.c). Potrebno je svakako istraziti
i primjenu dupleks PCR reakcija kojima
istovremeno dokazujemo razlilite regije
LVMP genoma $to moze povecati ukupnu
osjetljivost testa (Marinho i sur., 2018.).
Smatra se da bi upravo kombinacija
ELISA testova i molekularnih metoda bila
optimalna za dokazivanje AEK inficiranih
koza (Panneum i Rukkwamsuk, 2017.).

Rezultati genotipiziranja odabranih
sojeva LVMP ukazuju na cirkulaciju
genske skupine A i B u populaciji koza,
slicno istrazivanjima u susjednoj Sloveniji
(Kuhar i sur., 2013.a) i to su prva takva
istrazivanja provedena u Hrvatskoj.
Dokaz prisutnosti genotipa A u stadu
koza u kojem je istovremeno dokazan i
genotip B ukazuje na ¢injenicu da sojevi
LVMP nisu ograniceni na jednu vrstu vec¢
da sojevi MVYV, koji se uglavnom nalaze u
ovaca, cirkuliraju i u koza. Genotipizacija
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sojeva LVMP svakako ima veliku vaznost
u mogucem otkrivanju izvora infekcije,
ali isklju¢ivo u kombinaciji s detaljnim
podatcima epizootioloskog istrazivanja
te stoga treba biti ukljucena u programe
iskorjenjivanja lentivirusnih infekcija u
malih prezivaca.

Zakljucak

Zbog nemogucnosti lijeenja bolesti
i njezinog negativnog utjecaja na
gospodarsku proizvodnju mnoge zemlje
u svijetu provode nacionalne programe
s ciljem pracenja i suzbijanja bolesti.
Iskorjenjivanje bolesti je dugotrajan,
zahtjevan i skup proces, ali na kraju s
pozitivnim ucinkom. Najocitiji primjer
je Svicarska koja je primjenom smanjila
prevalenciju na manje od 1%, a razina
pozitivnih Zivotinja na AEK bila je 0,06 %
¢ime je ustvrdeno da se bolest vise aktivno
ne Siri i da je uspjesno kontrolirana
(Thomann i sur., 2017.). U Italiji, u
provinciji Bolzano u Juznom Tirolu
implementacija programa eradikacije
u periodu od 2007. - 2015. godine bila
je uspjesna pa je prevalencija s 13,9 %
smanjena na 1 % (Tavella i sur., 2018.).
Dokazano je da u stada ovaca i koza koja
se drZe zajedno (mijeSana stada) moze
dod¢i do prijenosa virusa s jedne vrste na
drugu pa se koze mogu zaraziti virusom
MYV, a ovce virusom AEK. Vazno je znati
da jednom inficirana zivotinja ostaje
bolesna do kraja Zivota, s moguénoscu
da nikada ne pokaze vidljive simptome.
Sve ovo zahtijeva ranu dijagnostiku kao
nuznost u spijreCavanju Sirenja bolesti
te ovi rezultati nalazu potrebu nastavka
istrazivanja kako bi se upotpunile
dosadasnje spoznaje o prosirenosti
bolesti u Republici Hrvatskoj s ciljem
njezinog suzbijanja.
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Caprine arthritis and encephalitis
(CAE) is a contagious and an economically
important viral disease of goats. Caprine
arthritis encephalitis virus (CAEV) is a
member of the small ruminant lentiviruses
(SRLV) that is distributed worldwide,
including Croatia. Common symptoms
resulting from CAEV infection include
arthritis, pneumonia, indurative mastitis
and encephalitis. One of the first and most
common signs of CAEV infection is weight
loss. However, many goats will not show any
symptoms. Goats that do show symptoms
may display swollen knees or carpal joints,
exhibit reduced body condition, and develop
a rough hair coat. Pregnant and nursing
does display a hard udder that is firm
and swollen, and produce very little milk.
During 2012 to 2019, a total of 10,715 blood
serum samples were collected in 16 counties
in Croatia and examined for the presence
of CAEV specific antibodies using ELISA.
Antibodies against CAEV were confirmed

in 4353 (40.62%) of samples. As this is the
first such study to be carried out in Croatia,
the results of molecular testing of selected
SRLV strains indicate the circulation of the
A and B genotypes in the Croatian goat
population. The simultaneous presence
of both genotypes A and B in a goat herd
suggests that SRLV strains are not limited
to one species, and that Maedi visna virus
(MVV) strains, which are mainly detected
in sheep, also circulate in goats. The results
of this eight-year study conducted by the
Croatian Veterinary Institute (CVI) indicate
the widespread prevalence of SRLVs in goat
breeding in Croatia. It is known that once an
infected, the individual remains a lifelong
carrier and can spread the virus. This raises
the issue of the success of entire production.
In conclusion, the only long-term sustainable
goat breeding is on CAEV-free goat farms.

Key words: arthritis-encephalitis  virus;
goats, seroprevalence; polymerase chain reaction;
phylogenetic analysis
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