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�x Radomir Ratajac, �^���]���v�š�]�(�]�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�š�]�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���^���Œ���]�� 

�x �^�]�v�]�“�����'�Œ�µ�������U���^���]���v�š�]�(�]�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�š�]�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���^���Œ���]�� 

�x �D���Œ�]�v�����•���l�]���U���^���]���v�š�]�(�]�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�š�]�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���^���Œ���]��  

�x �D���Œ�l�}���W���i�]��, Scientific Vet���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�š�]�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���^���Œ���]�� 

�x �^�o�}���}�����v���<�v���Î���À�]���U �^���]���v�š�]�(�]�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�š�]�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���^���Œ���]���� 

�x ���µ�“���v���>���Ì�]���U���^���]���v�š�]�(�]�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�š�]�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���^���Œ���]�� 

�x �:���o���v�����s�Œ���v���“���À�]���U���^���]���v�š�]�(�]�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�š�]�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���^���Œ���]�� 

�x �^�µ�Ì���v�����s�]�����l�}�À�]�����<�v���Î���À�]���U���^���]���v�š�]�(�]�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�š�]�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���^���Œ���]��  

�x �^�š���À���v���Z�}���]���U���^���]���v�š�]�(�]�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�š�]�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���^���Œ���]�� 

�x ���}���Œ�]�•���À���s�µ�l�}�À�]���U���^���]���v�š�]�(�]�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�š�]�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���^���Œ���]�� 

 

Organizers of the Young EPIZONE meeting 
 
�x Vladimir Gajdov, �^���]���v�š�]�(�]�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�š�]�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���^���Œ���]�� 

�x ���]�o�i���v�������µ�Œ�����À�]���U���^���]���v�š�]�(�]�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�š�]�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���^���Œ���]�� 
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APRIL 26  Wednesday         
           

Time 
 

Auditorium 
 

Hall 1 
 

Hall 2 
 

Poster Hall 
 Reception 

desk 
           

08.00 �t 09.00 
 

 
 

      

Registration 
 

Speakers 
check-in 

 
All kind of 

information 

          

09.00 �t 11.30 

 

 
 

 
     

     
 

     

11.30 �t 13.00 

 

Young Epizone meeting 
  Epizone 

Coordination 
Forum and 
Executive 

Committee 
Meeting 

 

Hanging your 
poster 

 

          

13.00 �t 14.00 

 

Lunch break in the restaurant for Young Epizone, Coordination Forum 
and Executive Committee members 

   

          

14.00 �t 14.30 
 

Opening Session 
 

    

Hanging your 
poster 

 

 

         

14.30 �t 15.00 

 Keynote lecture 1 
���µ���]�u�]�Œ���W�o���À�“�]���U���t�K���, 

Challenges to prevent and 
control emerging diseases 

 

     

        
 

Poster viewing 
available all 
afternoon 

 

15.00 �t 15.30 
 Keynote lecture 2 

Claire Guinat, ENVT, INRAE,FR 
The new era of phylodynamics 

 

     

         

15.30 �t 16.00 
 

Coffee break - poster and stand session  
  

         

16.00 �t 18.00 

 

Emerging and re-
emerging diseases 

 

Pathogen evolution, 
pathogenesis and 

immunology 

    

           

18.00 �t 20.00 
 

Welcome Cocktail �t lobby of the Congress Center   
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APRIL 27  Thursday       
         

Time  Auditorium  Hall 1  Poster Hall  Reception 
desk 

         

09.00 �t 09.30 

 Keynote lecture 3 
Bryony Jones, APHA, UK 

PPR �t prospects for eradication 

 

  

Poster 
viewing 

available all 
day long 

 

Registration  
 

 Speakers 
check-in 

 
All kind of  

Information 
 

Issuing a 
certificate of 
attendance  

       

09.30 �t 10.00 

 Keynote lecture 4 
�:���•�v�����W�Œ�}�����v�}�À���Z�����µ�o�}�À�]���U���E�/�s-NS, RS 

African swine fever in Serbia 

 

 
  

       

10.00 �t 10.30 
 

Coffee break - poster and stand session 
 

       

10.30 �t 12.30 

 

Diagnostic tools and disease 
surveillance 

 

African swine fever 

  

       

12.30 �t 13.30 
 

Lunch break in the restaurant  

       

13.30 �t 14.00 

 Keynote lecture 5 
Alessio Lorusso, IZSAM, IT 

Epizootic hemorrhagic disease virus 
in Europe 

 

   

       

14.00 �t 14.30 
 Keynote lecture 6 

Rowland Kao, Roslin Institute,Edin., UK 
Modelling in a Changing World  

 

   

       

14.30 �t 15.00 
 

Coffee break - poster and stand session 
 

       

15.00 �t 17.00 

 

Avian influenza 
 

Epidemiology and 
risk assessment  

  

         

17.00 �t 18.30 
 

Social program �t more information available soon 
         

20.00 �t 00.30 

 

Gala dinner 
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APRIL 28  Friday       
         

Time  Auditorium  Hall 1  Poster Hall  Reception 
desk 

         

09.00 �t 09.30 

 

Keynote lecture 7 
Kerstin Wernike, FLI, Germany 
Schmallenberg virus vaccine 

development  

 

 
 

Poster viewing 

 

Speakers 
check-in 

 
All kind of  

Information 
 

Issuing a 
certificate of 
attendance 

       

09.30 �t 10.00 

 

Keynote lecture 8 
�d���u���“���W���š�Œ�}�À�]���U���E�/�s-NS, RS 

Flaviviruses in Serbia  

 

   

       

10.00 �t 10.30 
 

Coffee break - poster and stand session 
  

       

10.30 �t 12.30 

 

Vector-borne diseases 

 

Vaccine 
development and 
disease control 

  

        

12.30 �t 13.00 
 

Closing Ceremony 

 

  Poster removal 
Posters left after lunch will 

be destroyed 

 

        

13.00 �t 14.00 
 

Light Lunch in the restaurant   

         

14.00 �t 18.00 
 

Social program �t Charm of Srem Region - social & tourist tour 

������������ 
 

�� ������������  
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�í�ñ�š�Z�����v�v�µ���o���D�����Ÿ�v�P���}�(���z�}�µ�v�P�����W�/�•�K�E�� 

�W�Œ�}�P�Œ���u�u�������š�������'�o���v���� 

 
�t�����E���^�����z���ì�õ�W�ì�ì�r�í�ï�W�ì�ì 

�,���o�o���í 
 

09:00-09:15h Welcome 

(dr Tamas Petrovic, dr Biljana Djurdjevic, Vladimir Gajdov) 

09:15-10:00h Academic and research career �t challenges and opportunities with 
Q&A session 

(Prof. dr Wim van der Poel, Wageningen University and Research)  

10:00-10:45h Digital Epidemiology �t Application of Artificial Intelligence in Disease 
Outbreak Surveillance with Q&A session 
(dr Helmi Zakariah, WHO/ITU Working Group for AI in Health) 

10:45-11:15h Break 

11:15-12:00h Highly-sensitive diagnostics using type III CRISPR-Cas systems 
with Q&A session 
(dr Raymond Staals, Wageningen University and Research) 

12:00-13:00h Short introduction of Young EPIZONE participants - open discussion 
and getting to know each other 

20:00-00:00h Social event 
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�����š���]�o�������W�Œ�}�P�Œ���u�u�� 

Wednesday, April 26, 2023 
 

08:00 �t 18:00 Registration/Speakers check-in/information at Reception desk �t Lobby 

09:00 �t 13:00 
Young Epizone �t Auditorijum  

(Restricted meeting) 

10:45 �t 11:30 Coffee break �t lobby and Poster Hall 

09:00 �t 13:00 
Epizone Coordination forum �t Hall 2 

(Restricted meeting) 

13:00 �t 14:00 Lunch break �t Restaurant  
(Restrited to Young Epizone, Coordinating forum and Executive Committee members) 

14:00 �t 14:30 Opening Ceremony 

 Welcome addresses:  

- �d���u���“���W���š�Œ�}�À�]����(Local Organizing Committee)  
- Wim van der Poel (Coordinator of Epizone)  
- �^���À�����>���Ì�]����(Director of Scientific Veterinary Institute Novi Sad) 
- �D�]�o�}�“���W���š�Œ�}�À�]�� (Chief Veterinary Officer) 
- Representatives of Local Legal Administration (District and City level) 
- Representatives of Ministries for Science and for Agriculture 
- �•�}�Œ���v���D�]�o�}�“���À�]�� (Provincial Secretary for Higher Education and Research)  

14:30 �t 15:30 

Auditorium 

Plenary Session 1  

Chairs�W���t�]�u���À���v�������Œ���W�}���o�����v�����d���u���“���W���š�Œ�}�À�]�� 

14:30 �t 15:00  �<���Ç�v�}�š�����o�����š�µ�Œ�����í�W�� 

���µ���]�u�]�Œ���W�o���À�“�]�����~�t�K���,�U���Z���P�]�}�v���o���Œ���‰�Œ���•���v�š���Ÿ�À�����(�}�Œ�����µ�Œ�}�‰���• 

�^���Z���o�o���v�P���•���š�}���‰�Œ���À���v�š�����v�������}�v�š�Œ�}�o�����u���Œ�P�]�v�P�����v�����Œ���r���u���Œ�P�]�v�P�����v�]�u���o�����]�•�����•���•�����v�����Ì�}�}�v�}�•���•��
�]�v�����µ�Œ�}�‰���W���‰���Œ�•�‰�����Ÿ�À�����}�(���t�}�Œ�o�����K�Œ�P���v�]�Ì���Ÿ�}�v���(�}�Œ�����v�]�u���o���,�����o�š�Z�_ 

15:00 �t 15:30  �<���Ç�v�}�š�����o�����š�µ�Œ�����î�W�� 

���o���]�Œ�����'�µ�]�v���š���~�/�E�Z�����U���&�Œ���v�����• 
� �̂d�Z�����v���Á�����Œ�����}�(���‰�Z�Ç�o�}���Ç�v���u�]���•�W���t�Z���š���‰���š�Z�}�P���v���P���v�}�u���•�������v���š���o�o���µ�•�������}�µ�š�����‰�]�����u�]�����•�‰�Œ�������M�_ 

15:30 �t 16:00  ���}�+���������Œ�����l���r���‰�}�•�š���Œ�����v�����•�š���v�����•���•�•�]�}�v 
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16:00 �t 18:00  

�W���Œ���o���o���^���•�•�]�}�v���t�����µ���]�š�}�Œ�]�µ�u 

���u���Œ�P�]�v�P�����v���� 
�Œ���r���u���Œ�P�]�v�P�����]�•�����•���• 

���Z���]�Œ�•�W�����Œ�]�P�]�©���������Ç���˜���t�]�u���À���v�������Œ���W�}���o 

�W���Œ���o���o���^���•�•�]�}�v���t���,���o�o���í 

�W���š�Z�}�P���v�����À�}�o�µ�Ÿ�}�v�U�� 
�‰���š�Z�}�P���v���•�]�•�����v�����]�u�u�µ�v�}�o�}�P�Ç 
���Z���]�Œ�•�W���,���o���v�����Œ�}�}�l�����˜���>�]�o�]���v�v�����'���v�P���• 

16:00 �t 16:15  Invited Lecture: LSD in Serbia �t a successful 
story of disease control.  
�s�o�����]�u�]�Œ���W�}�o�������l�����š�����o�X���~�^���Œ���]���• 

Bluetongue virus interferes with type i interferon 
induction by disrupting cgas pathway.  
Andrés Louloudes-Lázaro et al. (Spain) 

16:15 �t 16:30  Engineering recombinant bluetongue viruses 
expressing reporter genes for in vitro and non-
invasive in vivo studies.  
Javier Ortego et all. (Spain) 

Study of goat dendritic cells infection with Peste 
des petits ruminants virus (PPRV).  
Pablo Nogales-Altozano et al. (Spain) 

16:30 �t 16:45  Studies with bat airway organoids of Carollia 
perspicillata reveal that the respiratory 
epithelium of bat is not a barrier for interspecies 
transmission of influenza viruses. 
Ang Su et all. (Germany) 

Characterization of PRCV strains from Europe and 
the USA.  
Amalie Ehlers Bedsted et al. (Denmark) 

16:45 �t 17:00  Cross-Reactivity of Pre-and Post-Pandemic 
Human, Wild Boar and Farm Animal Sera with 
Alpha- and Beta-Coronaviruses (CoV) including 
SARS-CoV-2.  
Marcel Hulst et all. (The Netherlands) 

Interplay between Foot-and-Mouth Disease Virus 
3D polymerase and the type I interferon pathway: 
a contribution to viral persistence? 
Margan Sarry et al. (France) 

17:00 �t 17:15  West Nile fever confirmed in a horse in the 
United Kingdom following recent foreign travel.  
Nicholas Johnson et al. (United Kingdom) 

The porcine low-density lipoprotein receptor 
(LDLR) plays an important role in Classical swine 
fever virus (CSFV) infection. 
Elena Leveringhaus et al. (Germany) 

17:15 �t 17:30  General discussion General discussion 

17:30 �t 18:00  Flash presentations (5-6 min each) 
- Use of a luminescent reporter virus for rapid 
assessment of vaccine efficacy against 
Bluetongue virus. Luis Jiménez-Cabello et al 

- First report of Porcine respirovirus 1 (PRV1) and 
of Swine orthopneumovirus (SOV) in swine in 
Italy. Laura Soliani et al.  

- Bat-borne Issyk-Kul virus: European expansion 
of a zoonotic agent? Sabrina Canziani et al.  

- Discussion on presented posters and all other 
posters in Thematic Session 

 

Flash presentations (5-6 min each) 
- Small ruminant lentiviruses: genetic 
characterization of strains circulating in Italy 
between 2019 and 2022. Paola Gobbi (Maria 
Serena Beato) et al. 

- Milk from rabbit mothers vaccinated against RHD 
contains a relevant level of specific IgA. Vittoria Di 
Giovanni et al. 

- Cytokine secretion in hematopoietic stem cells 
CD34+ of cattle infected with bovine leukemia virus 
(BLV). Maria Szczotka et al. 

- Discussion on presented posters and all other 
posters in Thematic Session 

18:00�t20:00 Welcome Cocktail �t lobby of the Congress Center   
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Thursday, April 27, 2023 
 

09:00 �t 17:00 Registration/Speakers check-in/information at Reception desk �t Lobby  

09:00 �t 10:00 

Auditorium 

Plenary Session 2  

Chairs: Nicholas Johnson and Noemi Sevilla 

09:00 �t 09 :30 �<���Ç�v�}�š�����o�����š�µ�Œ�����ï�W�� 

���Œ�Ç�}�v�Ç���:�}�v���•���~���W�,���U���t���Ç���Œ�]���P���U���h�v�]�š�������<�]�v�P���}�u�• 
� �̂W���•�š���������•���‰���Ÿ�š�•���Œ�µ�u�]�v���v�š�•���t���‰�Œ�}�•�‰�����š�•���(�}�Œ�����Œ�����]�����Ÿ�}�v�_ 

09:30 �t 10 :00 �<���Ç�v�}�š�����o�����š�µ�Œ�����ð�W�� 

�:���•�v�����W�Œ�}�����v�}�À���Z�����µ�o�}�À�]�����~�E�/�s�r�E��̂U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]���• 
� �̂��(�Œ�]�����v�� �•�Á�]�v�����(���À���Œ�� �]�v�� �^���Œ���]���W�� �o���•�•�}�v�•�� �o�����Œ�v������ �(�Œ�}�u�� �š�Z���� ���}�u���•�Ÿ���� �‰�]�P�� ���Ç���o���� �]�v�� �•�u���o�o�Z�}�o�����Œ�� ���v����
�������l�Ç���Œ�����•�����š�}�Œ���~�î�ì�í�õ�r�î�ì�î�î�•�_ 

10:00 �t 10:30 ���}�+���������Œ�����l���r���‰�}�•�š���Œ�����v�����•�š���v�����•���•�•�]�}�v 

10:30 �t 12:30  

�W���Œ���o���o���^���•�•�]�}�v���t�����µ���]�š�}�Œ�]�µ�u 

���]���P�v�}�•�Ÿ�����š�}�}�o�•�� 
���v�������]�•�����•�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v���� 

Chairs: Miguel Angel Jimenez Clavero 
 & Alessio Lorusso 

�W���Œ���o���o���^���•�•�]�}�v���t���,���o�o���í 

���(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ 

Chairs: Sandra Blome & Jasna Prodanov Radulovic 

10:30 �t 10:45  Characterization of classical swine fever virus 
specific epitopes on the D/A domain of 
glycoprotein E2 
Yu-Liang Huang et al. (Denis Meyer; Germany) 

A multi gene-approach genotyping identifies 24 
genetic clusters of European African swine fever 
genotype II virus isolates circulating from 2007 to 
2022. 
Nadia Casado et al. (Spain) 

10:45 �t 11:00  Metagenomics-based protocol for rapid 
detection of outbreak-causing viruses with ONT 
technology. 
Irene Aldea et al. (Spain) 

Detection of African swine fever virus (ASFV) and 
blood meals of porcine origin in hemato-phagous 
insects collected on a Lithuanian pig farm without 
ASFV-infected pigs. 
Ann Sofie Olesen et al. (Denmark) 

11:00 �t 11:15  Improvement of molecular and serological 
tools for the detection of Venezuelan 
Encephalitis Virus (VEEV) in equids. 
Marine Dumarest et al., (France) 

An ASFV-host interaction mapping reveals the role 
of protein CP204L in the regulation of endosomal 
trafficking. 
Katarzyna Dolata et al., (Germany) 

11:15 �t 11:30  Evaluation of a differential detection ELISA test 
for the presence of antibodies against West 
Nile virus and Usutu virus in birds. 
Francisco Llirente et al. (Spain) 

Duration of immunity upon infection with African 
swine fever virus. 
Virginia Friedrichs et al. (Germany) 

11:30 �t 11:45  Newcastle Disease virus containing PCR-targets 
for West Nile virus as a positive control to 
validate and implement a Real-time PCR. 
Melle Holwerda et al. (The Netheralands) 

Taking a promising vaccine candidate against 
African swine fever further: Safety and efficacy 
�š���•�š�•���µ�•�]�v�P���^���^�&�s-G-�P�D�'�&�_�X 
Sandra Blome et al. (Germany) 
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11:45 �t 12 :00 Novel diagnostic platform based on LAMP 
assays for the efficient detection of African and 
classical swine fever viruses using minimal 
equipment. 
Jose A. Bohorquez et al. (Llilianne Ganges, Spain) 

General discussion 

12:00 �t 12:30  Flash presentations (5 min each) 
- Molecular Pen-Side test for the detection of the 
Peste des Petits Ruminants Virus. Milovan 
�D�]�o�}�À���v�}�À�]�������š�����o 

- Improvement of point of care diagnosis of 
African Swine Fever. Cristina Aira et al. 

- Utilization of ONT NGS in the workflow of 
veterinary diagnostics. L.L. Cubas-Gaona et al. 

- Lateral flow device: a promising tool for field 
diagnosis of Lumpy skin disease. Stefano Baselli 
et al. 

- Recombinant Bovine Ephemeral Fever Virus 
(BEFV) N protein production: evaluation in a 
competitive ELISA. Roberto Benevenia et al. 
(Davide Lelli) 

- Discussion on presented posters and all other 
posters in Thematic Session 

Flash presentations (5-6 min each) 
- High-throughput mapping of virus-host 
interactions to identify new factors of virulence and 
pathogenicity for ASFV. Juliette Dupre et al. (Marie-
Frédérique Le Potier) 

- Evaluation of African Swine Fever on East Balkan 
pigs and backyards in Bulgaria: a qualitative 
assessment. Elena Lazzaro et al. 

- A deep sequencing strategy for investigation of 
virus variants within ASFV infected pigs. Camille 
Melissa Johnston et al. 

 

- Discussion on presented posters and all other 
posters in Thematic Session 

12:30 �t 13:30 Lunch break in the restaurant 

13:30 �t 14:30 

Auditorium 

Plenary Session 3  

Chairs: Ljubo Barbic and Maria Serena Beato 

13:30 �t 14 :00 �<���Ç�v�}�š�����o�����š�µ�Œ�����ñ�W�� 

���o���•�•�]�}���>�}�Œ�µ�•�•�}���~�/�•�^���D�U���d���Œ���u�}�U���/�š���o�Ç�• 
� Êpizootic hemorrhagic disease virus: a new challenge for Europe?�_ 

14:00 �t 14 :30 �<���Ç�v�}�š�����o�����š�µ�Œ�����ò�W�� 

�Z�}�Á�o���v�����Z�X���<���}���~�h�v�]�À���Œ�]�š�Ç���}�(�������]�v���µ�Œ�P�Z�U�������]�v���µ�Œ�P�Z�U���h�v�]�š�������<�]�v�P���}�u�• 
� M̂odelling in a Changing World: addressing the challenges of Emergent Infectious Disease 
problems under Climate Change and Environmental Land Management Decisions�_ 

14:30 �t 15:00 ���}�+���������Œ�����l���r���‰�}�•�š���Œ�����v�����•�š���v�����•���•�•�]�}�v 

15:00 �t17:00  

�W���Œ���o���o���^���•�•�]�}�v���t�����µ���]�š�}�Œ�]�µ�u 

���À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì�� 

Chairs�W�����v�����D���Œ�]�����D�}�Œ���v�}���˜���s�o�����]�u�]�Œ���W�}�o�������l 

�W���Œ���o���o���^���•�•�]�}�v���t���,���o�o���í 

���‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�����v�����Œ�]�•�l�����•�•���•�•�u���v�š 

Chairs: �<���Œ�]�v�������Œ�‰���o���˜���>�i�µ���}�������Œ���]�� 

15:00 �t 15 :15 Natural selection of H5N1 avian influenza A 
viruses with increased PA-X and NS1 shutoff 
activity.  
Aitor Nogales et al. (Spain) 

Invited lecture: Molecular epidemiology as a tool 
for understanding the viral infections in 
honeybees. 
Ivan Toplak et al. (Slovenia) 
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15:15 �t 15 :30 Avian influenza surveillance in wild birds in 
Lombardy and Emilia Romagna regions (Italy) in 
2022- 
Maya Carrera et al. (Ana Moreno, Italy) 

Pigeon paramyxovirus-1 outbreak in captive 
pigeons in Denmark, 2022. 
Karen Martiny et al. (Denmark) 

15:30 �t 15:45 Identification of amino acid residues required 
for inhibition of host gene expression by 
influenza virus A/Viet Nam/1203/2004 H5N1 
PA-X. 
���]�š�}�Œ���E�}�P���o���•�����š�����o�X���~�^�‰���]�v�• 

�E�}�À���o�����]���P�v�}�•�Ÿ�������v�����•�š���Ÿ�•�Ÿ�����o���š�}�}�o�����}�u���]�v���Ÿ�}�v�•��
�������µ�Œ���š���o�Ç���‰�Œ�����]���š���Ÿ�u�����•�]�v���������o�µ���š�}�v�P�µ�����À�]�Œ�µ�•��
�]�v�(�����Ÿ�}�v���]�v���Œ�µ�u�]�v���v�š�•���(�}�Œ�����•�•���•�•�]�v�P���š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v��
�Œ�]�•�l�X 
�<���Œ�Œ�Ç���E���Á���Œ�}�}�l�����š�����o�X���~�h�v�]�š�������<�]�v�P���}�u�• 

15:45 �t 16 :00 Poultry vector vaccines: innovative serological 
assays for vaccination monitoring and DIVA 
testing for H5 avian Influenza A. 
Stéphanie Lesceu et al.(Adrien Limozin, France) 

A Machine Learning Approach for Predicting the 
Risk of WNV in Fine Spatiotemporal Scale Relying 
on Earth Observation Data. 
Dimitrios Sainidis et al. (Greece) 

16:00 �t 16 :15 �����À���o�}�‰�u���v�š���}�(�������ï�����D�}�����o�•���}�(���^�Á�]�v����
�Z���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç�������o�o�•���(�}�Œ���š�Z�����^�š�µ���Ç���}�(���/�v���s�]�š�Œ�}��
�W���š�Z�}�P���v���•�]�•���}�(���/�v�G�µ���v�Ì���������s�]�Œ�µ�•�X 
Aurora De Mattia et al. (Italy) 

Wild boar as a reservoir of Aujeszky disease virus, 
coronaviruses and circoviruses �t a study in African 
swine fever affected population in Poland.  
Anna Szczotka-Bochniarz et al. (Poland) 

16:15 �t 16 :30 Highly Pathogenic H5n1 Avian Influenza in 
Free-Living Griffon Vultures. 
Ursula Höfle et al. (Spain) 

African Swine Fever in Italy: effectiveness of 
eradication measures in newly affected regions 
and in Sardinia region.  
Iscaro Carmen et al. (Italy) 

16:30 �t 17 :00 Flash presentations (5 min each) 
- Pathology associated with highly pathogenic 
avian influenza H5N1 in naturally infected birds in 
Serbia in the 2021/2022 epidemiological year. 
���]�o�i���v�������i�µ�Œ���i���À�]�������š�����o�X�� 

- Within-host genetic diversity of wild bird-origin 
LPAIV H7N7 in poultry. Kamila Dziadek et al.  

- Characterization of High Pathogenicity Avian 
Influenza Virus H5Nx Detected in Wild Mammals 
in Denmark, 2021 and 2022. Yuan Liang et al. 

- Whole genome sequencing of Avian Influenza 
virus on the Illumina MiniSeq platform. Vladimir 
Gajdov et al. 

- Discussion on presented posters and all other 
posters in Thematic Session 

Flash presentations (5-6 min each) 
- Risk assessment of foot-and-mouth disease and 
biosecurity measures on a cattle farm in Serbia. 
Dejan Bugarski et al (Serbia) 
 

- Discussion on presented posters and all other 
posters in Thematic Session 
 
- General discussion for the whole Thematic 
Session 

17:00 �t 18:30 Social program - Discover Novi Sad �t Walking tour 

20:00 �t 00:00 Gala dinner �t Restaurant Alaska Barka 
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Friday, April 28, 2023 
 

09:00 �t 14:00 Speakers check-in/information/Certificates at Reception desk �t Lobby  

09:00�t10:00 

Auditorium 

Plenary Session 4  

Chairs: Ivan Toplak and Piet van Rijn 

09:00 �t 09 :30 �<���Ç�v�}�š�����o�����š�µ�Œ�����ñ�W�� 

�<���Œ�•�Ÿ�v���t���Œ�v�]�l�����~�&�>�/�U���/�v�•���o���Z�]���u�•�U���'���Œ�u���v�Ç�• 
� Ŝchmallenberg virus vaccine development�_ 

09:30 �t 10 :00 �<���Ç�v�}�š�����o�����š�µ�Œ�����ò�W�� 

�d���u���“���W���š�Œ�}�À�]�����~�E�/�s�r�E�^�U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]���• 
� F̂laviviruses in Serbia �t One Health Perspectives�_ 

10:00 �t 10:30 Coffee break - poster and stand session 

10:30 �t 12:30  

�W���Œ���o���o���^���•�•�]�}�v���t�����µ���]�š�}�Œ�]�µ�u 

�s�����š�}�Œ�r���}�Œ�v�������]�•�����•�� 

Chairs�W���^���Œ�����^���À�]�����˜���d���u���“���W���š�Œ�}�À�]�� 

�W���Œ���o���o���^���•�•�]�}�v���t���,���o�o���í 

�s�������]�v���������À���o�}�‰�u���v�š�����v����������������������������������������
���]�•�����•�������}�v�š�Œ�}�o 

Chairs: Marie-Frédérique Le Potier 
& 'Thomas Bruun Rasmussen 

10:30 �t 10 :45 Invited lecture: Companion Animals as 
Sentinels for Viral Zoonoses in Urban Areas. 
�>�i�µ���}�������Œ���]�� et al. (Croatia) 

Adaptation of the ASFV-989 live attenuated virus 
on continuous cell line, a step forward to become 
a vaccine candidate. 
Marie-Frédérique Le Potier et al. (France) 

10:45 �t 11 :00 Automated remote real-time mosquito 
surveillance by the means of an intelligent 
sensor trained with machine learning. 
Maria Gonzales-Perez et al. (Spain) 

(Autonomous) Live cell visualization of African 
Swine Fever Virus DNA replication for the 
discovery of antiviral compounds.  
Alicia Mas et al. (Spain) 

11:00�t 11:15 Transmission of West Nile virus by Culex pipiens 
Infected with Culex Flavivirus. 
���o�����Œ�š�����µ�Œ�P���•���W���µ�����š�����o�X���~�^�‰���]�v�• 

Prime-boost strategies using Adeno and MVA 
vectors for vaccination against PPRV. 
Ana Carlón et al. (Spain) 

11:15 �t 11 :30 Confirmation of seasonal flavivirus activity at 
suspect localities through targeted mosquito 
trapping and testing. 
Károly Erdélyi et al. (Hungary) 

Safety and efficacy upon infection in sheep with 
Rift Valley fever virus ZH548-rA2, a triple mutant 
rescued virus.  
Alejandro Brun et al. (Spain) 

11:30 �t 11 :45 T lymphocytes contribute to protective 
immunity and pathogenesis in bluetongue 
virus-infected sheep but not viral replication or 
transmission. 
Kerry Newbrook et al. (United Kingdom) 

�W���Œ�•�‰�����Ÿ�À���•���}�(���^�š���Œ�]�o�����/�v�•�����š���d�����Z�v�]�‹�µ�����]�v�����}�v�š�Œ�}�o��
�}�(���š�Z�������•�]���v���d�]�P���Œ���D�}�•�‹�µ�]�š�}�W�����Æ�‰���Œ�]���v�����•���P���]�v������
�(�Œ�}�u���š�Z�����.�Œ�•�š���‰�]�o�}�š���•�š�µ���Ç���]�v���^���Œ���]���X 

���o���l�•���v���Œ�����/�P�v�i���š�}�À�]�������µ�‰�]�v�������š�����o�X���~�^���Œ���]���• 

11:45 �t 12 :00 General discussion General discussion 
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12:00 �t 12 :30 Flash presentations (5 min each) 
- Vectors responsible for the transmission of 
Epizootic Haemorrhagic Disease virus (EHDV) in 
Italy. Michela Quaglia et al. 
- Epizootic haemorrhagic disease in Spain, 
November 2022. Marta Valero-Lorenzo et al. 
- Screening of Mosquitoes for Usutu Virus in 
Lombardy region (Northern Italy) 2014�t2022. 
Francesco Defilippo et al. (Davide Lelli). 
- Seroprevalence of West Nile virus in domestic 
donkeys in the Special Nature Reserve 
�^�•���•���À�]�����_�U���^���Œ���]���X�����]���v�����>�µ�‰�µ�o�}�À�]�������š����l. 
- Amplicon-based complete genome sequencing 
of the West Nile virus. Vladimir Gajdov et al. 
 
- Discussion on presented posters and all other 
posters in Thematic Session 

Flash presentations (5 min each) 
- MVA vectors carrying chimeric VP2 of African 
horse sickness virus increased cross-protection 
against a heterologous serotype. Eva Calvo-Panilla 
et al.  
- Functional analysis of the programmed -1 
frameshift signal of porcine respiratory coronavirus 
(PRCV). Tarka Raj Bhatta et al. 
- Mapping biosecurity measures applied on 
different animal production systems across Europe 
�t Progress of COST Action BETTER. Jasna Prodanov 
�Z�����µ�o�}�À�]�������š�����o�X 
- Developing methodologies to profile humoral 
immune responses against Crimean Congo 
haemorrhagic fever virus to support effective 
vaccine design. Sandra Belij-Rammerstorfer et al.  

- Discussion on presented posters and all other 
posters in Thematic Session 

12:30 �t 13:00 Closing Ceremony 

13:00 �t 14:00 Light Lunch in the restaurant 

14:00�t18:00 Sharm of Srem Region- social & tourist tour 
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Keynote lecture 
 
���µ���]�u�]�Œ���W�o���À�“�]�������s�D�U���D�^���U���W�Z���U���Z���•�����Œ���Z�����•�•�}���]���š���� 
 
Regional Representative of WOAH for Europe - b.plavsic@woah.org 
 

Auditorium: April 26, 14.30 �t 15.00 
 

 

���Œ�����µ���]�u�]�Œ���W�o���À�“�]�����]�•�����µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç���š�Z�� �t�K���, ���Z���P�]�}�v���o���Z���‰�Œ���•���v�š���Ÿ�À�����(�}�Œ�����µ�Œ�}�‰�� ���v�����Z���������}�(���Z���P�]�}�v���o���Z���‰�Œ���•���v�š���Ÿ�}�v���]�v��
�D�}�•���}�Á�X���,�� ���}���š���]�v�������Z�]�• ���}���š�}�Œ���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�� �����P�Œ���������š���š�Z�����&�����µ�o�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�����]�v�������o�P�Œ�������U��
�Á�Z���Œ�����Z�����•�š���Œ�š�������Z�]�•���‰�Œ�}�(���•�•�]�}�v���o�������Œ�����Œ�����•�����v�����•�•�]�•�š���v�š���‰�Œ�}�(���•�•�}�Œ���(�}�Œ���D�]���Œ�}���]�}�o�}�P�Ç�X���,�� �����}�u�‰�o���š�������� �W�Z���������P�Œ�����U���D���•�š���Œ��
�}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���^���]���v�����U ���v������ �^�‰�����]���o�]�•���Ÿ�}�v���]�v���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç ���š���š�Z�����•���u�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�X���,�� �����}�u�‰�o���š�������u���v�Ç���Z�]�P�Z�r
�o���À���o�����}�µ�Œ�•���•�U���]�v���o�µ���]�v�P���}�v�����Æ�}�Ÿ�������v�]�u���o�����]�•�����•�����}�v���W�o�µ�u���/�•�o���v�����~�h�^���•�X���,�� �����o�•�}���.�v�]�•�Z�������š�Z�� �&�����µ�o�š�Ç���}�(���/�v�š���Œ�v���Ÿ�}�v���o��
�D���v���P���u���v�š�X�����Œ���W�o���À�•�]�����Á���•�����u�‰�o�}�Ç���������Ç���D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ�����}�(���^���Œ���]���U�����•�������,������ ���}�(�����v�]�u���o���,�����o�š�Z���]�v���^���Œ���]���v��
�s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����µ�š�Z�}�Œ�]�š�Ç���(�}�Œ���í�ñ���Ç�����Œ�•�U���Á�]�š�Z���•�]�P�v�]�.�����v�š�����Æ�‰���Œ�]���v�������]�v�����}�u�����Ÿ�v�P���}�(���d�����•���]�v���Œ�����o���Ÿ�u���X�������(�}�Œ�����i�}�]�v�]�v�P���š�Z�����t�}�Œ�o����
�K�Œ�P���v�]�Ì���Ÿ�}�v���(�}�Œ�����v�]�u���o���,�����o�š�Z���]�v���E�}�À���u�����Œ���î�ì�í�ô�U���Z�����Á���• �K�/���������o���P���š�� �}�(���^���Œ���]�����(�}�Œ���ð�X�ñ���Ç�����Œ�•�X���,�]�•���Á�]���������Æ�‰���Œ�]���v������
���v���}�u�‰���•�•���•�����Œ�����•���•�µ���Z�����•�����}�v�š�Œ�}�o���}�(�����v�]�u���o�����]�•�����•���•�����v�����Ì�}�}�v�}�•���•���~�v���u���o�Ç�W �>�µ�u�‰�Ç���^�l�]�v�����]�•�����•���U �Z�����]���•�U���,�W���/�U���t���•�š��
�E�]�o�����&���À���Œ�U�����o���•�•�]�����o�����v�������(�Œ�]�����v���^�Á�]�v�����&���À���Œ�U���&�D���U�����Œ�µ�����o�o�}�•�]�•�•�U�������À���o�}�‰�u���v�š���}�(���À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���o���P�]�•�o���Ÿ�À���U�����}�v�Ÿ�v�P���v���Ç��
�‰�o���v�v�]�v�P�U���‰���v�����u�]�����‰�Œ���‰���Œ�����v���•�•�U�����v���������À���o�}�‰�u���v�š���}�(�����}�u�‰�o���Æ���]�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v���•�Ç�•�š���u�•�X�����µ���]�u�]�Œ���]�•�������‰���Œ�u���v���v�š���u���u�����Œ��
�}�(���š�Z�����^���Œ���]���v �s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�������������u�Ç�X �,�� ���]�•�����o�•�}���•���]���v�Ÿ�•�š�U���Á�]�š�Z�������•�š���š�µ�•���}�( �Z���•�����Œ���Z�����•�•�}���]���š�� ���v�����‰�µ���o�]�•�Z�������u�}�Œ�����š�Z���v��
�í�î�ì�����Œ�Ÿ���o���•�X�����µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç�U���Z�����]�•�����}�u�u�]�©�������š�}���š�Z�������}�}�Œ���]�v���Ÿ�}�v���}�(���t�K���, �������Ÿ�À�]�Ÿ���•���]�v�����µ�Œ�}�‰���U���‰���Œ�Ÿ���µ�o���Œ�o�Ç�U���Á�]�š�Z �'�&�r
�d�����• �‰���Œ�š�v���Œ�•�����•�������^�����Œ���š���Œ�]���š���}�(���Z�^�����(�}�Œ�����µ�Œ�}�‰���U�����v�����Y�µ�����Œ�]�‰���Œ�Ÿ�š�����‰���Œ�š�v���Œ�•�U�����•�������Ÿ�À�����u���u�����Œ���}�( ���Æ�����µ�Ÿ�À�����>���À���o �}�(��
�š�Z�����Z���P�]�}�v���o���K�v�����,�����o�š�Z���D�����Z���v�]�•�u���(�}�Œ�����µ�Œ�}�‰���X 
 

���Z���o�o���v�P���•���š�}���‰�Œ���À���v�š�����v�������}�v�š�Œ�}�o�����u���Œ�P�]�v�P�����v�����Œ���r���u���Œ�P�]�v�P�����v�]�u���o�����]�•�����•���•�����v�����Ì�}�}�v�}�•���•��
�]�v�����µ�Œ�}�‰���W���‰���Œ�•�‰�����Ÿ�À�����}�(���t�}�Œ�o�����K�Œ�P���v�]�Ì���Ÿ�}�v���(�}�Œ�����v�]�u���o���,�����o�š�Z 
 
���À���v���š�Z�}�µ�P�Z���š�Z���Œ�����]�•���}�µ�š�•�š���v���]�v�P���‰�Œ�}�P�Œ���•�•���]�v���u�����]���]�v���U���•���À���Œ���o���Z�����o�š�Z���š�Z�Œ�����š�•���Œ���u���]�v�U���]�v���o�µ���]�v�P�����u���Œ�P�]�v�P���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•�U��
���]�}���]�À���Œ�•�]�š�Ç���o�}�•�•�����v�������o�]�u���š�������Z���v�P�����Á�]�š�Z�������u���P�]�v�P���}�µ�š���}�u���•�X���D�}�•�š���}�(���š�Z���•�������Z���o�o���v�P���•���Œ���•�µ�o�š���(�Œ�}�u�����}�u�‰�o���Æ���Z�µ�u���v�U�����v�]�u���o��
���v�������v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���o���Z�����o�š�Z���]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�•�X�����µ�Œ�]�v�P���š�Z�����o���•�š���ð�ì���Ç�����Œ�•�U���š�Z���Œ�����Z���À�����������v���•�]�Æ���‰���v�����u�]���•�U�����o�o���}�(���Á�Z�]���Z���Z���À�����}�Œ�]�P�]�v���š������
�(�Œ�}�u���š�Z�����•�‰�]�o�o�}�À���Œ���}�(���Ì�}�}�v�}�Ÿ�������]�•�����•���•�U���u���]�v�o�Ç���(�Œ�}�u���Á�]�o���o�]�(���X���Z�]�•�l�•���}�(�����u���Œ�P�]�v�P���‰���v�����u�]�����š�Z�Œ�����š�•���µ�v�����Œ�o�]�v�����š�Z�����À���o�]���]�š�Ç���}�(���š�Z����
�K�v�����,�����o�š�Z�����}�v�����‰�š���]�v���µ�v�����Œ�•�š���v���]�v�P�����v�������v���}�µ�v�š���Œ�]�v�P���P�o�}�����o���Z�����o�š�Z���Œ�]�•�l�•�X���d�Z�]�•�����‰�‰�Œ�}�����Z���]�•�����Œ�]�Ÿ�����o���(�}�Œ�����}�v�š�Œ�}�o�o�]�v�P���‰�Œ�]�}�Œ�]�š�Ç��
�Ì�}�}�v�}�Ÿ���� ���]�•�����•���•�� �•�µ���Z�� ���•�� �Œ�����]���•�U�� �,�W���/�U�� ���v���� �u���v�Ç�� �}�š�Z���Œ�•�X�� �^�Ÿ�o�o�U�� �]�š�•�� �u�µ�o�Ÿ���]�•���]�‰�o�]�v���Œ�Ç�� �v���š�µ�Œ���� �]�•�� ���Œ�µ���]���o�� �(�}�Œ�� �‰�Œ���À���v�Ÿ�v�P�� ���v�]�u���o��
���]�•�����•���•�U���•�µ���Z�����•�����^�&�U���&�D���U���W�W�Z�U�����v�����}�š�Z���Œ�����Œ�}�•�•�r���µ�«�v�P���]�•�•�µ���•�U���•�µ���Z�����•�����v�Ÿ�u�]���Œ�}���]���o���Œ���•�]�•�š���v�����U���(�}�}�����•���(���š�Ç�U�����v�����Z�����o�š�Z�����Œ����
�]�v�(�Œ���•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���X�����Œ�]�À���Œ�•���(�}�Œ���]�v���Œ�����•�]�v�P���Z�����o�š�Z���Œ�]�•�l�•�U���•�µ���Z�����•�����o�]�u���š�������v�����o���v�����µ�•�������Z���v�P���•�U�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���o���‰�Œ�����Ÿ�����•�U���P�o�}�����o�]�•���Ÿ�}�v�U��
���v���� �Á�]�o���o�]�(���� �š�Œ�������U�� �‰�Œ�}�À�]������ �u�µ�o�Ÿ�‰�o���� �}�‰�‰�}�Œ�š�µ�v�]�Ÿ���•�� �(�}�Œ�� �‰���š�Z�}�P���v�•�� �š�}�� ���À�}�o�À���� �]�v�š�}�� �v���Á�� �(�}�Œ�u�•�U�� �u���l�]�v�P�� �•�‰�]�o�o�}�À���Œ�� ���À���v�š�•�� �(�Œ�}�u��
���v�]�u���o�•���š�}���Z�µ�u���v�•�����v�����À�]�������À���Œ�•�����u�}�Œ�����(�Œ���‹�µ���v�š�����v�����]�v�š���v�•���U�����v�����š�}���Œ�������Z���}�š�Z���Œ���Œ���P�]�}�v�•�X���d�Z���Œ���(�}�Œ���U���o�]�À���•�š�}���l�����v�]�u���o�•�����v����
�Á�]�o���o�]�(�����•�Z�}�µ�o�����������Z���v���o�������Á�]�š�Z�����©���v�Ÿ�}�v�����v���������Œ�������Ç���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���^���Œ�À�]�����•�U���Á�]�o���o�]�(�������µ�š�Z�}�Œ�]�Ÿ���•�����v�����Œ���•�����Œ���Z���Œ�•�����v�����������‹�µ���š���o�Ç��
���}�À���Œ�������Á�]�š�Z�����]�•�����•�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������‰�Œ�}�P�Œ���u�u���•�X 
�D���v���P�]�v�P���š�Z���•�����P�o�}�����o���Z�����o�š�Z���Œ�]�•�l�•���Œ���‹�µ�]�Œ���•���š�Z�������}�}�‰���Œ���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�������v�]�u���o�U���Z�µ�u���v�U���‰�o���v�š�����v�������v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���o���Z�����o�š�Z���•�����š�}�Œ�•�X��
�t�Z�]�o�����•�Z���‰�]�v�P���Z�����o�š�Z���‰�}�o�]���Ç���(�Œ���u���Á�}�Œ�l�•�U���‰�}�o�]�Ÿ�����o�������š�}�Œ�•���•�Z�}�µ�o�����]�u�‰�o���u���v�š���š�Z�����t�Z�}�o�����}�(���^�}���]���š�Ç�����‰�‰�Œ�}�����Z�U���u�}�À�]�v�P�������Ç�}�v����
�‰�}�Œ�ž�}�o�]�}�� ���}�µ�v�����Œ�]���•�� �}�(�� �]�v���]�À�]���µ���o�� �Z�����o�š�Z�� �•���Œ�À�]�����•�� �š�}�Á���Œ���•�� ���]�Œ�����š�� ���}�o�o�����}�Œ���Ÿ�}�v�� �����š�Á�����v�� ���µ�š�Z�}�Œ�]�Ÿ���•�� �Á�Z�]�o���� ���v�P���P�]�v�P��
�]�v�š���Œ�P�}�À���Œ�v�u���v�š���o���}�Œ�P���v�]�•���Ÿ�}�v�•�U�������������u�]���U�����}�u�u�µ�v�]�Ÿ���•�U���Œ���o�]�P�]�}�µ�•���]�v�•�Ÿ�š�µ�Ÿ�}�v�•�U�����]�À�]�o���•�}���]���š�Ç�U���u�����]���U���À�}�o�µ�v�š���Œ�Ç�����•�•�}���]���Ÿ�}�v�•��
���v�����š�Z�����‰�Œ�]�À���š�����•�����š�}�Œ�X 
�d�Z���� �t�}�Œ�o���� �K�Œ�P���v�]�•���Ÿ�}�v���(�}�Œ�����v�]�u���o�� �,�����o�š�Z���~�t�K���,�U�� �(�}�µ�v�������� ���•�� �K�/���•�� ���Œ�]�v�P�•�� �]�š�•�� ���v�]�u���o�� �Z�����o�š�Z�� ���v���� �Á���o�(���Œ���� ���Æ�‰���Œ�Ÿ�•���� �š�}�� �š�Z����
�u�µ�o�Ÿ�•�����š�}�Œ���o�� �‰���Œ�š�v���Œ�•�Z�]�‰�•�U�� �‰�Œ�}�À�]�����•�� �P�o�}�����o�� �����Œ�o�Ç�� �Á���Œ�v�]�v�P�� �]�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v�U�� ���v���� ���•�•�]�•�š�•�� �D���u�����Œ�•�� �]�v�� �����À���o�}�‰�]�v�P�� �v���Ÿ�}�v���o��
���u���Œ�P���v���Ç���u���v���P���u���v�š�������‰�����]�š�Ç���Á�]�š�Z�����Œ�}�•�•�r���}�Œ�����Œ�����}�o�o�����}�Œ���Ÿ�À�����‰�Z�]�o�}�•�}�‰�Z�Ç�X���t�������]�u���š�}�������À���o�}�‰���P�o�}�����o���•�š�Œ���š���P�]���•���š�}���š�����l�o����
�u���i�}�Œ�����]�•�����•���•���}�Œ�����Œ�}�������Œ���Z�����o�š�Z���š�Z�Œ�����š�•���]�v�����}�o�o�����}�Œ���Ÿ�}�v���Á�]�š�Z���}�š�Z���Œ���Z�����o�š�Z���}�Œ�P���v�]�•���Ÿ�}�v�•�����v�����v���Ÿ�}�v���o���À���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����µ�š�Z�}�Œ�]�Ÿ���•�X��
�d�Z���� �u���v���P���u���v�š�� �}�(�� ���v�]�u���o�� �Z�����o�š�Z�� ���u���Œ�P���v���]���•�� �Œ���u���]�v�•�� ���� ���}�Œ���� �(�µ�v���Ÿ�}�v�� �}�(�� ���o�o�� �P�}�À���Œ�v�u���v�š�•�U�� �‰���Œ�Ÿ���µ�o���Œ�o�Ç�� �Á�]�š�Z�� �š�Z����
�o�]�����Œ���o�]�•���Ÿ�}�v���}�(���Á�}�Œ�o�����š�Œ�������X���d�Z���Œ���(�}�Œ���U���]�š���]�•���}�(�����Œ�]�Ÿ�����o���]�u�‰�}�Œ�š���v�������š�}�����v�•�µ�Œ�����•�µ�•�š���]�v�����o���������‰�����]�š�Ç�����µ�]�o���]�v�P���}�(���v���Ÿ�}�v���o���Z�����o�š�Z��
�•���Œ�À�]�����•�U���(�Œ�}�u���š�Z�����(���Œ�u���o���À���o���š�}���š�Z�����.�v���o���‰�Œ�}�����•�•�������‰�Œ�}���µ���š�U�������À���o�}�‰�]�v�P�����v�����]�u�‰�o���u���v�Ÿ�v�P���}�(�����v�]�u���o���Z�����o�š�Z���‰�}�o�]���]���•���]�v���o�]�v����
�Á�]�š�Z�� �]�v�š���Œ�v���Ÿ�}�v���o�� �•�š���v�����Œ���•�� �(�}�Œ�� ���]�•�����•���� �‰�Œ���À���v�Ÿ�}�v�U�� �‰�Œ���‰���Œ�����v���•�•�U�� �Œ���•�‰�}�v�•���� ���v���� �Œ�����}�À���Œ�Ç�U�� �]�v�� ���o�}�•���� ���}�o�o�����}�Œ���Ÿ�}�v�� �Á�]�š�Z��
�v���Ÿ�}�v���o�����v�����Œ���P�]�}�v���o���•�š���l���Z�}�o�����Œ�•�X 

�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���u�µ�o�Ÿ�•�����š�}�Œ���o�����}�o�o�����}�Œ���Ÿ�}�v�U�����]�•�����•�����‰�Œ���À���v�Ÿ�}�v�U���Œ���•�‰�}�v�•�� 
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���Œ�����o���]�Œ�����'�µ�]�v���š���}���š���]�v�������Z���Œ�����}���š�}�Œ���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���������P�Œ�������(�Œ�}�u���š�Z�����E���Ÿ�}�v���o���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���^���Z�}�}�o���}�(���d�}�µ�o�}�µ�•����
�~���E�s�d�•���]�v���î�ì�í�î�X���^�µ���•���‹�µ���v�š�o�Ç�U���•�Z�������}�u�‰�o���š�����������D���•�š���Œ���}�(���^���]���v�������]�v�����v�]�u���o���,�����o�š�Z�����v�������‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�����š���š�Z�����&�Œ���v���Z��
���P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���o�� �Z���•�����Œ���Z�� �����v�š�Œ���� �(�}�Œ�� �/�v�š���Œ�v���Ÿ�}�v���o�� �����À���o�}�‰�u���v�š�� �~���/�Z�����•�X���/�v�� �î�ì�í�ò�U�� �•�Z���� �Œ�������]�À�������Z���Œ�� �W�Z���� �]�v���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç��
���‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç���(�Œ�}�u���š�Z���� �Z�}�Ç���o�� �s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�� ���}�o�o���P���� �~�Z�s���•�� ���v���� �d�Z���� �W�]�Œ���Œ�]�P�Z�š�� �/�v�•�Ÿ�š�µ�š���X�� ���L���Œ�����}�u�‰�o���Ÿ�v�P���Z���Œ�� �W�Z���U�� ���o���]�Œ����
���}�u�‰�o���š�����������(�}�µ�Œ�r�Ç�����Œ���‰�}�•�š���}���š�}�Œ���o���(���o�o�}�Á�•�Z�]�‰�����š�����E�s�d�X���/�v���î�ì�î�ì�U���•�Z�����i�}�]�v���������d�,���•�º�Œ�]���Z�����•�������D���Œ�]���r���µ�Œ�]�����/�v���]�À�]���µ���o���W�}�•�š�r
���}���š�}�Œ���o���Z���•�����Œ���Z���&���o�o�}�Á�X���d�}�����Ç�U�����Œ�����o���]�Œ�����'�µ�]�v���š���•���Œ�À���•�����•�������Z���•�����Œ���Z���^���]���v�Ÿ�•�š�����š���š�Z�����E���Ÿ�}�v���o���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����(�}�Œ��
���P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���U�� �&�}�}���� ���v���� ���v�À�]�Œ�}�v�u���v�š�� �~�/�E�Z�����•�� �]�v���&�Œ���v�����X�� �^�Z���� �]�•�� ���o�•�}�� �u���u�����Œ�� �}�(�� �š�Z���� �•���]���v�Ÿ�.���� ���Æ�‰���Œ�Ÿ�•���� ���}�u�u�]�©������ �}�v��
���v�]�u���o���,�����š�Z�����v�����t���o�(���Œ�������š���š�Z�����&�Œ���v���Z�����P���v���Ç���(�}�Œ���&�}�}���U�����v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���o�����v�����K�����µ�‰���Ÿ�}�v���o���,�����o�š�Z���^���(���š�Ç���~���v�•���•�•�����v����
�Z���•�� �‰���Œ�Ÿ���]�‰���š������ �]�v���•���À���Œ���o���Á�}�Œ�l�]�v�P�� �P�Œ�}�µ�‰�•�� �}�v�� ���(�Œ�]�����v�� �•�Á�]�v���� �(���À���Œ�� �(�}�Œ�� �š�Z���� ���µ�Œ�}�‰�����v�� �&�}�}���� �^���(���š�Ç�� ���µ�š�Z�}�Œ�]�š�Ç�� �~���&�^���•�X��
���µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç�U�� �•�Z���� �]�•�� �u���u�����Œ�� �}�(�� �š�Z���� �Á�}�Œ�l�]�v�P�� �P�Œ�}�µ�‰���}�v�� ���À�]���v�� �]�v�G�µ���v�Ì���� ���v���� �À�������]�v���Ÿ�}�v�X�����o���]�Œ���[�•�� �Œ���•�����Œ���Z���]�v�š���Œ���•�š�•�� ���Œ����
�����v�š���Œ������ �}�v�� �]�v�À���•�Ÿ�P���Ÿ�v�P�� �š�Z���� �š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v�� ���Ç�v���u�]���•�� �}�(�� �Ì�}�}�v�}�Ÿ���� ���v���� ���v�]�u���o�� �]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�� ���]�•�����•���•�U���Á�]�š�Z�� �š�Z�������]�u�� �}�(��
�]�u�‰�Œ�}�À�]�v�P���}�µ�Œ�������]�o�]�š�Ç���š�}���‰�Œ�����]���š�����v�������}�v�š�Œ�}�o���(�µ�š�µ�Œ�����}�µ�š���Œ�����l�•�X���,���Œ���Á�}�Œ�l���]�v�š���P�Œ���š���•���‰���š�Z�}�P���v���P���v�}�u�����•���‹�µ���v�����•�����v����
�����•���� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ �����š���� �š�}�� �Œ�����}�v�•�š�Œ�µ���š�� ���‰�]�����u�]���•�����v���������š���Œ�u�]�v���� �š�Z���������š���Œ�u�]�v���v�š�•�� �}�(�����]�•�����•�����•�‰�Œ�������X�� �,���Œ���Œ���•�����Œ���Z�� �]�•��
�Z�]�P�Z�o�Ç���]�v�š���Œ�r���]�•���]�‰�o�]�v���Œ�Ç�U�����u�‰�o�}�Ç�]�v�P������ ���}�u���]�v���Ÿ�}�v�� �}�(�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�U�� ���]�•�����•���� �u�}�����o�o�]�v�P�U�� �‰�Z�Ç�o�}���Ç�v���u�]���•�� ���v���� �����}�o�}�P�Ç�X��
���µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç�U���•�Z�����]�•���]�v�À�}�o�À�������]�v���‰�Œ�}�i�����š�•���š�Z���š���(�}���µ�•���}�v�����À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì���U�����(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ�U���‰���•�š���������•���‰���Ÿ�š�•���Œ�µ�u�]�v���v�š�•�U�����v����
�Z���‰���Ÿ�Ÿ�•�������À�]�Œ�µ�•�X 
 

�d�Z�����v���Á�����Œ�����}�(���‰�Z�Ç�o�}���Ç�v���u�]���•�W���t�Z���š���‰���š�Z�}�P���v���P���v�}�u���•�������v���š���o�o���µ�•�������}�µ�š�����‰�]�����u�]�����•�‰�Œ�������M 
Infectious diseases represent a major burden for global economies and public and animal health. Until now, the 
quantification of the spread of infectious diseases to inform the development of control strategies has traditionally 
relied on epidemiological data collected during outbreaks. To do this, mathematical models are fitted to 
epidemiological data (number, date, and location of infected animals or livestock buildings) collected during outbreaks 
to estimate key transmission parameters, such as the basic reproduction number (R0, the expected number of 
secondary infections generated by an infected epidemiological unit in a completely susceptible population).  
Although epidemiological data is of crucial importance for quantifying transmission parameters during outbreaks, 
pathogen genetic data constitutes another extremely valuable source of information. The increasing accessibility of 
pathogen genetic data has recently led to extensions in the field of phylogenetics, called phylodynamic approaches, 
which also allow for this objective to be achieved. 
Using genetic sequences from pathogens circulating during an epidemic, phylodynamic approaches allow to infer past 
transmission events that were not observed using epidemiological data alone. Thus, phylodynamics allow for a greater 
understanding of the spread of infections, estimation of epidemiological and clinical parameters, and identification of 
factors influencing the risk of infection. It can provide key information to support policy-making in public and animal 
health.  
We present here examples where phylodynamic approaches have recently been successfully applied to a range of 
threats to animal and public health. In particular, we provide examples in which these approaches have been relevant 
to inform on the number of unreported infections, to reconstruct unobserved infections prior to the first officially 
reported infection, and to distinguish local transmission events vs. importations, which is more difficult with traditional 
epidemiological methods. Phylodynamics can be used as complement to epidemiological studies. 

�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���‰�Z�Ç�o�}���Ç�v���u�]���•�U�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�U�����v�]�u���o���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•�U���š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v�����v�������À�}�o�µ�Ÿ�}�v�U�����v�]�u���o���Z�����o�š�Z 
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���Œ�����Œ�Ç�}�v�Ç���:�}�v���•���]�•�����µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç�������>�����������v���o�Ç�Ÿ�����o�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�•�š�����š���š�Z�� ���v�]�u���o�����v�����W�o���v�š���,�����o�š�Z�����P���v���Ç�U�������‰���Œ�š�u���v�š���(�}�Œ��
���v�À�]�Œ�}�v�u���v�š�U���&�}�}�������v�����Z�µ�Œ���o�����+���]�Œ�•�U���h�<�X���^�Z�����}���š���]�v�������Z���Œ�������P�Œ�������]�v���À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���•���]���v���������š�����Œ�]�•�š�}�o���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���h�<�U�����v����
�Á�}�Œ�l�������]�v���‰�Œ�]�À���š�����À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���‰�Œ�����Ÿ�������(�}�Œ�������(���Á���Ç�����Œ�•�X�����L���Œ�����}�u�‰�o���Ÿ�v�P�����v���D�^�����]�v���d�Œ�}�‰�]�����o���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�������š��
�����]�v���µ�Œ�P�Z���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���•�Z�����Á�}�Œ�l���������•�������P�}�À���Œ�v�u���v�š���À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���}�8�����Œ���]�v�� �š�Z���� �Z���‰�µ���o�]���� �}�(�� �<�]�Œ�]�����Ÿ�U�� ���v���� �š�Z���v�� �u�}�À������ �š�}��
�^�}�µ�š�Z���^�µ�����v���Á�Z���Œ�����•�Z�����u���v���P���������}�u�u�µ�v�]�š�Ç�r�����•���������v�]�u���o���Z�����o�š�Z���‰�Œ�}�P�Œ���u�u���•���(�}�Œ���h�v�]�����(�����v�����E�'�K�•�U�����v�����š�Z���v���o�������š�Z����
�^�}�µ�š�Z�� �^�µ�����v���Œ�]�v�����Œ�‰���•�š�����Œ�����]�����Ÿ�}�v���‰�Œ�}�P�Œ���u�u�����š�}�� �]�š�•�� �•�µ�������•�•�(�µ�o�� ���}�v���o�µ�•�]�}�v�X���^�Z���� �š�Z���v�� �•�‰���v�š�� �š�Á�}�� �Ç�����Œ�•�� �Á�]�š�Z�� �/�>�Z�/��
�~�/�v�š���Œ�v���Ÿ�}�v���o���>�]�À���•�š�}���l���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���•���]�v���E���]�Œ�}���]�U���<���v�Ç���U�����µ�]�o���]�v�P���.���o�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����������‰�����]�š�Ç���(�}�Œ���Z�]�P�Z�o�Ç�r�‰���š�Z�}�P���v�]����
���À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì�����]�v�������•�š�����(�Œ�]���������v�������P�Ç�‰�š�X���Z���š�µ�Œ�v�]�v�P���š�}���š�Z�����h�<�U���•�Z�������}�u�‰�o���š���������v���D�^�����]�v���s���š�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�����v�����i�}�]�v�������š�Z����
�Z�}�Ç���o���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����}�o�o���P�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�U�������}�v�}�u�]���•�����v�����W�µ���o�]�����,�����o�š�Z���'�Œ�}�µ�‰�U���]�v�]�Ÿ���o�o�Ç�����•�������Z���•�����Œ���Z�����•�•�]�•�š���v�š��
�Á�Z�]�o�������}�]�v�P�������‰���Œ�š�r�Ÿ�u�����W�Z���U�����v�����š�Z���v�����•�������‰�}�•�š�r���}���š�}�Œ���o���Œ���•�����Œ���Z���Œ�����v�����Œ���•�����Œ���Z���(���o�o�}�Á�X���,���Œ���W�Z�����Œ���•�����Œ���Z���Á���•�������u�]�Æ������
�u���š�Z�}���•���•�š�µ���Ç���}�v���•�u���o�o���Œ�µ�u�]�v���v�š���‰�Œ�}���µ���Ÿ�}�v�U���u���Œ�l���Ÿ�v�P�U�����v�����Z�����o�š�Z���]�v���š�Z�������(���Œ���Z���P�]�}�v���}�(�����š�Z�]�}�‰�]���U���(�}�o�o�}�Á���������Ç���‰�}�•�š�r
���}���š�}�Œ���o�� �•�š�µ���]���•�� �(�}���µ�•�•�]�v�P�� �}�v�� �š�Z���� ���‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�� �}�(���‰���•�š���������•�� �‰���Ÿ�š�•�� �Œ�µ�u�]�v���v�š�•�� �~�W�W�Z�•���]�v�� �o�]�À���•�š�}���l�� ���v���� �Á�]�o���o�]�(���� �]�v�������•�š��
���(�Œ�]�����X���/�v���î�ì�î�í���•�Z�����i�}�]�v�������š�Z���������‰���Œ�š�u���v�š���}�(�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�����o���^���]���v�����•�����š���š�Z�������v�]�u���o�����v�����W�o���v�š���,�����o�š�Z�����P���v���Ç�U���Á�Z���Œ����
�•�Z�����u���]�v�o�Ç���Á�}�Œ�l�•���}�v���š�Z���� �����•�]�P�v�����v���� ���v���o�Ç�•�]�•���}�(�� ���‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�����o���•�š�µ���]���•�U�����v���� ���À���o�µ���Ÿ�}�v���}�(�����]�•�����•���� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����X���^�Z����
�u���]�v�š���]�v�•�����v���]�v�š���Œ���•�š���]�v���W�W�Z�����v�����]�•�����µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç�����Z���]�Œ���}�(���š�Z�����W�W�Z���'�o�}�����o���Z���•�����Œ���Z�����v�������Æ�‰���Œ�Ÿ�•�����E���š�Á�}�Œ�l�X 

 
 
�W���•�š���������•���‰���Ÿ�š�•���Œ�µ�u�]�v���v�š�•���t���‰�Œ�}�•�‰�����š�•���(�}�Œ�����Œ�����]�����Ÿ�}�v 

Peste des petits ruminants virus (PPRV) causes disease in goats and sheep in Africa, the Middle East and Asia, with a 
severe impact on livelihoods and livestock trade. It is closely related to rinderpest virus, which was eradicated in 2011, 
and has been targeted for eradication by the World Organisation for Animal Health and the United Nations Food and 
Agriculture Organisation by 2030. The characteristics and factors that made rinderpest eradication possible are shared 
by PPRV, making it feasible to remove one of the major constraints to small ruminant production which would benefit 
many smallholder and pastoralist livestock keepers. A benefit-cost analysis suggested strong economic returns from a 
well-coordinated time-bound global eradication programme. The key components for a successful eradication 
programme include: a good understanding of sheep and goat production systems and prevalent diseases, effective 
surveillance systems and diagnostics to monitor disease occurrence, effectiveness of control measures, and progress 
towards freedom from infection, effective vaccination campaigns that take into account population structure and 
contact networks, and strong coordination and leadership at local, national, regional and global levels. However, 
success is dependent on the availability of adequate resources for coordinated action. Recent research and experiences 
related to disease surveillance, vaccination delivery and the role of other domestic hosts and wild species in PPRV 
epidemiology will be reviewed, and areas for further study will be identified.  
 

�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���‰���•�š���������•���‰���Ÿ�š�•���Œ�µ�u�]�v���v�š�•�U�����Œ�����]�����Ÿ�}�v�U���•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����U���À�������]�v���Ÿ�}�v�U�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç 
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�:���•�v���� �W�Z�K�����E�K�s�r�Z�����h�>�K�s�/���� �P�Œ�����µ���š������ �À���š���Œ�]�v���Œ�Ç�� �u�����]���]�v���� ���š�� �š�Z���� �h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�� �}�(�� �����o�P�Œ�������U�� �^���Œ���]���U�� ���v���� �Z���•�� �W�Z���� �]�v��
�À���š���Œ�]�v���Œ�Ç�� �u�����]���]�v���X�� �&�Œ�}�u�� �š�Z���� �î�ì�ì�ì�� �•�Z���� �Á�}�Œ�l�•�� ���•�� ���v�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�•�š���•�‰�����]���o�]�•�������(�}�Œ���•�Á�]�v�������]�•�����•���•�����š�� �š�Z���� �^���]���v�Ÿ�.����
�s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�� �/�v�•�Ÿ�š�µ�š���� �^�E�}�À�]�� �^�����_�U�� �^���Œ���]���X�� �� �,���Œ�� �u���i�}�Œ�� �Œ���•�����Œ���Z�� �]�v�š���Œ���•�š�•�� ���Œ���� �]�v�� �š�Z���� �.���o���� �}�(�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�����v���� �^�Á�]�v����
���]�•�����•���•�U�� ���•�‰�����]���o�o�Ç�� ���o���•�•�]�����o�� �^�Á�]�v���� �&���À���Œ�U�� ���(�Œ�]�����v�� �•�Á�]�v���� �(���À���Œ�� ���v���� �W�•���µ���}�Œ�����]���•�X�� �^�]�v������ �î�ì�í�õ�� �•�Z���� �]�•�� �^���v�]�}�Œ���Z���•�����Œ���Z��
���•�•�}���]���š�������š���š�Z�����^���]���v�Ÿ�.�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�X 
�Z�©�‰�•�W�l�l�v�]�À�X�v�•�X�����X�Œ�•�l���v�l�š�����u�l�i���•�v���r�‰�Œ�}�����v�}�À�r�Œ�����µ�o�}�À�]���l 
 

���(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���]�v���^���Œ���]���W���o���•�•�}�v�•���o�����Œ�v�������(�Œ�}�u���š�Z�������}�u���•�Ÿ�����‰�]�P�����Ç���o�����]�v���•�u���o�o�Z�}�o�����Œ��
���v�����������l�Ç���Œ�����•�����š�}�Œ���~�î�ì�í�õ�r�î�ì�î�î�• 

African swine fever (ASF) is currently the most important challenge for domestic pig production worldwide. Among 
Western Balkan countries, Serbia suffered its first case of ASF in a backyard holding in 2019. Since then, numerous 
outbreaks in domestic pigs and wild boar have been reported throughout the country. The aim of this research was to 
analyse specific ASF-risks factors in the pig production system identified in the smallholder and backyards sector. The 
most important gaps in biosecurity measures related to the human activities recognised as social and cultural identity 
in Serbia were studied in the period 2019-2022.  
Serbia has the highest pig density of the countries in the Balkan region. However, in percentage terms, about 50% of 
the domestic pig units are located in sector with very low biosecurity measures. Rearing backyard pigs is a very common 
and traditional practice in country rural areas. The main characteristic is existence of breeding animals and practice of 
natural mating in the villages. The mixed backyard systems are common, with different livestock and agricultural 
cropping systems, with a focus on subsistence farming. Another risky activity is related to home-slaughtering practice, 
which present as a cultural and sociological phenomenon. Backyard pig production is oriented on meat production for 
home consumption but also for selling, as additional income. The production of meat specialties is recognised tradition 
in the villages. Finally, outdoor keeping, semi-free range pigs is common practice in some regions. The village 
inhabitants are frequently hunters and hunting activity may potentially create a direct link between domestic and wild 
boars. In Serbia, swill-feeding is forbidden by law.  
Small-scale farming is common in many countries, especially in rural areas of the Balkan region. Backyards are 
considered particularly susceptible to ASF introduction and are of interest in programs for disease prevention and 
control. Farmers, backyard owners still have significant knowledge gaps on ASF and continue to practice various risky 
behaviours that favour disease spread. Traditional, culture-related aspects were found to be very important obstacles 
in disease control.  
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ�U�����}�u���•�Ÿ�����‰�]�P�����Ç���o���U���������l�Ç���Œ���•�U���^���Œ���]�� 

�����l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W �d�Z�]�•���Œ���•�����Œ���Z���Á���•���(�µ�v�����������Ç���D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(���^���]���v�����U���d�����Z�v�}�o�}�P�]�����o�������À���o�}�‰�u���v�š�����v�����/�v�v�}�À���Ÿ�}�v���}�(���Z���‰�µ���o�]�����}�(���^���Œ���]�������Ç���š�Z����
���}�v�š�Œ�����š���E�}�W���ð�ñ�í�r�ì�ï�r�ð�ó�l�î�ì�î�ï�r�ì�í�l�î�ì�ì�ì�ï�í�����v�������Ç���š�Z�����W�Œ�}�À�]�v���]���o���^�����Œ���š���Œ�]���š���(�}�Œ���,�]�P�Z���Œ�������µ�����Ÿ�}�v�����v�����^���]���v�Ÿ�.�����Z���•�����Œ���Z�U�����µ�š�}�v�}�u�}�µ�•���W�Œ�}�À�]�v�������}�(��
�s�}�i�À�}���]�v���U���‰�Œ�}�i�����š���v�µ�u�����Œ���í�ð�î�r�ð�ñ�í�r�ï�í�ó�ì�l�î�ì�î�î�r�ì�í�l�î�X 
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���Œ�����o���•�•�]�}���>�}�Œ�µ�•�•�}���]�•�����µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç�����u�‰�o�}�Ç���������š���š�Z�����/�•��̂r�d���Œ���u�}�����•���‰���Œ�u���v���v�š���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]�����o���K�8�����Œ�X���,�� ���}���š���]�v������
�Z�]�• ���}���š�}�Œ���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�� �����P�Œ���������š���š�Z�����&�����µ�o�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�����}�(���š�Z�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(�������Œ�]�V���v���Æ�š���Z����
�}���š���]�v�������Z�]�• �W�Z���������P�Œ�������}�v���š�Z�����Œ���À���Œ�•�����P���v���Ÿ���•���}�(�������v�]�v�������}�Œ�}�v���À�]�Œ�µ�•�����L���Œ�������š�Á�}�r�Ç�����Œ�•���š�Œ���]�v�]�v�P���‰���Œ�]�}�������š���š�Z�����s�]�Œ�}�o�}�P�Ç��
�h�v�]�š���}�(���š�Z�����&�����µ�o�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�����}�(���h�š�Œ�����Z�š�U���d�Z�����E���š�Z���Œ�o���v���•�X���, �����u�}�À�������š�}���š�Z�����E�������r�h�^�������}�(�����u���•�r�/�}�Á����
�~�h�^���•�����•�������W�}�•�š���� �}�����~�Z���•�����Œ���Z���D�]���Œ�}���]�}�o�}�P�]�•�š�•���}�v���š�Z�������‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�����v�����‰���š�Z�}�P���v���•�]�•���}�(���•�Á�]�v�����]�v�G�µ���v�Ì�����À�]�Œ�µ�•���•��
�]�v���o�µ���]�v�P���š�Z�����‰���v�����u�]�����î�ì�ì�õ���,�í�E�í�X���,�� �����o�•�}���}���š���]�v�������(�Œ�}�u���š�Z�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���d���Œ���u�}���� �‰�}�•�š�r�P�Œ�����µ���š�����•���Z�}�}�o���}�(��
�•�‰�����]���o�]�•���Ÿ�}�v�������P�Œ�������]�v�����v�]�u���o���,�����o�š�Z�X�����µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç�U���Z�����]�•�����©���v���]�v�P���š�Z�������Æ�����µ�Ÿ�À�����D���•�š���Œ���]�v���D���v���P���u���v�š���}�(���,�����o�š�Z�����v����
�^�}���]���o�������Œ�����K�Œ�P���v�]�Ì���Ÿ�}�v�•���~���u�u���•�r�D�]�o���v�•�X���,�]�•���Œ���•�����Œ���Z�������Ÿ�À�]�Ÿ���•�����Œ�����v�}�š���Œ���•�š�Œ�]���š�������š�}�����o�µ���š�}�v�P�µ�������v�����Œ���o���š������
�}�Œ���]�À�]�Œ�µ�•���•�����µ�š���š�Z���Ç�����o�•�}���]�v���o�µ�������u�}�Œ���]�o�o�]�À�]�Œ�µ�•���•�U���G���À�]�À�]�Œ�µ�•���•�U�����v�������}�Œ�}�v���À�]�Œ�µ�•���•�X�������‰�µ�š�Ç�����]�Œ�����š�}�Œ���}�(���š�Z�����&���K���Z���(���Œ���v������
�>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ���Ì�}�}�v�}�Ÿ�������}�Œ�}�v���À�]�Œ�µ�•���•�X�����Œ�����•���}�(���]�v�š���Œ���•�š�W���À�]�Œ�µ�•�����]�•���}�À���Œ�Ç�����v�������Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v�V���À�]�Œ�µ�•�����À�}�o�µ�Ÿ�}�v�U���v���Æ�š��
�P���v���Œ���Ÿ�}�v���•���‹�µ���v���]�v�P�V���P���v�}�u���������]�Ÿ�v�P���À�]�����Œ���À���Œ�•�����P���v���Ÿ���•���}�(���Z�E�����À�]�Œ�µ�•���•�����v�����‰���š�Z�}�P���v���•�]�•���•�š�µ���]���•���]�v�����v�]�u���o���u�}�����o�•��
�}�(���}�Œ���]�À�]�Œ�µ�•���•�U���G���À�]�À�]�Œ�µ�•���•�U�����}�Œ�}�v���À�]�Œ�µ�•���•�U���u�}�Œ���]�o�o�]�À�]�Œ�µ�•���•�V���Ì�}�}�v�}�•���•�U���‰�µ���o�]�����Z�����o�š�Z�V�����]���P�v�}�•�]�•���}�(���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•���À�]����
�]�v�v�}�À���Ÿ�À�����u�}�o�����µ�o���Œ���u���š�Z�}���•�V���}�v�����Z�����o�š�Z�U���À�]�Œ�µ�•�����u���Œ�P���v�����X 
 

���‰�]�Ì�}�}�Ÿ�����Z���u�}�Œ�Œ�Z���P�]�������]�•�����•�����À�]�Œ�µ�•�W�������v���Á�����Z���o�o���v�P�����(�}�Œ�����µ�Œ�}�‰���M  

The World Organisation for Animal Health (WOAH) lists epizootic hemorrhagic disease (EHD) as a disease of wild and 
domestic ruminants caused by EHD virus (EHDV). EHDV is related to bluetongue virus (BTV), the etiologic agent of the 
bluetongue disease of ruminants. Both viruses belong to the genus Orbivirus and circulate in multiple serotypes. Their 
viral genomes consist of 10 segments (S1�tS10) of double-strand RNA; the structural outer capsid protein (coded by S2) 
determines serotype specificity. Both viruses cause similar clinical signs in cattle and are transmitted by Culicoides spp. 
biting midges. BT primarily affects sheep and in recent decades has been described multiple times in the European 
Union (EU), causing devastating repercussions on animal trade. Most European BT outbreaks had a direct origin in 
North Africa because of wind-driven dissemination of BTV-infected midges from this region.  At the end of October and 
beginning of November 2022, respiratory distress, fever, erosions of the muzzle and oral mucosa, and drooling were 
reported in cattle farms in the south-western part of Sardinia and western Sicily. All animals were positive for EHDV 
RNA. The outbreak was reported to �/�š���o�Ç�[�• Ministry of Health, which in turn notified WOAH and the European 
Commission, which imposed animal movement restrictions within a 150-km radius of the outbreak sites. On November 
18, 2022, EHD was also reported in Andalusia regions of Spain, in the cities of Cadiz and Seville. WGS demonstrated 
that the Sardinian and Sicilian EHDV-8 strains shares high nucleotide sequence identity (>99.9%) with multiple EHDV-
8 TUN 2021 strains sequenced so far. Predicting future scenarios for the EU cattle production system is difficult, but 
EHD will probably pose new challenges to EU veterinary authorities. The lessons learned with BT should be a reference 
for choosing proper control and prevention strategies for EHD. Overall, these events further emphasize the importance 
for countries of Europe of having robust collaborations with authorities in North Africa on public and animal health. 
The prompt detection of EHDV-8 in Sardinia and Sicily is the most recent example of the benefits that such relationships 
could yield. This collaboration proved crucial; it led to development of a specific and accurate molecular test for 
detecting EHDV-8, given that knowledge of the genome constellation and the genomic relatedness of EHDV-8 with 
extant EHDV serotypes had already been achieved. Vaccine development needs to be boosted because vaccination is 
the only strategy to reduce virus circulation and prevent direct and indirect economic losses. In the keynote lecture, 
the most recent updates upon all aspects of EHDV-8 pathobiology are discussed.  
 

�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����,���s�r�ô�U�������©�o���U�����µ�Œ�}�‰���U���Œ���•�š�Œ�]���Ÿ�}�v�• 
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�Z�}�Á�o���v�����<���}���]�•�������u���š�Z���u���Ÿ�����o�����]�}�o�}�P�]�•�š���Á�Z�}���•�š�µ���]���•���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•�������Ç�v���u�]���•�U���u���]�v�o�Ç���Á�]�š�Z���Œ���•�‰�����š���š�}���š�Z�����Œ�}�o�����}�(��
�����u�}�P�Œ���‰�Z�Ç���]�v���š�Z�����•�‰�Œ�����������v�����‰���Œ�•�]�•�š���v�������}�(���o�]�À���•�š�}���l�����]�•�����•���•�U���•�µ���Z�����•���(�}�}�š�r���v���r�u�}�µ�š�Z�����]�•�����•���U�����}�À�]�v�����š�µ�����Œ���µ�o�}�•�]�•�U��
�•���Œ���‰�]���U�����^�������v�������À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì�����]�v���‰�}�µ�o�š�Œ�Ç�X���d�Z�]�•���Á�}�Œ�l���]�v���o�µ�����•���š�Z���������À���o�}�‰�u���v�š���}�(���š�Z���}�Œ���Ÿ�����o���u�}�����o�•���}�(�����]�•�����•����
�š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���}�v���•�}���]���o���v���š�Á�}�Œ�l�•�����v�������‰�‰�o�]�����Ÿ�}�v�•���š�}���š�Z�����š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���}�(���o�]�À���•�š�}���l�����]�•�����•���•���µ�•�]�v�P���•�]�u�‰�o�������]�+���Œ���v�Ÿ���o��
���‹�µ���Ÿ�}�v���u�}�����o�•�U�����v���o�Ç�•�]�•���}�(���•�}���]���o���v���š�Á�}�Œ�l�•�U���•�š���Ÿ�•�Ÿ���•�����v�����•�]�u�µ�o���Ÿ�}�v�•�X���/�v���Œ�����•�]�v�P�o�Ç�U���]�š���]�v�À�}�o�À���•���š�Z�����]�v�š���P�Œ���š���������v���o�Ç�•�]�•��
�}�(���P���v���Ÿ�������v�������‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�����o�������š�����š�}�������š���Œ�u�]�v�����š�Z�������Z���Œ�����š���Œ�]�•�Ÿ���•���}�(�����]�•�����•�����}�µ�š���Œ�����l�•�U���Á�]�š�Z�����}�À�]�v�����d�µ�����Œ���µ�o�}�•�]�•��
�����]�v�P�������o�����������Æ���u�‰�o���X�����•���•�µ���Z���]�š���]�v�š���P�Œ���š���•�������Á�]�������À���Œ�]���š�Ç���}�(���š�}�‰�]���•�U���u�}�•�š���]�u�‰�}�Œ�š���v�š�o�Ç���š�Z�������v���o�Ç�•�]�•���}�(���v���š�Á�}�Œ�l�•�U�����µ�š�����o�•�}��
���o���u���v�š�•���}�(���Z�µ�u���v�������Z���À�]�}�µ�Œ�����v�����š�Z�����u���v���P���u���v�š���}�(���o���v�����Œ���•�}�µ�Œ�����•���~�Á�Z�Ç�����}���(���Œ�u���Œ�•���u�}�À�����o�]�À���•�š�}���l���š�Z�����Á���Ç���š�Z���Ç��
���}�U�����v�����Á�Z���š���Á�}�µ�o�����Z���‰�‰���v���]�(���š�Z�������}�v���]�Ÿ�}�v�•���µ�v�����Œ���Á�Z�]���Z���š�Z���Ç���u�}�À�������o�]�À���•�š�}���l�U�����Z���v�P�����•�U���Œ�]�•�l�r�����•�������•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������~�����v��
�Á�����µ�•�����o�]�À���•�š�}���l���u�}�À���u���v�š�•�����v�����}�š�Z���Œ���(�}�Œ�u�•���}�(�����}�v�š�����š���š�}���]�����v�Ÿ�(�Ç���]�v���]�À�]���µ���o���(���Œ�u�•���u�}�•�š�����š���Œ�]�•�l���}�(�����]�•�����•���U�����v���l�}�Œ���}�(��
�š�Œ���v�•�u�]�«�v�P���]�š�•�����v�����‰���Œ���u���š���Œ���]�v�(���Œ���v�������~�(�Œ�}�u���}���•���Œ�À���������]�•�����•���������š���U�������v���Á�������•�Ÿ�u���š�����š�Z�����Œ���o���Ÿ�À�������v���������•�}�o�µ�š����
�]�u�‰�}�Œ�š���v�������}�(�����]�+���Œ���v�š���Œ�}�µ�š���•���}�(�����}�v�š�����š�•�X���&�Œ�}�u���î�ì�î�ì�U���Z�����Z���•���������v���‰���Œ�š���}�(���š�Z�����h�<�[�•�����K�s�/���r�í�õ���Œ���•�‰�}�v�•���U�����•�������u���u�����Œ��
�}�(���^�W�/�r�D���~�š�Z�����^���]���v�Ÿ�.�����W���v�����u�]�����/�v�G�µ���v�Ì�����D�}�����o�o�]�v�P���'�Œ�}�µ�‰�U���‰�Œ�}�À�]���]�v�P���}�‰���Œ���Ÿ�}�v���o�����v�����u�}�Œ�����Œ�������v�š�o�Ç�U���•�š�Œ���š���P�]���������À�]������
�š�}���š�Z�����h�<���P�}�À���Œ�v�u���v�š���}�v�����K�s�/���r�í�õ���‰�Œ���‰���Œ�����v���•�•�•�X�����,�� �����Z���]�Œ�•���š�Z�����h�<���'�}�À���Œ�v�u���v�š�������‰�š�X���}�(���š�Z�������v�À�]�Œ�}�v�u���v�š�U���&�}�}�������v����
�Z�µ�Œ���o�����+���]�Œ�•���~�����(�Œ���•�����Æ�}�Ÿ�������v�������u���Œ�P���v�š�����]�•�����•���•�����}�u�u�]�©�����U�������•�µ�����}�u�u�]�©�������}�(�������(�Œ���[�•���^���]���v�����������À�]�•�}�Œ�Ç�����}�µ�v���]�o�U���}�(��
�Á�Z�]���Z���Z�����]�•�����o�•�}�������u���u�����Œ�X 
 
�D�}�����o�o�]�v�P���]�v���������Z���v�P�]�v�P���t�}�Œ�o���W���������Œ���•�•�]�v�P���š�Z�������Z���o�o���v�P���•���}�(�����u���Œ�P���v�š���/�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•����
�‰�Œ�}���o���u�•���µ�v�����Œ�����o�]�u���š�������Z���v�P�������v�������v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���o���>���v�����D���v���P���u���v�š���������]�•�]�}�v�• 
 
The world is facing simultaneous challenges to address climate change, the reversal of biodiversity loss and maintain 
food security. This will require a conscious, sustained effort to balance land use across these requirements. Many of 
the strategies to address these issues rely on increased connectivity, however such increased connectivity also provides 
opportunities for new pathogens to emerge and for old ones to threaten previously low risk populations. Here, we 
shall outline key aspects of the problem, using models that capture disease transmission risks via livestock movement 
networks, to explore how the intersections of human decision-making, land use change and climate change have the 
potential to exacerbate emergent infectious disease challenges. 
�t�����µ�•�������}�u���]�v���Ÿ�}�v�•���}�(���•�]�u�µ�o���Ÿ�}�v�����v�������v���o�Ç�Ÿ�����o���u�}�����o�•���]�v�������v���š�Á�}�Œ�l�����v���o�Ç�•�]�•���(�Œ���u�]�v�P�U���š�}���]�o�o�µ�•�š�Œ���š�����Z�}�Á�����]�•�����•�����Œ�]�•�l��
�]�v�š���Œ�����š�•���Á�]�š�Z�����Z���v�P���•���]�v���‰���©���Œ�v�•���}�(�����}�v�v�����Ÿ�À�]�š�Ç�X���~�]�•���/�v���š�Z�����.�Œ�•�š�����Æ���u�‰�o���U���Á�����µ�•���������•�]�u�‰�o�������P���v�š�r�����•�������v���š�Á�}�Œ�l���u�}�����o��
�}�(���•�]�u�µ�o���š�������(���Œ�u�•���š�Œ�����]�v�P���o�]�À���•�š�}���l���Á�]�š�Z���������Z���}�š�Z���Œ�X���/�v���š�Z�]�•���u�}�����o���Á�������Æ�‰�o�}�Œ�����š�Z�������]�•�����•�����}�µ�š���}�u���•�����•�•�}���]���š�������Á�]�š�Z������
�•�Ç�•�š���u���Á�Z���Œ�����š�Z���Œ�����]�•�������Z�]�P�Z���Œ���À���o�µ�������•�•�}���]���š�������Á�]�š�Z���u���]�v�š���]�v�]�v�P�������Z�����o�š�Z�Ç���Z���Œ���U�����µ�š���Z�]�P�Z���Œ�����}�•�š�•�����Œ�]�•�����Á�Z���v���o�]�À���•�š�}���l��
�‰�µ�Œ���Z���•������ �(�Œ�}�u�� �Z�����o�š�Z�]���Œ�� �Z���Œ���•�� �����Œ�Œ�Ç�� ���� �‰�Œ���u�]�µ�u�X�� �~�]�]�•�� �]�v�� �š�Z���� �•�����}�v���� ���Æ���u�‰�o���U�� �Á���� �µ�•���� ���� ���}�u���]�v���Ÿ�}�v�� �}�(�� �����š���]�o������
�]�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v�� �}�v�� �(���Œ�u�� ���v���� �Á�]�o���o�]�(���� �o�}�����Ÿ�}�v�•�U�� �o�]�À���•�š�}���l�� �u�}�À���u���v�š�•�U�� ���v���� �������š���Œ�]���o�� �Á�Z�}�o���� �P���v�}�u���� �•���‹�µ���v������ �����š���U�� ���v����
���v���o�Ç�•�����š�Z���•�����À�]�����u�����Z�]�v�����o�����Œ�v�]�v�P�����v���o�Ç�•�]�•�����v�����‰�Z�Ç�o�}���Ç�v���u�]�����u�}�����o�•�X���h�•�]�v�P���š�Z���•�����u�}�����o�•�U���Á�������Æ�‰�o�}�Œ�����š�Z�������Œ�]�À���Œ�•���}�(��
���v�� ���u���Œ�P���v�š�� ���}�À�]�v�����d�µ�����Œ���µ�o�}�•�]�•�� �~�d���•�� �‰�Œ�}���o���u�� �]�v�� �E�}�Œ�š�Z���Œ�v�� ���v�P�o���v���U�� �]�v�� ���v�� ���Œ������ �‰�Œ���À�]�}�µ�•�o�Ç�� ���}�v�•�]�����Œ������ ���š�� �o�}�Á�� �Œ�]�•�l�� �}�(��
�•�µ�•�š���]�v�������d�������]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v�X���&�Œ�}�u�����Æ���u�‰�o�����~�]�•���Á�����•�Z�}�Á���š�Z���š�������•�‰�]�š�����Z���À�]�v�P���v�}���]�v�Z���Œ���v�š�������Z���À�]�}�µ�Œ���o�����]�+���Œ���v�����•���]�v���•�]�u�µ�o���š������
�]�v���]�À�]���µ���o�•�U�� ���]�À���Œ�P���v�š�� ���µ�Ç�]�v�P�� �‰���©���Œ�v�•�� �����v�� ���u���Œ�P���� �•�}�o���o�Ç�� ���µ���� �š�}�� �•�š�}���Z���•�Ÿ���� ���]�+���Œ���v�����•�� �]�v�� ���]�•�����•���� ���Æ�‰���Œ�]���v�����X�� �&�Œ�}�u��
���Æ���u�‰�o�����~�]�]�•���Á�����•�Z�}�Á���š�Z���š���]�•�}�o���š���•���}�(���������š���Œ�]�����(�Œ�}�u�������©�o�������v�����������P���Œ�•���š�Z���š�����Œ�����u�}�Œ�����P���v���Ÿ�����o�o�Ç���•�]�u�]�o���Œ�����v�����š�Z���Œ���(�}�Œ����
�u�}�Œ�������o�}�•���o�Ç���Œ���o���š�������š�}���������Z���}�š�Z���Œ�U�����Œ�����v�}�š���}�v�o�Ç���������u�}�Œ�������o�}�•���o�Ç���o�]�v�l�������]�v���Ÿ�u�������v�����•�‰�������U�����µ�š�����o�•�}���o�]�v�l�������À�]�����Z�v���š�Á�}�Œ�l�[��
�u�����•�µ�Œ���•�����•�•�}���]���š�������Á�]�š�Z���(���Œ�u���u���v���P���u���v�š�U�����v�����Á�]�š�Z�������©�o�����‰�o���Ç�]�v�P�������‰�Œ�}�u�]�v���v�š���Œ�}�o�����]�v�����]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v�X���� 
�,���Œ���� �Á���� �Z���À���� �‰�Œ�}�À�]�������� ���À�]�����v������ �š�Z���š�� ���Z���v�P���•�� �]�v�� �o���v���� �u���v���P���u���v�š�� �‰�Œ�����Ÿ�����•�� �����v�� �‰�o���Ç�� ���� �Œ�}�o���� �]�v�� �š�Z���� ���u���Œ�P���v������ �}�(��
�]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•�����Á�Z�]���Z���]�v���š�µ�Œ�v���u���Ç���]�u�‰�����š���}�v���}�µ�Œ�������]�o�]�š�Ç���š�}���Œ�������Z�����v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���o�U�����]�}���]�À���Œ�•�]�š�Ç�����v�����(�}�}�����•�µ�•�š���]�v�����]�o�]�š�Ç��
�š���Œ�P���š�•�X�� ���•�� �]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�� ���]�•�����•���•�� �Œ�]�•�l�•�� ���Œ���� �o�]�l���o�Ç�� �š�}�� �������}�u���� �]�v���Œ�����•�]�v�P�o�Ç�� �µ�v�‰�Œ�����]���š�����o���U�� �]�v���}�Œ�‰�}�Œ���Ÿ�v�P�� �š�Z�]�•�� �Œ�]�•�l�� �]�v��
���•�•���•�•�u���v�š�•���]�v�š�}���o���v�����u���v���P���u���v�š���������]�•�]�}�v�r�u���l�]�v�P���]�•���µ�Œ�P���v�š�o�Ç���Œ���‹�µ�]�Œ�����X�� 

�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���o���v�����µ�•���U�����o�]�u���š���U�����]�}���]�À���Œ�•�]�š�Ç�U�����u���Œ�P���v�š���]�v�(�����Ÿ�}�v�•�� 

�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���d�Z�����Œ���•�µ�o�š�•���‰�Œ���•���v�š�������Z���Œ�����Z���À�����������v���(�µ�v�����������Ç���d�Z�����t���o�o���}�u�����d�Œ�µ�•�š�����v�����š�Z���������^�Z�� 
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Kerstin Wernike, DVM, PhD 
Head of WOAH Reference Laboratory for Bovine Viral Diarrhea and German National 
Reference Laboratory for Bovine Viral Diarrhea and Schmallenberg virus, Friedrich-
Loeffler-Institut, Germany - kerstin.wernike@fli.de   
 
Auditorium: April 28, 09.00 �t 09.30 

 
 
�W�������Œ�X���<���Œ�•�Ÿ�v���t���Œ�v�]�l�����•�š�µ���]�������À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���u�����]���]�v�����]�v�������Œ�o�]�v�U���'���Œ�u���v�Ç�U���Z���•���������}���š�}�Œ���o�������P�Œ�������]�v���À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���u�����]���]�v����
�~�>�D�h�� �D�µ�v�]���Z�U�� �'���Œ�u���v�Ç�•�� ���v���� �]�•�� ���� ���}���Œ���r�����Œ�Ÿ�.������ ���Æ�‰���Œ�š�� �]�v�� �À���š���Œ�]�v���Œ�Ç�� �À�]�Œ�}�o�}�P�Ç�X�� �^�Z���� �P���]�v������ �Z���Œ���Z�����]�o�]�š���Ÿ�}�v�� �~�À���v�]����
�o���P���v���]�•���]�v�����v�]�u���o���Z�����o�š�Z�����v�������v�]�u���o���Á���o�(���Œ�������š���š�Z�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���Z�}�•�š�}���l�X���^�]�v�������î�ì�í�ò�U���<���Œ�•�Ÿ�v���t���Œ�v�]�l�����]�•���•���v�]�}�Œ���•���]���v�Ÿ�•�š��
���š���š�Z�����&�Œ�]�����Œ�]���Z�r�>�}���K���Œ�r�/�v�•�Ÿ�š�µ�š���~�&�>�/�•�U���&�������Œ���o���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����(�}�Œ�����v�]�u���o���,�����o�š�Z�U���'���Œ�u���v�Ç�X���^�Z�����]�•���Z���������}�(�������t�K���,��
�Œ���(���Œ���v�������o�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ�����}�À�]�v�����À�]�Œ���o�����]���Œ�Œ�Z���������v�����}�(���š�Z�����'���Œ�u���v���v���Ÿ�}�v���o���Œ���(���Œ���v�������o�����}�Œ���š�}�Œ�]���•���~�E�Z�>�•�•���(�}�Œ�����}�À�]�v�����À�]�Œ���o��
���]���Œ�Œ�Z�����l�u�µ���}�•���o�����]�•�����•�������v�����^���Z�u���o�o���v�����Œ�P���À�]�Œ�µ�•�X���/�v���������]�Ÿ�}�v�U���•�Z�����]�•�������‰�µ�š�Ç���Z���������}�(���š�Z�����'���Œ�u���v���E�Z�>���(�}�Œ���^���Z�^�r���}�s�r�î��
�]�v�(�����Ÿ�}�v�•���]�v�����v�]�u���o�•���•�]�v�������î�ì�î�ì�X���<���Œ�•�Ÿ�v���t���Œ�v�]�l�����Z���•���í�ï���Ç�����Œ�•�[�����Æ�‰���Œ�Ÿ�•�����]�v���Á�}�Œ�l�]�v�P���Á�]�š�Z�����]�+���Œ���v�š�����v�]�u���o���À�]�Œ�µ�•���•���µ�v�����Œ��
�Z�]�P�Z�� ���}�v�š���]�v�u���v�š�� ���}�v���]�Ÿ�}�v�•�X�� �,���Œ�� �u���]�v�� �Œ���•�����Œ���Z�� �]�v�š���Œ���•�š�•�� �]�v���o�µ������ ���u���Œ�P�]�v�P�� ���v�]�u���o�� �À�]�Œ�µ�•���•�U�� �Z�}�•�š�r�À�]�Œ�µ�•�r�]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�U��
�]�u�u�µ�v�}�‰�Œ�}�‰�Z�Ç�o���Æ�]�•�����v�����š�Z���������À���o�}�‰�u���v�š���}�(�����]���P�v�}�•�Ÿ�����š���•�š���•�Ç�•�š���u�•�X 
 

�^���Z�u���o�o���v�����Œ�P���À�]�Œ�µ�•���À�������]�v���������À���o�}�‰�u���v�š 

The orthobunyavirus Schmallenberg virus (SBV) was initially detected in 2011 near the German/Dutch border region. 
Thereafter, it spread rapidly throughout the European continent, thereby causing a large-scale epizootic of fetal 
malformation in the ruminant population. By now, SBV established an enzootic status in Central Europe with regular 
wave-like re-emergence, which has prompted intensive research efforts in order to elucidate the pathogenesis and to 
develop countermeasures. SBV is transmitted by insect vectors (Culicoides biting midges) and, therefore, vaccination 
is one of the most important tools of disease control, especially since experience with viruses related to SBV, like 
Akabane virus and Aino virus in Japan, has demonstrated that vaccination is a very useful and adequate instrument for 
disease control. Here, we present which vaccine formulations have been tested to prevent SBV infections in the major 
target species, namely cattle, goats and/or sheep.  
In a first step, inactivated SBV candidate vaccines were developed, and it could be shown that they efficiently protect 
against experimental SBV infection, in contrast to a heterologous multivalent Akabane/Aino vaccine that was tested at 
the same time and that was not able to provide protection from SBV infection. However, the inactivated SBV vaccines 
did not enable the differentiation of infected from vaccinated animals (=DIVA capability). In order to combat this 
obstacle, a series of further approaches ranging from modified live, live-vectored, subunit and DNA-mediated vaccine 
delivery to multimeric antigen-presentation on scaffold particles was developed and evaluated. In short, it was 
repeatedly demonstrated that the N-terminal half of the glycoprotein Gc, composed of the Gc head and the head-stalk, 
is highly immunogenic, with a superior immunogenicity of the complete head-stalk domain compared to the Gc head 
only. Furthermore, in all Gc protein-based vaccine candidates, immunized animals can be readily discriminated from 
animals infected with the field virus by the absence of antibodies against the viral N-protein.  
The unexpected emergence of SBV has demonstrated the constant threat that yet unknown insect-transmitted viruses 
could suddenly appear in previously unaffected regions. During the decade since SBV was discovered, the virus has 
become an important model virus to study orthobunyaviruses in general and for the development of vaccines, 
especially as different orthobunyaviruses share a very similar structural organization. It could be shown that holistic 
approaches combining immunization-challenge infection studies with structural analyses provide essential knowledge 
required for an improved vaccine design.  
 

�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���^���Z�u���o�o���v�����Œ�P���À�]�Œ�µ�•�U�����µ�v�Ç���À�]�Œ�µ�•�U�����Œ���}�À�]�Œ�µ�•�U���À�������]�v���U���]�u�u�µ�v�}�‰�Œ�}�‰�Z�Ç�o���Æ�]�• 
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Auditorium: April 28, 09.30 �t 10.00  
�d���u���“���W���d�Z�K�s�/���U�����X�s�X�D�X�U���D�X�^���U���W�Z���U���W�Œ�]�v���]�‰���o���Z���•�����Œ���Z���&���o�o�}�Á�U���^���]���v�Ÿ�.�����.���o���W���D�]���Œ�}���]�}�o�}�P�Ç���t���À�]�Œ�}�o�}�P�Ç�X���'�Œ�����µ���š���������š���š�Z�����&�����µ�o�š�Ç���}�(��
�s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(�������o�P�Œ�������U���í�õ�õ�ó�X���D���•�š���Œ���š�Z���•�]�•�����v�������}���š�}�Œ���o�����]�•�•���Œ�š���Ÿ�}�v���}�v���š�Z�����•�µ���i�����š���}�(�����}�À�]�v�����À�]�Œ���o�����]���Œ�Œ�Z������
�À�]�Œ�µ�•���]�v���š�Z�����.���o�����}�(�����}�v�š���P�]�}�µ�•�����]�•�����•���•�����v�����Ì�}�}�v�}�•�]�•�������(���v���������}�v���š�Z�����&�����µ�o�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(�������o�P�Œ���������]�v��
�î�ì�ì�î�����v�����î�ì�ì�ò�X���^���]���v�Ÿ�.�����Ÿ�š�o���•�W���í�õ�õ�ô���Z���•�����Œ���Z���d�Œ���]�v�����V���î�ì�ì�î���Z���•�����Œ���Z�����•�•�]�•�š���v�š�V���î�ì�ì�ó���Z���•�����Œ���Z�����•�•�}���]���š���V���î�ì�í�í���^���v�]�}�Œ���Z���•�����Œ���Z��
���•�•�}���]���š���V���î�ì�í�ò���W�Œ�]�v���]�‰���o���Z���•�����Œ���Z���&���o�o�}�Á�X�������•�]�����Z���•�����Œ���Z���]�v�š���Œ���•�š�W���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���À�]�Œ�}�o�}�P�Ç�U���(�}�}�������v�������v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���o���À�]�Œ�}�o�}�P�Ç�U���À�����š�}�Œ�r
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�Z���•���������v�����}�v�.�Œ�u���������Ç���•���Œ�}�o�}�P�]�����o���š���•�š���]�v���î�ì�í�î�U���š�Z�����‰�Œ���•���v�������}�(���h�^�h�s���]�v���Á�]�o�������]�Œ���•���Z���•���v�}�š���������v�������š�����š�������µ�v�Ÿ�o���v�}�Á�X 
�/�v���^���Œ���]���U���š�Z�����]�v�š���P�Œ���š�������u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P���•�Ç�•�š���u���(�}�Œ�����Œ���}�À�]�Œ�µ�•���]�v�(�����Ÿ�}�v�•���]�•���}�v�o�Ç���‰���Œ�Ÿ���o�o�Ç���‰�Œ���•���v�š�X���d�Z�����.�Œ�•�š���•�š���‰�•���Z���À�����������v�����•�š�����o�]�•�Z�����U��
���µ�š���]�š���]�•���v�������•�•���Œ�Ç���š�}���Œ���P�µ�o���š�����š�Z�]�•���•�Ç�•�š���u���]�v�������v�µ�u�����Œ���}�(�����•�‰�����š�•���š�Z���š���]�v���o�µ�����W���í�X���^�š�Œ���v�P�š�Z���v���š�Z�������}�v�����‰�š���}�(���^�K�v�����,�����o�š�Z�—�U���]�v�š���P�Œ���Ÿ�v�P��
�•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������•�Ç�•�š���u�•���]�v���š�Z�����À���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����v�����‰�µ���o�]�����Z�����o�š�Z���•�����š�}�Œ�•�U�������•�������}�v���o���P�]�•�o���Ÿ�}�v�V���î�X�����•�š�����o�]�•�Z�u���v�š���}�(���������}�u�u�}�v�������š�������•�����}�(��
�Ì�}�}�v�}�Ÿ�������À���v�š�•�����v�����Ì�}�}�v�}�Ÿ�������P���v�š�•���Œ���o���š�������š�}���‰�µ���o�]�����Z�����o�š�Z�����v�����À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���•�����š�}�Œ�•�V���ï�X�������À���o�}�‰�u���v�š���}�(�������v���Ÿ�}�v���o���‰�o���v���(�}�Œ���Ì�}�}�v�}�Ÿ����
���‰�]�����u�]���•���Á�]�š�Z�]�v���š�Z�����K�v�����,�����o�š�Z�����}�v�����‰�š�V���ð�X���^�š�Œ���v�P�š�Z���v���š�Z�����o�]�v�l�•�������š�Á�����v���š�Z�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������•�Ç�•�š���u�•���]�v���‰�µ���o�]�����Z�����o�š�Z�����v�����À���š���Œ�]�v���Œ�Ç��
�•�����š�}�Œ�•�����Ç���‰�Œ�}�À�]���]�v�P���•�Ç�•�š���u���Ÿ�������Æ���Z���v�P�����}�(���Z�]�P�Z���‹�µ���o�]�š�Ç�������š���U�����µ�Œ�]�v�P���Œ�}�µ�Ÿ�v�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v���������v�������Œ�]�•�]�•�����À���v�š�•�V���ñ�X�������À���o�}�‰�u���v�š���}�(������
�v���Ÿ�}�v���o���‰�o���v���(�}�Œ���À�����š�}�Œ�����}�v�š�Œ�}�o�����v�����ò�X���^�š�Œ���v�P�š�Z���v�]�v�P���š�Z�����o�����}�Œ���š�}�Œ�Ç�������‰�����]�Ÿ���•���]�v���š�Z�����.���o�����}�(���Ì�}�}�v�}�Ÿ�������]�•�����•���•�X 
 

�<���Ç���Á�}�Œ���•�W���&�o���À�]�À�]�Œ�µ�•���•���]�v���^���Œ���]���U���K�v�����,�����o�š�Z�����}�v�����‰�š�U���]�v�š���P�Œ���š�������•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������•�Ç�•�š���u 
�����l�v�}�Á�o�����P�u���v�š�•�W���d�Z�]�•���Á�}�Œ�l���Á���•���(�µ�v�����������Ç���š�Z�����D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(���^���]���v�����U���d�����Z�v�}�o�}�P�]�����o�������À���o�}�‰�u���v�š�����v�����/�v�v�}�À���Ÿ�}�v���}�(���Z���‰�µ���o�]�����}�(���^���Œ���]�������Ç���š�Z����
���}�v�š�Œ�����š���E�}�W���ð�ñ�í�r�ì�ï�r�ð�ó�l�î�ì�î�ï�r�ì�í�l�î�ì�ì�ì�ï�í�X 
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�/�v�À�]�š�������o�����š�µ�Œ�� 
 

�>�^�����]�v���^���Œ���]�����t�������•�µ�������•�•�(�µ�o���•�š�}�Œ�Ç���}�(�����]�•�����•�������}�v�š�Œ�}�o 
 

�s�o�����]�u�]�Œ���W�}�o�������l�í�Ž�U���d���u���“���W���š�Œ�}�À�]���í�U�����]�o�i���v�������µ�Œ�����À�]���í�U���:���•�v�����W�Œ�}�����v�}�À�r�Z�����µ�o�}�À�]���í�U���D���Œ�l�}���W���i�]���í�U���^���À�����>���Ì�]���í�U��
�D�]�o���v�����^���u�}�i�o�}�À�]���í 
 

�í���^���]���v�Ÿ�.�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����c�E�}�À�]���^����� �̂U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]�� 

�Ž�����}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����v�����‰�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���À�o�������›�v�]�À�X�v�•�X�����X�Œ�•�� 
 
�>�µ�u�‰�Ç���^�l�]�v�����]�•�����•�����~�>�^���•���Á���•���o���•�š�����]���P�v�}�•�������]�v���^���Œ���]�����]�v���î�ì�í�ò�U���Á�Z���v���]�š���•�‰�Œ���������š�}���u���v�Ç�������o�l���v�����v���������•�š���Œ�v��
���µ�Œ�}�‰�����v�����}�µ�v�š�Œ�]���•�X���/�v���î�ì�í�ò�U���î�î�ñ���}�µ�š���Œ�����l�•���}�(���š�Z�]�•�����]�•�����•�����Á���Œ�����Œ���P�]�•�š���Œ�������]�v���^���Œ���]���X�����d�Z�������]�•�����•�����Á���•���v�}�š��
�����š�����š�������]�v���š�Z�����v�}�Œ�š�Z���}�(���š�Z�������}�µ�v�š�Œ�Ç���~�v�}�Œ�š�Z���}�(���š�Z���������v�µ�������Z�]�À���Œ�•�X�������µ�Œ�]�v�P���š�Z�������]�•�����•�����•�µ�‰�‰�Œ���•�•�]�}�v�U�������v�µ�u�����Œ��
�}�(���u�����•�µ�Œ���•���]�v���o�µ���]�v�P���•�š���u�‰�]�v�P���}�µ�š���}�v���š�Z�������+�����š�������(���Œ�u�•�����v�����À�������]�v���Ÿ�}�v���Á���Œ�����µ�•�����X���d�Z�����À�������]�v���Ÿ�}�v���Á���•��
�����Œ�Œ�]�������}�µ�š���µ�•�]�v�P���Z�}�u�}�o�}�P�}�µ�•�� ���©���v�µ���š������ �À�������]�v���� �~�E�����š�Z�o�]�v�P���•�š�Œ���]�v�•�� �}�v�� �š�Z���� �š���Œ�Œ�]�š�}�Œ�Ç���}�(�� �š�Z���� �Á�Z�}�o���� ���}�µ�v�š�Œ�Ç�U��
���}�v�Ÿ�v�µ�}�µ�•�o�Ç���(�Œ�}�u���î�ì�í�ò�����v�������µ�Œ�]�v�P���š�Z�����(�}�o�o�}�Á�]�v�P���ñ���Ç�����Œ�•���~�µ�v�Ÿ�o���ï�ì�š�Z���:�µ�v�����î�ì�î�í�•�X���&�Œ�}�u���î�ì�í�ó�U�����}�š�Z�������Ÿ�À�������v����
�‰���•�•�]�À���� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����U�� �]�v���o�µ���]�v�P�� �•���Œ�}�o�}�P�]�����o�� ���v���� �À�]�Œ�}�o�}�P�Ç�� �u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P���Á���•�� �����Œ�Œ�]������ �}�µ�š���}�v�� �š�Z���� �š���Œ�Œ�]�š�}�Œ�Ç�� �}�(�� �š�Z����
�Á�Z�}�o�������}�µ�v�š�Œ�Ç�X���/�v���������]�Ÿ�}�v�U���š�Z�������}�µ�v�š�Œ�Ç���Á���•�����]�À�]���������]�v�š�}���Ì�}�v���•���Á�Z���Œ�����š�Z�������]�•�����•�����}�����µ�Œ�Œ���������v�����Á�Z���Œ�����š�Z����
�Œ�]�•�l�� �}�(�� �•�‰�Œ�������]�v�P�� �(�Œ�}�u�� �v���]�P�Z���}�Œ�]�v�P�� ���}�µ�v�š�Œ�]���•���Á���•���Z�]�P�Z���Œ�X���d�Z�������}�v�š�Œ�}�o�� ���v���� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ �u�����•�µ�Œ���•�� ���]�+���Œ������
�������}�Œ���]�v�P���š�}���š�Z�������•�š�����o�]�•�Z�������Ì�}�v���•�X���d�Z���•�����Á���Œ�����u�}�Œ�������}�u�‰�o���Æ���]�v���š�Z�����•�}�µ�š�Z���Œ�v���‰���Œ�š�•���}�(���š�Z�������}�µ�v�š�Œ�Ç�U���Á�Z���Œ����
�š�Z���� ���]�•�����•���� �Á���•�� �o���•�š�� �����š�����š�����X���d�Z�]�•�� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ �Á���•�� �����Œ�Œ�]������ �}�µ�š�� �µ�v�Ÿ�o�� �î�ì�î�î�X���d�}�� �����š���U�� �v�}�� �v���Á�� �����•���•�� �}�(�� �š�Z�]�•��
���]�•�����•�����Z���À�����������v���Œ���P�]�•�š���Œ�����X���d�Z�����(�}�o�o�}�Á�]�v�P���(�����š�}�Œ�•���Á���Œ�����(�}�µ�v�����š�}���Z���À�������}�v�š�Œ�]���µ�š�������u�}�•�š���š�}���š�Z�����•�µ�������•�•���]�v��
�>�^�����•�µ�‰�‰�Œ���•�•�]�}�v���]�v���^���Œ���]���W�� 
�š�Z���������‰�����]�š�Ç���}�(���š�Z�����À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���•���Œ�À�]�������š�Z���š���u���v���P�������š�}���À�������]�v���š���������Z�]�P�Z���‰���Œ�����v�š���P�����}�(�������©�o�����]�v�������•�Z�}�Œ�š���‰���Œ�]�}����
�}�(���Ÿ�u���V���(�}�Œ�u���Ÿ�}�v���}�(���E���Ÿ�}�v���o�����Æ�‰���Œ�š���'�Œ�}�µ�‰���}�v���>�^�������E���Ÿ�}�v���o���d���•�l���&�}�Œ�������}�v���‰�Œ���À���v�Ÿ�}�v�����v�������}�v�š�Œ�}�o���}�(���>�^����
�~�o������ ���Ç�� �W�Œ�]�u���� �u�]�v�]�•�š���Œ�[�•���}�8�����•�V�� �š�Z���� �Á�]�o�o�]�v�P�v���•�•�� �}�(�� �š�Z���� �•�š���š���� �š�}�� �‰�Œ�}�À�]������ �.�v���v���]���o�� �Œ���•�}�µ�Œ�����•�� �(�}�Œ�� ���u���Œ�P���v���Ç��
�À�������]�v���Ÿ�}�v�� �}�(�� �š�Z���� ���v�Ÿ�Œ���� �‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�� �}�(�� �����©�o���� �]�v�� �^���Œ���]���V�� ���� �i�}�]�v�š�� ���}�}�Œ���]�v���š������ �À�������]�v���Ÿ�}�v�� �����u�‰���]�P�v�� �}�v�� �š�Z����
�š���Œ�Œ�]�š�}�Œ�Ç���}�(���š�Z�������v�Ÿ�Œ�����Œ���P�]�}�v�V�������‹�µ�]���l�����}�u�‰���v�•���Ÿ�}�v���‰�}�o�]���Ç�V���š�Z�����u�}�Ÿ�À���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���•���Œ�À�]�������}�v���š�Z����
�.���o���V�� �š�Œ���]�v�������À���š���Œ�]�v���Œ�Ç�� �•�‰�����]���o�]�•�š�� �•�š���+�� �}�v�� �š�Z���� �.���o���V�� �o�����}�Œ���š�}�Œ�Ç�� ���]���P�v�}�•�Ÿ���� �����‰�����]�Ÿ���•�� �Á�]�š�Z�� �]�v�š�Œ�}���µ��������
�u�}�o�����µ�o���Œ�� �u���š�Z�}���•�� �(�}�Œ�� ���]�•�Ÿ�v�P�µ�]�•�Z�]�v�P�� �š�Z���� �À�������]�v���� �(�Œ�}�u�� �š�Z���� �.���o���� �•�š�Œ���]�v�V�� �P�}�}���� ���}�}�Œ���]�v���Ÿ�}�v�� �����š�Á�����v�� ���Œ�]�•�]�•��
�����v�š���Œ�•�V���š�Œ���]�v�������š�����u�•�����v�������‹�µ�]�‰�u���v�š���(�}�Œ���Œ���‰�]�������}�v�š�Œ�}�o���}�(���]�v�(�����Ÿ�}�v���}�v���š�Z�����.���o�������š���X 
�t�]�š�Z�����o�o���š�Z�����u�����•�µ�Œ���•���]�u�‰�o���u���v�š���������Ç���š�Z�����À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���•���Œ�À�]�������}�(���^���Œ���]���U�����•�‰�����]���o�o�Ç���]�v���î�ì�í�ò�U���]�v���o�µ���]�v�P�����o�o���š�Z����
���+�}�Œ�š�•�����v�����Á�]�š�Z���š�Z�����.�v���v���]���o���•�µ�‰�‰�}�Œ�š���}�(���š�Z�������h�U���š�Z�����•�‰�Œ���������}�(���š�Z�]�•���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•�����š�}���}�š�Z���Œ���š���Œ�Œ�]�š�}�Œ�]���•���}�(��
�š�Z�������}�µ�v�š�Œ�]���•���}�(���š�Z�������µ�Œ�}�‰�����v�����}�v�Ÿ�v���v�š���Á���•���•�µ�������•�•�(�µ�o�o�Ç���‰�Œ���À���v�š�����X 
 
�<���Ç���Á�}�Œ���•�W���>�µ�u�‰�Ç���^�l�]�v�����]�•�����•���U�������©�o���U���^���Œ���]���U���E�����š�Z�o�]�v�P���À�������]�v�� 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�������}�Œ�������l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W �d�Z�]�•���Œ���•�����Œ���Z���Á���•���(�µ�v�����������Ç���D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(���^���]���v�����U���d�����Z�v�}�o�}�P�]�����o�������À���o�}�‰�u���v�š�����v�����/�v�v�}�À���Ÿ�}�v��
�}�(���Z���‰�µ���o�]�����}�(���^���Œ���]�������Ç���š�Z�������}�v�š�Œ�����š���}�(���]�u�‰�o���u���v�š���Ÿ�}�v�����v�����.�v���v���]�v�P���}�(���•���]���v�Ÿ�.�����Œ���•�����Œ���Z �Á�}�Œ�l���}�(���E�/�s�r�E��̂��]�v���î�ì�î�ï�U�����}�v�š�Œ�����š���E�}�W��
�ð�ñ�í�r�ì�ï�r�ð�ó�l�î�ì�î�ï�r�ì�í�l�î�ì�ì�ì�ï�í�����v�������Ç���š�Z�����W�Œ�}�À�]�v���]���o���^�����Œ���š���Œ�]���š���(�}�Œ���, �]�P�Z���Œ�������µ�����Ÿ�}�v�����v�����^���]���v�Ÿ�.�����Z���•�����Œ���Z�U�����µ�š�}�v�}�u�}�µ�•���W�Œ�}�À�]�v������
�}�(���s�}�i�À�}���]�v���U���‰�Œ�}�i�����š���v�µ�u�����Œ���í�ð�î�r�ð�ñ�í�r�ï�í�ó�ì�l�î�ì�î�î�r�ì�í�l�î�X 
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���v�P�]�v�����Œ�]�v�P�� �Œ�����}�u���]�v���v�š�� ���o�µ���š�}�v�P�µ���� �À�]�Œ�µ�•���•�� ���Æ�‰�Œ���•�•�]�v�P�� �Œ���‰�}�Œ�š���Œ�� �P���v���•�� �(�}�Œ�� �]�v��
�À�]�š�Œ�}�����v�����v�}�v�r�]�v�À���•�]�À�����]�v���À�]�À�}���•�š�µ���]���• 
 
�:���À�]���Œ�� �K�Œ�š���P�}�í�Ž�U���^���Œ�P�]�}�� �h�š�Œ�]�o�o���r�d�Œ�]�P�}�í�U�� �>�µ�]�•�� �:�]�u� �v���Ì�r���������o�o�}�í�U�� ���À���� �����o�À�}�r�W�]�v�]�o�o���í�U�� �D�]�P�µ���o�� �/�o�o���•�����•�r���u�}�í�U��
���o���i���v���Œ�}���D���Œ�_�v�r�>�•�‰���Ì�î�U���W�]���š�������À���v���Z�]�i�v�ï�U�ð�����v�������]�š�}�Œ���E�}�P���o���•�í���� 
 
�í�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v���^���v�]�����������v�]�u���o���~���/�^���•�U�������v�š�Œ�}���E�����]�}�v���o���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v���Ç���d�����v�}�o�}�P�_�������P�Œ���Œ�]�����Ç��
���o�]�u���v�š���Œ�]�����~�/�E�/���r���^�/���•�U���s���o�����}�o�u�}�•�U���^�‰���]�v�X 
�î���z���o�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���^���Z�}�}�o���}�(���D�����]���]�v���U���E���Á���,���À���v�U���h�^���X 
�ï���t���P���v�]�v�P���v�����]�}�À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���Z���•�����Œ���Z�U���>���o�Ç�•�š�����U���E���š�Z���Œ�o���v���•�X 
�ð�������v�š�Œ�����(�}�Œ���,�µ�u���v���D���š�����}�o�}�u�]���•�U���E�}�Œ�š�Z�r�t���•�š���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���W�}�š���Z���(�•�š�Œ�}�}�u�U���^�}�µ�š�Z�����(�Œ�]�����X 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���}�Œ�š���P�}�›�]�v�]���X���•�]���X���• 
 
Bluetongue virus (BTV) is the causative agent of the important livestock disease bluetongue (BT), which is 
transmitted via Culicoides bites. BT causes severe economic losses associated with its considerable impact 
on health and trade of animals. By reverse genetics, we have designed and rescued reporter-expressing 
recombinant (r)BTV expressing Nanoluc luciferase (Nluc) or the Venus fluorescent protein.  
To generate these viruses, we custom synthesized a modified viral segment 5 encoding NS1 protein with the 
reporter genes located downstream and linked by the Porcine teschovirus-1 (PTV-1) 2A autoproteolytic 
cleavage site. Therefore, fluorescent signal or luciferase activity are only detected after virus replication and 
expression of non-structural proteins. 
Fluorescence or luminescence signals were detected in cells infected with rBTV-Venus or rBTV-Nluc, 
respectively. Moreover, marking of NS2 protein confirmed that these reporter genes were only expressed in 
BTV-infected cells. Growth kinetics of rBTV-Nluc and rBTV-Venus in Vero cells showed a replication rate 
comparable to that of rBTV. Regarding the stability of these viruses, rBTV-Venus were stable for at least three 
passages and rBTV-NLuc was stable up to passage six in Vero cells. Infectivity studies of these recombinant 
viruses in IFNAR (-/ -) mice showed a higher lethal dose for rBTV-Nluc and rBTV-Venus than for rBTV indicating 
that viruses expressing the reporter genes are attenuated in vivo. Interestingly, luciferase activity was 
detected in the plasma of viraemic mice infected with rBTV-NLuc. Furthermore, luciferase activity correlated 
with viremia levels of infected mice throughout the infection. In addition, IFNAR-/ - mice were subcutaneously 
infected with rBTV-1-Nluc and in vivo imaging of Nluc expression was detected in the target tissues for BTV 
replication in IFNAR-/- mice and ruminants. 
We have for the first time investigated the in vivo replication and dissemination of BTV in IFNAR (-/ -) mice 
using BTV-Nluc and non-invasive in vivo imaging systems (IVIS). rBTV expressing reporter genes provide an 
ideal biotechnological asset in the ongoing fight to better characterize BTV and identify new therapies for BT 
disease. 
 
Keywords: bluetongue, fluorescent, luciferase, reporter, infection 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�������}�Œ�������l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���W�/���î�ì�î�ì�r�í�í�î�õ�õ�î�Z�Z�r�/�ì�ì�U���W�Z���î�ì�î�í�r�ì�õ�ó�ï�î�ì�X 
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�^�š�µ���]���•�� �Á�]�š�Z�� �����š�� ���]�Œ�Á���Ç�� �}�Œ�P���v�}�]���•�� �}�(�������Œ�}�o�o�]���� �‰���Œ�•�‰�]���]�o�o���š�����Œ���À�����o�� �š�Z���š�� �š�Z����
�Œ���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç�� ���‰�]�š�Z���o�]�µ�u�� �}�(�� �����š�� �]�•�� �v�}�š�� ���� �����Œ�Œ�]���Œ�� �(�}�Œ�� �]�v�š���Œ�•�‰�����]���•�� �š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v�� �}�(��
�]�v�G�µ���v�Ì�����À�]�Œ�µ�•���• 
 
���v�P���^�µ�í�U���D�]���}�u�]���}���z���v�í�U���^�µ�À���Œ�]�v���W���À���•�µ�©�Z�]�‰���]�•�]�š�î�U�ï�U���<���š�Z�Œ�]�v�����X���t�]���l���ð�U���'�µ�v�š�Œ���u�����X���'�Œ���˜�o�ñ�U�����v���Œ�����•�������]�v���l���î�U�ò�U��
�&���o�]�Æ���&���o�u�Ç�ð�U���^�����]�v�����^���Z�u�]���š�ð�U���<���Œ�o�r�,���]�v�Ì�����•�•���Œ�ð�U���W���µ�o���������Z���Œ�í�����v�����'���}�Œ�P���,���Œ�Œ�o���Œ�í 

 
�í���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�����,���v�v�}�À���Œ�U���,���v�v�}�À���Œ�U���'���Œ�u���v�Ç 
�î���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���W���š�Z�}�o�}�P�Ç�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�����,���v�v�}�À���Œ�U���,���v�}�À���Œ�U���'���Œ�u���v�Ç 
�ï�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���W���š�Z�}�o�}�P�Ç�U���&�����µ�o�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U���D���Z���v���l�}�Œ�v���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���d�����Z�v�}�o�}�P�Ç�U�������v�P�l�}�l�È�d�Z���]�o���v�� 
�ð���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���•�}�}�o�}�P�Ç�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�����,���v�v�}�À���Œ�U���&�}�µ�v�����Ÿ�}�v�U���,���v�v�}�À���Œ�U���'���Œ�u���v�Ç 
�ñ���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���� �}�(�� �D�����]�����o�� �D�]���Œ�}���]�}�o�}�P�Ç�� ���v���� �,�}�•�‰�]�š���o�� ���‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�U�� �,���v�v�}�À���Œ�� �D�����]�����o�� �^���Z�}�}�o�U�� ���v���� �'���Œ�u���v�� �����v�š���Œ�� �(�}�Œ��
�/�v�(�����Ÿ�}�v���Z���•�����Œ���Z���~���•�/�&�•�U���,���v�v�}�À���Œ�U���'���Œ�u���v�Ç 
�ò�������v�š���Œ���(�}�Œ���^�Ç�•�š���u�•���E���µ�Œ�}�•���]���v�����U���ï�ì�ñ�ñ�õ���,���v�v�}�À���Œ�U���'���Œ�u���v�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����v�P�X�•�µ�›�Ÿ�Z�}�r�Z���v�v�}�À���Œ�X������ 
 
�����š�•�����Œ���������v���š�µ�Œ���o���Œ���•���Œ�À�}�]�Œ���(�}�Œ���u���v�Ç���À�]�Œ�µ�•���•�����v�����š�Z���Œ���(�}�Œ�����]�u�‰�}�Œ�š���v�š���]�v���š�Z�����]�v�š���Œ�•�‰�����]���•���š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���}�(���À�]�Œ���o��
�‰���š�Z�}�P���v�•�X���d�}���.�v�����}�µ�š���Á�Z���š�Z���Œ�������š�����]�Œ�Á���Ç�������o�o�•�������v���������]�v�(�����š���������Ç���À�]�Œ�µ�•���•���}�(���}�š�Z���Œ���u���u�u���o�]���v���•�‰�����]���•���Á����
�����À���o�}�‰������ ���v�� �}�Œ�P���v�}�]���� ���µ�o�š�µ�Œ���� �u�}�����o�� �����Œ�]�À������ �(�Œ�}�u�� �š�Z���� �Œ���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç�� �š�Œ�����š�� �}�(�������Œ�}�o�o�]���� �‰���Œ�•�‰�]���]�o�o���š���X�� �d�Z���� �����o�o��
���}�u�‰�}�•�]�Ÿ�}�v�� �}�(�� �}�Œ�P���v�}�]���•�� �Œ���•���u���o������ �š�Z���š�� �}�(�� �����š�� �š�Œ�����Z������ ���v���� �o�µ�v�P�•�� ���•�� �����š���Œ�u�]�v������ ���Ç�� �]�u�u�µ�v�}�G�µ�}�Œ���•�����v�š��
�•�š���]�v�]�v�P�X�� �/�v�(�����Ÿ�}�v�� �•�š�µ���]���•�� �Œ���À�����o������ �š�Z���š�� �����š�� ���]�Œ�Á���Ç�� �}�Œ�P���v�}�]���•�� �~���K�•�•�� �(�Œ�}�u�� ���]�š�Z���Œ�� �š�Z���� �š�Œ�����Z������ �}�Œ�� �o�µ�v�P�U��
�Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�U�����Œ�����•�µ�•�����‰�Ÿ���o�����š�}���]�v�(�����Ÿ�}�v�����Ç���š�Á�}�����]�+���Œ���v�š���•�Á�]�v�����]�v�G�µ���v�Ì���������À�]�Œ�µ�•���•�X���d�Z���������š�����K�•���Á���Œ�������o�•�}��
�µ�•�������š�}�������À���o�}�‰�����v�����]�Œ�r�o�]�‹�µ�]���r�]�v�š���Œ�(���������~���>�/�•�����µ�o�š�µ�Œ�����•�Ç�•�š���u���}�(���.�o�š���Œ�r�P�Œ�}�Á�v�����‰�]�š�Z���o�]���o�������o�o�•�X���/�v�(�����Ÿ�}�v���}�(���š�Z���•����
�����o�o�•���•�Z�}�Á�������š�Z�����•���u�������Z���Œ�����š���Œ�]�•�Ÿ���•���]�v���o�µ���]�v�P�������o�}�Á���Œ���À�]�Œ�µ�o���v���������v�������v�Z���v���������Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v�����v�����Œ���o�����•�����}�(��
�š�Z�����,�í�E�í�l�î�ì�ì�ò���À�]�Œ�µ�•�����}�u�‰���Œ�������š�}���]�v�(�����Ÿ�}�v���Á�]�š�Z���,�ï�E�î�l�î�ì�ì�ó�X���d�Z���•�����}���•���Œ�À���Ÿ�}�v�•���Á���Œ�����]�v�����P�Œ�����u���v�š���Á�]�š�Z��
�š�Z�����Œ���•�µ�o�š�•���}���š���]�v���������Ç���š�Z�����]�v�(�����Ÿ�}�v���}�(���‰�}�Œ���]�v�������>�/�����µ�o�š�µ�Œ���•���Á�]�š�Z���š�Z���•�����š�Á�}���À�]�Œ�µ�•���•�š�Œ���]�v�•�X���/�v�š���Œ���•�Ÿ�v�P�o�Ç�U�������š��
���]�Œ�Á���Ç�������o�o�•���Á���Œ�����(�}�µ�v�����š�}�����}�v�š���]�v���}�v�o�Ç�������o�}�Á�����u�}�µ�v�š���}�(�����o�‰�Z�����î�U�ò�r�o�]�v�l�������•�]���o�]���������]���•�U���š�Z�����‰�Œ���(���Œ�Œ�������Œ�������‰�š�}�Œ��
�����š���Œ�u�]�v���v�š�� �(�}�Œ�� �u���u�u���o�]���v�� �]�v�G�µ���v�Ì���� ���� �À�]�Œ�µ�•���•�X�� ���Ç�� ���}�v�š�Œ���•�š�U�� ���o�‰�Z���� �î�U�ï�r�o�]�v�l������ �•�]���o�]���� �����]���U�� �š�Z���� �Œ�������‰�š�}�Œ��
�����š���Œ�u�]�v���v�š�� �(�}�Œ�����À�]���v�� �]�v�G�µ���v�Ì���� �À�]�Œ�µ�•���•�U���]�•�� �����µ�v�����v�š�o�Ç���‰�Œ���•���v�š�� �}�v�� �����š�� �����o�o�•�X���d�Z���Œ���(�}�Œ���U�������š�� ���]�Œ�Á���Ç�������o�o�•�� ���Œ����
���Æ�‰�����š������ �š�}�� ������ �Z�]�P�Z�o�Ç�� �•�µ�•�����‰�Ÿ���o���� �v�}�š�� �}�v�o�Ç�� �š�}�� �u���u�u���o�]���v�� ���µ�š�� ���o�•�}�� �š�}�� ���À�]���v�� �]�v�G�µ���v�Ì���� �À�]�Œ�µ�•���•�X�� �K�µ�Œ�� ���µ�o�š�µ�Œ����
�u�}�����o�•�������v�����������Æ�š���v���������š�}���}�š�Z���Œ���‰���Œ�š�•���}�(���š�Z�������]�Œ�Á���Ç�•�����v�����š�}���}�š�Z���Œ���•�‰�����]���•�����v�����š�Z�µ�•���‰�Œ�}�À�]�����������‰�Œ�}�u�]�•�]�v�P���š�}�}�o��
�š�}�����v���o�Ç�•�����š�Z�����š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���}�(���À�]�Œ�µ�•���•�����}�š�Z���(�Œ�}�u�������š�•���š�}���}�š�Z���Œ���•�‰�����]���•�����v�����(�Œ�}�u���}�š�Z���Œ���•�‰�����]���•���š�}�������š�•�X 
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���Œ�}�•�•�r�Z�������Ÿ�À�]�š�Ç���}�(���W�Œ���r���v�����W�}�•�š�r�W���v�����u�]�����,�µ�u���v�U���t�]�o�������}���Œ�����v�����&���Œ�u�����v�]�u���o��
�^���Œ�����Á�]�š�Z�����o�‰�Z���r�����v���������š���r���}�Œ�}�v���À�]�Œ�µ�•���•���~���}�s�•���]�v���o�µ���]�v�P���^���Z�^�r���}�s�r�î 
 
�D���Œ�����o���,�µ�o�•�š�í�Ž�U�����Œ�]�����<���v�š�í�U���:�����v�r�>�µ�����D�µ�Œ�l�î�����v�����t�]�u���À���v�������Œ���W�}���o�í 
 
�í���t���P���v�]�v�P���v�����]�}�À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���Z���•�����Œ���Z�U���>���o�Ç�•�š�����U���d�Z�����E���š�Z���Œ�o���v���• 
�î�����o�]�•�������š�Z���d�Á�����•�š�������v���Z�}�•�‰�]�š���o�U���d�]�o���µ�Œ�P�U���d�Z�����E���š�Z���Œ�o���v���• 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u���Œ�����o�X�Z�µ�o�•�š�›�Á�µ�Œ�X�v�o 
 
Pre- and post-pandemic farm animal, wild boar and human sera, including sera collected from humans with 
known SARS-CoV-2 virus neutralizing titers, were tested for cross-reactive antibodies towards different beta-
coronaviruses (beta-���}�s�[�•�•�U���]�v���o�µ���]�v�P��Bovine coronavirus (BCV), Porcine hemagglutinating encephalomyelitis 
virus (PHEV) and SARS-CoV-2, and the alpha-CoV Transmissible gastroenteritis virus (TGEV).  
�&�]�Æ���������]�o�µ�Ÿ�}�v�•���}�(���•���Œ�����~�í�W�ñ�ì�•���Á���Œ�����š���•�š�������]�v���v���µ�š�Œ���o�]�Ì���Ÿ�}�v�����•�•���Ç�•���Á�]�š�Z�����•�����v���]�v�P�����}�v�����v�š�Œ���Ÿ�}�v�•���}�(�������s�����v�����d�'���s���~�ñ�ì���r
�ñ�ì�ì�ì�����v�����í�ì�ì���r�í�ì�X�ì�ì�ì���d���/���ñ�ì���µ�v�]�š�•���‰���Œ���Á���o�o�������s�����v�����d�'���s�U���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�•�X���^���Œ�����(�Œ�}�u�����v�]�u���o�•�����Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�o�Ç���]�v�(�����š�������Á�]�š�Z��
�����s�U�� �d�'���s�U�� �W�,���s�� ���v���� �W�}�Œ���]�v���� ���‰�]�����u�]���� ���]���Œ�Œ�Z������ �À�]�Œ�µ�•�� �~���v�� ���o�‰�Z���r���}�s�•�� �•�Z�}�Á������ �š�Z���š�� ���Œ�}�•�•�r�v���µ�š�Œ���o�]�Ì���Ÿ�}�v�� �}�(�� �����s�� �Á���•��
�Œ���•�š�Œ�]���š�������š�}�����v�]�u���o�•���]�v�(�����š�������Á�]�š�Z�������š���r���}�s�[�•�U�����v�����(�}�Œ���d�'���s���š�}�����v�]�u���o�•���]�v�(�����š�������Á�]�š�Z�����o�‰�Z���r���}�s�[�•�X 
Testing of panels of sera revealed high percentages of BCV-neutralizing sera (pre- and post-pandemic sera 
together) for humans (59%), pigs (39%), cows (100%), wild boars (29%), sheep (36%) and rabbits (60%). TGEV-
infection was only neutralized by pig sera (68%) and a few wild boar sera (4.6%), whereas all sera tested from 
humans, cows, sheep, and rabbits did not neutralize TGEV. Part of these BCV-neutralizing sera also stained 
PHEV infected cells and reacted with immobilized recombinant spike (S1-S2) and NP proteins of SARS-CoV-2 
�]�v�����>�/�^���[�•�X���,�}�Á���À���Œ�U���v�}�v�����}�(���š�Z��se BCV-neutralizing pre-pandemic human sera and pre- and post-pandemic 
wild boar and farm animal sera were able to neutralize SARS-CoV-2 infection, emphasizing the unique surface 
structure evolved in SARS-CoV-2. The percentage of human sera able to neutralize BCV was significantly 
higher for post-pandemic SARS-CoV-2 convalescent sera (78%) compared to pre-pandemic human sera 
(39%). Moreover, significantly more of these SARS-CoV-2 convalescent human sera were able to neutralize a 
high concentration of BCV (5000 TCID50). Interestingly, for post-pandemic sera collected from wild boars 
living near densely populated areas in the Netherlands also a higher percentage and stronger BCV-
neutralization was observed in comparison to pre-pandemic sera from the same area.  
�t�������}�v���o�µ�������š�Z���š���^���Z�^�r���}�s�r�î���]�v�(�����Ÿ�}�v���]�v���Z�µ�u���v�•���u���Ç���Z���À���������Ÿ�À���š�����������^�u���u�}�Œ�Ç�_�����v�Ÿ���}���Ç���Œ���•�‰�}�v�•�������]�Œ�����š���������P���]�v�•�š��
�•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o�o�Ç���Œ���o���š�������}�Œ�����}�u�u�}�v�����‰�]�š�}�‰���•�����Æ�‰�}�•�������}�v���š�Z�����•�µ�Œ�(���������}�(���������Œ�}�������Œ���v�P�����}�(���t�r���}�s�[�•�X�����Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v���}�(���š�Z���•����
���‰�]�š�}�‰���•�� �u���Ç�� ���}�v�š�Œ�]���µ�š���� �š�}�� �š�Z���� �����À���o�}�‰�u���v�š�� �}�(�� �À�������]�v���•�� �š�Z���š�� ���}�v�(���Œ�� ���� ���Œ�}������ �‰�Œ�}�š�����Ÿ�}�v�� ���P���]�v�•�š�� �(�µ�š�µ�Œ���� ���u���Œ�P�]�v�P�U��
���]�•�����•�����š�Z�Œ�����š���v�]�v�P�������š���r���}�s�[�•�� ���v���� �^���Z�^�r���}�s�r�î�� �s�K���[�•�X���&�µ�Œ�š�Z���Œ�� �Œ���•�����Œ���Z�� �]�•�� �v������������ �š�}�� ���o�µ���]�����š���� �]�(�� ���� �•�Ç�u�‰�š�}�u�o���•�•��
�]�v�(�����Ÿ�}�v�����v���l�}�Œ�����v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���o�����Æ�‰�}�•�µ�Œ�����š�}���^���Z�^�r���}�s�r�î���}�Œ�����v�}�š�Z���Œ�������š���r���}�s���š�Œ�]�P�P���Œ�•���š�Z�������•�•�µ�u�������^�u���u�}�Œ�Ç�_�����v�Ÿ���}���Ç��
�Œ���•�‰�}�v�•�����]�v���Á�]�o�������}���Œ�•�X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���^���Z�^�r���}�s�r�î�U�������š���r���}�Œ�}�v���À�]�Œ�µ�•���•�U���‰�Œ���r�����v�����‰�}�•�š�r�‰���v�����u�]���U���Z�µ�u���v���•���Œ���U���(���Œ�u�����v�]�u���o���•���Œ���U���Á�]�o����
���}���Œ���•���Œ���U�����Œ�}�•�•�r�v���µ�š�Œ���o�]�Ì���Ÿ�}�v 
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�t���•�š���E�]�o�����(���À���Œ�����}�v�.�Œ�u�������]�v�������Z�}�Œ�•�����]�v���š�Z�����h�v�]�š�������<�]�v�P���}�u���(�}�o�o�}�Á�]�v�P���Œ�������v�š��
�(�}�Œ���]�P�v���š�Œ���À���o 
 
���Œ�Œ���v���:���&�}�o�o�Ç�í�U���D�]�Œ�i���u���^���Z�]�o�o�]�v�P�í�U�������«�v�������µ�v�l���o�î�U���&���o�l�}���^�š���]�v�������Z�í�U���d�}���Ç���&�o�}�Ç���í�U�����o���Æ���E�µ�y���Ì�í�����v�����E�]���Z�}�o���•��
�:�}�Z�v�•�}�v�í�Ž 
 
1 National Reference Laboratory for West Nile virus, Animal and Plant Health Agency, Woodham Lane, Addlestone, 
Surrey, KT15 3NB, UK. 
2 Royal Veterinary College, Hawkshead Lane, Hatfield, Hertfordshire, AL9 7TA, UK. 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���E�]���l�X�:�}�Z�v�•�}�v�›���‰�Z���X�P�}�À�X�µ�l�� 
 
�t���•�š�� �E�]�o���� �À�]�Œ�µ�•�� �~�t�E�s�•�U������ �Ì�}�}�v�}�Ÿ���� �u�}�•�‹�µ�]�š�}�r���}�Œ�v���� �G���À�]�À�]�Œ�µ�•�U�� �]�•�� �]�v���Œ�����•�]�v�P�� �]�š�•�� �P���}�P�Œ���‰�Z�]���� �Œ���v�P���� �]�v�� ���µ�Œ�}�‰���U��
���o�š�Z�}�µ�P�Z�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �Z���•�� �v�}�š�� �������v�� �����š�����š������ �]�v�� �š�Z���� �h�v�]�š������ �<�]�v�P���}�u�� �~�h�<�•�� �š�Z�Œ�}�µ�P�Z�� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����X�� ���‹�µ�]�v���•�� ���Œ����
�•�µ�•�����‰�Ÿ���o�����š�}���t�E�s���]�v�(�����Ÿ�}�v�U�������µ�•�]�v�P���‰�}�o�]�}���v�����‰�Z���o�}�u�Ç���o�]�Ÿ�•���]�v�������•�u���o�o���‰�Œ�}�‰�}�Œ�Ÿ�}�v���}�(�������•���•���š�Z���š�������v���o���������š�}��
�•���À���Œ�������]�•�����•�������v�����������š�Z�X���/�v���E�}�À���u�����Œ���î�ì�î�î�U�������ó�r�Ç�����Œ�r�}�o�����u���Œ�����Œ���š�µ�Œ�v�������š�}���š�Z�����h�<���(�Œ�}�u�����v�����o�µ���_�����]�v���^�‰���]�v�X��
�h�‰�}�v�����Œ�Œ�]�À���o���]�v���š�Z�����h�<�U�����o�]�v�]�����o���•�]�P�v�•���}�(�����š���Æ�]���U���Z�Ç�‰���Œ���•�š�Z���•�]�������v�����Œ�}�}�š�����v���•�•���Á���Œ�����}���•���Œ�À�����U�����v�����š�Z�����u���Œ����
�Á���•���š�Œ���v�•�(���Œ�Œ�������š�}�����v�����‹�µ�]�v�����Z�}�•�‰�]�š���o�X���&�µ�Œ�š�Z���Œ���•�]�P�v�•�U���]�v���o�µ���]�v�P���u���Œ�l�������u�µ�•���o�����(���•���]���µ�o���Ÿ�}�v�•�����v�����š�Œ���u�}�Œ�•���Á���Œ����
�v�}�š�����U�� �u�}�•�š�� �‰�Œ�}�u�]�v���v�š�o�Ç�� �]�v�� �š�Z���� �(�������� ���v���� �}�À���Œ�� �š�Z���� �•�Z�}�µ�o�����Œ�•�U�� ���v���� ���]�o���š���Œ���o�� �Z�]�v���� �o�]�u���� �Á�����l�v���•�•�X�� ����
�v���•�}�‰�Z���Œ�Ç�v�P�����o���•�Á�������•���u�‰�o�����Á���•���v���P���Ÿ�À�����(�}�Œ�����}�š�Z�����‹�µ�]�v�����Z���Œ�‰���•�À�]�Œ�µ�•���í�����v�����ð�X�����µ�����š�}���•�����•�}�v���o���‰�Œ���•���v�������}�(��
�t�E�s���]�v���^�‰���]�v�U�����}�u���]�v�������Á�]�š�Z���š�Z�������o�]�v�]�����o���‰�Œ���•���v�š���Ÿ�}�v�U���•���Œ�µ�u���Á���•�����Œ���Á�v�����v�����•�µ���u�]�©�������(�}�Œ���t�E�s�����v�Ÿ���}���Ç��
�š���•�Ÿ�v�P�X���t�E�s���/�P�D�����v�Ÿ���}���]���•���Á���Œ���������š�����š�����U���]�v���]�����Ÿ�À�����}�(���Œ�������v�š���]�v�(�����Ÿ�}�v���}�Œ���À�������]�v���Ÿ�}�v�X���,�}�Á���À���Œ�U���š�Z�����u���Œ����
�Z�������v�}���Œ�����}�Œ�����}�(���t�E�s���À�������]�v���Ÿ�}�v�X���������t�E�s���•�‰�����]�.�����Z�d�r�‹�W���Z���(���]�o�������š�}�������š�����š���À�]�Œ�µ�•���]�v���•���Œ�µ�u�����v���������Œ�����Œ�}�•�‰�]�v���o��
�G�µ�]���� �•���u�‰�o���•�X���d�Z���� �u���Œ�����Á���•�� �š�Œ�����š������ �Á�]�š�Z�����v�Ÿ�r�]�v�G���u�u���š�}�Œ�]���•�� ���v���� �]�š�•�� �Z�����o�š�Z���]�u�‰�Œ�}�À�����U�����o�o�}�Á�]�v�P�����]�•���Z���Œ�P����
�(�Œ�}�u���Z�}�•�‰�]�š���o�X���,�}�Á���À���Œ�U���š�Z�����u���Œ���[�•�����}�v���]�Ÿ�}�v���•�µ���•���‹�µ���v�š�o�Ç�������š���Œ�]�}�Œ���š���������v�������L���Œ���Œ���r�����u�]�•�•�]�}�v���]�š���Œ���‹�µ�]�Œ������
���µ�š�Z���v���•�]�����}�v���Á���o�(���Œ�����P�Œ�}�µ�v���•�X���&�}�o�o�}�Á�]�v�P���v�����Œ�}�‰�•�Ç�U���t�E�s���Z�E�����Á���•�������š�����š�������]�v�����Œ���]�v���Ÿ�•�•�µ�������}�v�.�Œ�u�]�v�P���š�Z����
���]���P�v�}�•�]�•���}�(���t���•�š���E�]�o�����(���À���Œ�X���^���‹�µ���v���������v���o�Ç�•�]�•�����}�v�.�Œ�u�������š�Z�����À�]�Œ�µ�•�����•�������o�}�v�P�]�v�P���š�}���t�E�s���o�]�v�����P�����í�X���d�Z�����Œ���P�]�}�v��
�}�(�� ���v�����o�µ���_���U���Á�Z���Œ���� �š�Z���� �Z�}�Œ�•�����Z������ �š�Œ���À���o�o������ �š�}�U�����Æ�‰���Œ�]���v�������� ���� �t�E�s�� �o�]�v�����P���� �í�� �}�µ�š���Œ�����l�� ���u�}�v�P�����‹�µ�]�v���•�� �]�v��
�î�ì�î�ì���Á�]�š�Z���•�µ���•���‹�µ���v�š�������•���•���Œ���‰�}�Œ�š�������]�v���î�ì�î�í�����v�����î�ì�î�î�X���/�š���]�•���o�]�l���o�Ç���š�Z���š���t�E�s���Á���•���š�Œ���v�•�u�]�©�������š�}���š�Z�����u���Œ����
�Á�Z�]�o�����]�v���^�‰���]�v�X���d�Z�]�•�������•�����]�•�������Ÿ�u���o�Ç���Œ���u�]�v�����Œ���š�Z���š���À�������]�v���Ÿ�}�v�����P���]�v�•�š���t�E�s���]�•���Z�]�P�Z�o�Ç���Œ�����}�u�u���v���������]�v�����‹�µ�]�v���•��
�š�Z���š�����Œ�����š�Œ���À���o�o�]�v�P���š�}�����Œ�����•���Á�Z���Œ�����t�E�s���]�•���•�����•�}�v���o�o�Ç���‰�Œ���•���v�š���}�Œ�����v�����u�]���U�����v�����‰���Œ�Ÿ���µ�o���Œ�o�Ç�����µ�Œ�]�v�P���š�Z�����À�����š�}�Œ��
�����Ÿ�À�����•�����•�}�v�X�� 
 
Keywords: West Nile virus, importation, phylogeny 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���d�Z�]�•���•�š�µ���Ç���Á���•���(�µ�v�����������Ç���š�Z���������‰���Œ�š�u���v�š���(�}�Œ�����v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���&�}�}�������v�����Z�µ�Œ���o�����+���]�Œ�•�U���d�Z�����^���}�«�•�Z�����v����
�t���o�•�Z���P�}�À���Œ�v�u���v�š�•���š�Z�Œ�}�µ�P�Z���P�Œ���v�š���^�s�ï�ì�ð�ñ 
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�W�ì�í�X���h�•�����}�(�������o�µ�u�]�v���•�����v�š���Œ���‰�}�Œ�š���Œ���À�]�Œ�µ�•���(�}�Œ���Œ���‰�]�������•�•���•�•�u���v�š���}�(���À�������]�v�������8�������Ç��
���P���]�v�•�š�����o�µ���š�}�v�P�µ�����À�]�Œ�µ�• 
 
�>�µ�]�•���:�]�u� �v���Ì�r���������o�o�}�í�U�Ž�U���^���Œ�P�]�}���h�š�Œ�]�o�o���r�d�Œ�]�P�}�í�U�����o���i���v���Œ�}���D���Œ�_�v�r�>�•�‰���Ì�î�U���D�]�P�µ���o���/�o�o���•�����•�r���u�}�í�U�����À���������o�À�}�r�W�]�v�]�o�o���í�U��
�W�]���š���s���v���Z�]�i�v�ï�U�ð�U�����]�š�}�Œ���E�}�P���o���•�í���Ç���:���À�]���Œ���K�Œ�š���P�}�í 

 
�í�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v���^���v�]�����������v�]�u���o���~���/�^���•�U�������v�š�Œ�}���E�����]�}�v���o���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v���Ç���d�����v�}�o�}�P�_�������P�Œ���Œ�]�����Ç��
���o�]�u���v�š���Œ�]�����~�/�E�/���r���^�/���•�U���s���o�����}�o�u�}�•�U���^�‰���]�v�X 
�î���z���o�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���^���Z�}�}�o���}�(���D�����]���]�v���U���E���Á���,���À���v�U���h�^���X 
�ï���t���P���v�]�v�P���v�����]�}�À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���Z���•�����Œ���Z�U���>���o�Ç�•�š�����U���E���š�Z���Œ�o���v���•�X 
�ð�����v�š�Œ�����(�}�Œ���,�µ�u���v���D���š�����}�o�}�u�]���•�U���E�}�Œ�š�Z�r�t���•�š���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���W�}�š���Z���(�•�š�Œ�}�}�u�U���^�}�µ�š�Z�����(�Œ�]�����X 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���o�B�X���������o�o�}�›�]�v�]���X���•�]���X���•�� 
 
Generation of reporter viruses by reverse genetics (RG) is a useful molecular tool to explore and characterize 
viral diseases. Replication-competent reporter viruses expressing luminescent tags have been key for 
studying different viral aspects, and very handy for high-throughput screening assays. For Bluetongue virus 
(BTV), the etiological agent of Bluetongue (BT), just a modified replication-competent BTV-1 that expresses 
the fluorescent mCherry fused to the NS3 protein has been constructed so far. Therefore, designing of 
recombinant reporter viruses would enhance knowledge on BTV as well as provide a tool that will upgrade 
evaluation of novel vaccine candidates against this virus. By reverse genetics, we have previously designed 
and rescued a recombinant BTV-8 backbone-based virus expressing NanoLuciferase (rBTV-8/Nluc). To 
generate this virus, we synthesized a modified genome segment 5 encoding NS1 protein with the NLuc 
reporter gene located downstream and separated by the Porcine teschovirus-1 (PTV-1) 2A autoproteolytic 
cleavage site. In this work, we evaluated the potential of this newly generated recombinant BTV expressing 
the NanoLuciferase reporter gen to facilitate and accelerate vaccine efficacy studies against this relevant viral 
disease. 
A group of IFNAR(-/ -) mice (n=10) was immunized with the commercial inactivated vaccine VETIA's 
BLUEVAC®BTV(8) against BTV-8 following a homologous prime-boost regime administered four weeks apart. 
A group of IFNAR(-/ -) mice (n=10) was left untreated. Four weeks after the boost dose, both groups of animals 
were challenged with a lethal dose of rBTV8/NLuc (1000 PFU) and mice were monitored daily for signs of 
disease and survival. After viral challenge, viral replication and NLuc activity were determined in blood and 
plasma samples, respectively.  
Immunization with the commercial vaccine was fully protective, preventing illness or death in vaccinated 
mice, while most of mock-vaccinated mice succumbed to the challenge and only two out of ten mice mice 
survived. Consistent with these observations, viral replication and NLuc measures were higher in mock-
vaccinated mice at all the time points evaluated. As the reporter gene was fused to the non-structural protein 
NS1, luciferase activity is only detected after virus replication. In this sense, the bioluminescent signal kinetics 
in plasma samples were consistent and correlated with virus titer kinetics.  
���o�o���š�Z���•���������š���������u�}�v�•�š�Œ���š���•���š�Z���š�U�����š���o�����•�š���]�v���u�]�����U���E�>�µ���r���Æ�‰�Œ���•�•�]�v�P���Œ���d�s�•�����Œ���������•�µ�]�š�����o�������]�}�š�����Z�v�}�o�}�P�]�����o���]�v�•�š�Œ�µ�u���v�š���(�}�Œ��
�š�Z�����Œ���‰�]�������v���������•�Ç���‰�Œ�����o�]�v�]�����o�����•�•���•�•�u���v�š���}�(���v�}�À���o���À�������]�v���•�����P���]�v�•�š�����d�s�X 
 
Keywords: Bluetongue virus (BTV), reverse genetics, reporter gene, luciferase, vaccine 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�������}�Œ�������l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���W�/���î�ì�î�ì�r�í�í�î�õ�õ�î�Z�Z�r�/�ì�ì 
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�W�ì�ï�X���&�]�Œ�•�š���Œ���‰�}�Œ�š���}�(���W�}�Œ���]�v�����Œ���•�‰�]�Œ�}�À�]�Œ�µ�•���í���~�W�Z�s�í�•�����v�����}�(���^�Á�]�v�����}�Œ�š�Z�}�‰�v���µ�u�}�À�]�Œ�µ�•��
�~�^�K�s�•���]�v���•�Á�]�v�����]�v���/�š���o�Ç 
 
�>���µ�Œ���� �^�}�o�]���v�]�í�Ž�U���'�]�}�Œ�P�]�}�������o�Ì���v�]�î�U���>���µ�Œ���� �����]�}�v�]�í�U�������u�]�o�o���� �d�}�Œ�Œ���P�P�]���v�]�í�U�����o�]������ �W�Œ�}�•�‰���Œ�]�í�U�����v���Œ������ �>�µ�‰�‰�]�í�U�����Z�]���Œ����
���Z�]���‰�‰�}�v�]�í�U�î�X�� 
 
�í���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����>�}�u�����Œ���]�������������o�o�[���u�]�o�]���r�Z�}�u���P�v�����~�/�•�^�>���Z�•�U���W���Œ�u���U���/�š���o�Ç 
�î���h�v�]�À���Œ�•�]�š���������P�o�]���^�š�µ���]�����]���W���Œ�u���U���W���Œ�u���U���/�š���o�Ç�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���o���µ�Œ���X�•�}�o�]���v�]�›�]�Ì�•�o���Œ�X�]�š������ 
 
Porcine Respirovirus 1 (PRV1), which was previously known as Porcine Parainfluenza virus 1, and Swine 
Orthopneumovirus (SOV) are both single-stranded, non-segmented, negative sense RNA viruses. Both PRV1 
and SOV are emerging porcine respiratory viruses. As of now, PRV1 and SOV infections in pigs, their 
pathogenicity and their effect on swine health are still unknown. While there have been reports of the 
detection of these viruses in some European countries, no data are available regarding their circulation in 
Italy.  
�&�Œ�}�u���^���‰�š���u�����Œ���î�ì�î�î���š�}���&�����Œ�µ���Œ�Ç���î�ì�î�ï�U���ï�ð�ï���•���u�‰�o���•���}�(���•�Á�]�v�����}�Œ�]�P�]�v�U�����}�o�o�����š�������(�}�Œ�����]���P�v�}�•�Ÿ�����‰�µ�Œ�‰�}�•���•�U���Á���Œ�����•���Œ�����v������
�š�}�������š�����š���W�Z�s�í�����v�����^�K�s�X���ñ�õ�9���}�(���š�Z�����•���u�‰�o���•���Á���Œ�������}�o�o�����š�������(�Œ�}�u���‰�]�P�•���]�v���E�}�Œ�š�Z���Œ�v���/�š���o�Ç�U�����•���‰���Œ�š���}�(���‰���•�•�]�À�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����U��
�]�v���Á�Z�]���Z�����o�]�v�]�����o���•�‰�����]�u���v�•�����Œ�����Œ�}�µ�Ÿ�v���o�Ç���š���•�š�������(�}�Œ���•�Á�]�v�����]�v�G�µ���v�Ì�������v�����(�}�Œ���‰�}�Œ���]�v���� �Œ���‰�Œ�}���µ���Ÿ�À���� ���v���� �Œ���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç��
�•�Ç�v���Œ�}�u�����~�W�Z�Z�^�•�X���ð�í�9���}�(���š�Z�����•���u�‰�o���•���Á���Œ�������}�o�o�����š�������(�Œ�}�u���Á�]�o�������}���Œ�•�����µ�Œ�]�v�P�������Œ���P�]�}�v���o���u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P���‰�o���v�����v�����Á���Œ����
�Œ�}�µ�Ÿ�v���o�Ç���š���•�š�������(�}�Œ���]�v�G�µ���v�Ì������ ���À�]�Œ�µ�•�X�����L���Œ���v�µ���o���]���������]���•�����Æ�š�Œ�����Ÿ�}�v�U���Œ�����o�r�Ÿ�u�����Z�d�r�W���Z���Á���•���‰���Œ�(�}�Œ�u�������Á�]�š�Z���‰�Œ�]�u���Œ�•�����v����
�‰�Œ�}�����•���•�‰�����]�.�����(�}�Œ���š�Z�����Z���u���P�P�o�µ�Ÿ�v�]�v�r�v���µ�Œ���u�]�v�]�����•�����P���v�����}�(���W�Z�s�í�����v�����(�}�Œ���š�Z�����v�µ���o���}�����‰�•�]�����P���v�����}�(���^�K�s�X�� 
Out of 343 samples, 16 and 9 samples tested positive for PRV1 and for SOV respectively. Mean Cq values of 
positive samples were of 32.35 for PRV1 and of 32.15 for SOV. Interestingly, three samples collected from 
pigs tested positive for both viruses, while only one wild boar sample tested positive for PRV1 and one for 
SOV. Moreover, six pig samples tested positive for both PRV1 and PRRS. Taken together, these preliminary 
results highlighted a relatively low prevalence for both viruses in pigs (7.3%-PRV1, 3.9%-SOV). Although, it is 
worth noticing that the analysed samples came from passive surveillance, and because of that, could not be 
representative of the real prevalence.  
�d�}���š�Z���������•�š���}�(���}�µ�Œ���l�v�}�Á�o�����P���U���š�Z�]�•���]�•���š�Z�����.�Œ�•�š���Œ���‰�}�Œ�š���Œ���P���Œ���]�v�P���W�Z�s�í�����v�����^�K�s�����]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���]�v���š�Z�����^�µ�]���������‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v���]�v��
�/�š���o�Ç�X���&�µ�Œ�š�Z���Œ���]�v�À���•�Ÿ�P���Ÿ�}�v�•�����Œ�����v�������������š�}�������©���Œ���µ�v�����Œ�•�š���v�����W�Z�s�í�����v�����^�K�s���u�}�o�����µ�o���Œ�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�����v�����š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v��
�Œ�}�µ�š���•�X���'�]�À���v���š�Z���š�U���������]�Ÿ�}�v���o�������Ÿ�À�]�Ÿ���•���Á�]�o�o���(�}���µ�•���}�v���š�Œ�Ç�]�v�P���À�]�Œ���o���]�•�}�o���Ÿ�}�v�����v�����š�}���‰���Œ�(�}�Œ�u���t�'�^�U���]�v���}�Œ�����Œ���š�}���]�v�À���•�Ÿ�P���š����
�š�Z�����P���v���Ÿ�������]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(�����}�š�Z���À�]�Œ�µ�•���•�U�����v�����š�}�������©���Œ���µ�v�����Œ�•�š���v�����]�(���š�Z���Ç���u���Ç���‰�o���Ç�������Œ�}�o�����]�v���š�Z�����W�}�Œ���]�v�����Z���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç�����]�•�����•����
���}�u�‰�o���Æ���~�W�Z�����•�X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���^�Á�]�v���U���Œ���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç���À�]�Œ�µ�•���•�U���‰�}�Œ���]�v�����Œ���•�‰�]�Œ�}�À�]�Œ�µ�•���í�U���•�Á�]�v�����}�Œ�š�Z�}�‰�v���µ�u�}�À�]�Œ�µ�•�� 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���^�š�µ���Ç���‰���Œ�Ÿ���o�o�Ç���(�µ�v�����������Ç���/�š���o�]���v���D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(���,�����o�š�Z�U���W�Z���î�ì�î�ì�ì�ì�ñ�X 
 
�����l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���t�����Á�}�µ�o�����o�]�l�����š�}���š�Z���v�l���W�Œ�}�(���•�•�}�Œ���d�]�u�u���,���Œ�����Œ�����v�������}���š�}�Œ�����v�v�]�l�����'�Œ�����(���(�Œ�}�u���&�Œ�]�����Œ�]���Z�r�>�}���K���Œ�r
�/�v�•�Ÿ�š�µ�š���(�}�Œ���l�]�v���o�Ç���‰�Œ�}�À�]���]�v�P���Z�E�����‰�}�•�]�Ÿ�À�������}�v�š�Œ�}�o�•���(�}�Œ�����}�š�Z���W�Z�s�í�����v�����^�K�s 
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�W�ì�ð�X�������š�r���}�Œ�v�����/�•�•�Ç�l�r�<�µ�o���À�]�Œ�µ�•�W�����µ�Œ�}�‰�����v�����Æ�‰���v�•�]�}�v���}�(�������Ì�}�}�v�}�Ÿ�������P���v�š�M 
 
�^�����Œ�]�v���������v�Ì�]���v�]�Ž�U�����v�v���������•�š���o�o�]�U���&�Œ���v�����•�������&�������]�v�U���>���µ�Œ�����^�}�o�]���v�]�U���d�]�Ì�]���v�����d�Œ�}�P�µ�U�����v�Œ�]�������^�}�Ì�Ì�]�U�����Z�]���Œ�������Z�]���‰�‰�}�v�]�U��
���v�����D�}�Œ���v�}�U�����v�š�}�v�]�}���>���À���Ì�Ì���U�������À�]�������>���o�o�] 
 
�í���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����>�}�u�����Œ���]�������������o�o�[���u�]�o�]�����Z�}�u���P�v���U���s�]�������]���v���Z�]���õ���r���î�ñ�í�î�ð�����Œ���•���]���U���/�š���o�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���•�����Œ�]�v���X�����v�Ì�]���v�]�›�]�Ì�•�o���Œ�X�]�š�� 
 
�/�•�•�Ç�l�r�<�µ�o���À�]�Œ�µ�•���~�/�^�<�s�•�U���E���]�Œ�}�À�]�Œ�]���������(���u�]�o�Ç�U���]�•�������Ì�}�}�v�}�Ÿ�����À�]�Œ�µ�•���.�Œ�•�š�o�Ç�������š�����š�������]�v���ó�ì�[�r���ô�ì�[���]�v�������v�š�Œ���o�����•�]�����(�Œ�}�u��
���}�š�Z���E�Ç���š���o�µ�•�� �v�}���š�µ�o���������š�•�� ���v���� �����š�� �Ÿ���l�•�X�� �Z�������v�š�o�Ç�U�� �/�^�<�s�� �P���v�}�u���� �Z���•�� �������v�� �����š�����š������ �]�v�� �����š�•�� �]�v�� �'���Œ�u���v�Ç��
�~���‰�š���•�]���µ�•���v�]�o�•�•�}�v�]�]�•�����v�����^�Á�������v���~�D�Ç�}�Ÿ�•�����Œ���v���Ÿ�]�•���•�µ�P�P���•�Ÿ�v�P�������‰�}�•�•�]���o�����P���}�P�Œ���‰�Z�]�����o�����Æ�‰���v�•�]�}�v���š�}�����µ�Œ�}�‰���X���/�v��
�š�Z�]�•�� �•�š�µ���Ç�U�� �(�}�o�o�}�Á�]�v�P�� �š�Z���� �‰�Œ���À�]�}�µ�•�� �]�•�}�o���Ÿ�}�v�� ���v���� �P���v�}�u���� ���Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v�� �}�(�� �/�^�<�s�� �(�Œ�}�u�� ���v���,�Ç�‰�•�µ�P�}�� �•���À�]�]��
�•���u�‰�o�������]�v���E�}�Œ�š�Z���Œ�v���/�š���o�Ç���]�v���î�ì�î�í�U���Á�����‰���Œ�(�}�Œ�u�����������•�‰�����]�.�����/�^�<�s���•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������]�v�������š���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�•���]�v���}�Œ�����Œ���š�}��
�����‹�µ�]�Œ�������‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�����o���]�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v���}�v���]�š�•���À�]�Œ���o�������}�o�}�P�Ç�����v�������]�+�µ�•�]�}�v�X 
�����š�•�� �Á���Œ���� ���}�o�o�����š������ �(�Œ�}�u�� �Á�]�o���o�]�(���� �Œ���Z�����]�o�]�š���Ÿ�}�v�� �����v�š���Œ�•�� �~�t�Z���•�� �]�v�� �>�}�u�����Œ���Ç�� ���v���� ���u�]�o�]���r�Z�}�u���P�v���� �Œ���P�]�}�v�•��
�~�E�}�Œ�š�Z���Œ�v���/�š���o�Ç�•���(�Œ�}�u���î�ì�í�ó���š�}���î�ì�î�î�X���d�Z�����‰�Œ���•���v�������}�(���o�Ç�•�•���À�]�Œ�µ�•���Á���•�����Æ���o�µ�����������Ç���W���Z���}�v�����Œ���]�v���•���u�‰�o���•�������(�}�Œ����
�‰���Œ�(�}�Œ�u�]�v�P�����v�Ç���}�š�Z���Œ�����v���o�Ç�•�]�•�X�����E���������Œ���}���]�v�P���Á���•���µ�•�������(�}�Œ�������š���•�‰�����]���•���]�����v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v�X���d�]�•�•�µ�����•���u�‰�o���•���(�Œ�}�u��
���]�+���Œ���v�š���}�Œ�P���v�•���~�o�µ�v�P�U���Z�����Œ�š�U���•�‰�o�����v�U���P�µ�š�����v�������Œ���]�v�•���Á���Œ�������}�o�o�����š���������v�������v���o�Ç�Ì���������Ç�������•�‰�����]�.�����/�^�<�s�����v���r�‰�}�]�v�š��
�W���Z���š���Œ�P���Ÿ�v�P���>���P���v�����•�‰�����]�.�����o�o�Ç�������À���o�}�‰�������(�}�Œ���š�Z�����‰�µ�Œ�‰�}�•���X�� 
�����š�}�š���o���}�(���ï�ô�ó�������š�•�������o�}�v�P�]�v�P���š�}���í�ï�����]�+���Œ���v�š���•�‰�����]���•���Á���Œ�������}�o�o�����š�����X���,�Ç�‰�•�µ�P�}���•���À�]�]�����v�����W�]�‰�]�•�š�Œ���o�o�µ�•���l�Z�µ�o�]�]���Á���Œ����
�š�Z�����u�}�•�š���Œ���‰�Œ���•���v�š���Ÿ�À�����•�‰�����]���•�U���ð�ô�X�ï�ô�9�����v�����ð�ì�X�ô�ò�9���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�X���K�š�Z���Œ���š�Z���v���š�Z�����.�Œ�•�š���/�^�<�s���•�š�Œ���]�v���~�/�d�r�î�õ�ó�ï�ð�ô�r
�ï�ð�l�î�ì�î�î�•���]�•�}�o���š�������(�Œ�}�u�����v�������µ�o�š���(���u���o�����}�(���,�Ç�‰�•�µ�P�}���•���À�]�]���]�v�������Œ�P���u�}���‰�Œ�}�À�]�v�������]�v���î�ì�î�î�U���Á�����(�}�µ�v�����.�À�����u�}�Œ����
�/�^�<�s���‰�}�•�]�Ÿ�À�����•���u�‰�o���•�U�����o�o���(�Œ�}�u���,�Ç�‰�•�µ�P�}���•���À�]�]�������š�•���Œ�����}�À���Œ�������]�v���t�Z���•���]�v���î�ì�í�ó�U���î�ì�î�ì�����v�����î�ì�î�í�X���D�}�o�����µ�o���Œ�����v����
�‰�Z�Ç�o�}�P���v���Ÿ�������v���o�Ç�•���•�����Œ�����]�v���‰�Œ�}�P�Œ���•�•���]�v���}�Œ�����Œ���š�}�����Z���Œ�����š���Œ�]�•�����š�Z�����v���Á���•���‹�µ���v�����•�����v�������}�u�‰���Œ�����š�Z���u���š�}���š�Z����
�.�Œ�•�š���/�^�<�s���/�š���o�]���v���]�•�}�o���š���U���Á�Z�]���Z���]�v���š�µ�Œ�v���•�Z�}�Á�������Z�]�P�Z���v�µ���o���}�Ÿ�������•�]�u�]�o���Œ�]�š�Ç���(�}�Œ���������Z���P���v�����•���P�u���v�š���~�>�U���D�U���^�•���š�}��
�/�^�<�s���•�š�Œ���]�v�•�������š�����š�������]�v�������š�•���]�v���'���Œ�u���v�Ç���~�•�š�Œ���]�v���W���'���Z�•�����v���������v�š�Œ���o�����•�]�����~�•�š�Œ���]�v���>���/�s�r�ï�í�ñ�<�•�X���� 
�/�š���o�]���v���/�^�<�s�����‰�‰�����Œ�•���š�}�����������•�•�}���]���š�������š�}���,�Ç�‰�•�µ�P�}���•���À�]�]�U�������•�Ç�v���v�š�Z�Œ�}�‰�]�������v�����•�������v�š���Œ�Ç�������š���•�‰�����]���•���Á�Z�]���Z���Œ�}�}�•�š��
�]�v�����µ�]�o���]�v�P�•�U���š�Z�µ�•���•�µ�P�P���•�Ÿ�v�P�����À���v�������‰�}�•�•�]���o�����‰�µ���o�]�����Z�����o�š�Z���]�u�‰�o�]�����Ÿ�}�v�X���Z���š�Œ�}�•�‰�����Ÿ�À�������v���o�Ç�•�]�•���š�Œ���������������l���š�Z����
�‰�Œ���•���v�������}�(���/�^�<�s���]�v���E�}�Œ�š�Z���Œ�v���/�š���o�Ç���š�}���î�ì�í�ó���•�µ�P�P���•�Ÿ�v�P���š�Z���š���]�š���Z���•���������v���‰�Œ�}�������o�Ç���‰�Œ���•���v�š���]�v���š�Z�]�•�����Œ�������(�}�Œ���•���À���Œ���o��
�Ç�����Œ�•�X�� 
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�W�ì�î�X�� ���•�š�����o�]�•�Z�u���v�š�� �}�(�� ���v�� �}�À�]�v���� �����o�o�� �o�]�v���� �����Œ�]�À������ �(�Œ�}�u�� �‰���Œ�]�‰�Z���Œ���o�� ���o�}�}����
�u�}�v�}���Ç�š���•�� ���v���� �]�š�•�� �‰�}�š���v�Ÿ���o�� �µ�•���� ���•�� �]�v�� �À�]�š�Œ�}�� �u�}�����o�� �š�}�� �•�š�µ���Ç�� �o�]�À���•�š�}���l�� �À�]�Œ���o��
�]�v�(�����Ÿ�}�v�• 
 
�>�}�Œ���v�Ì�}���'�í�Ž�U�����_���Ì�r�W�Œ�����}���^�î�U���:�]�u� �v���Ì�r���������o�o�}���>�í�U�����}�Œ�Œ���P�}�����í�U���K�Œ�š���P�}���:�í�U�����Œ�µ�v�����í 

 
�í�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v���^���v�]�����������v�]�u���o���~���/�^���•�U���/�E�/���r���^�/���U���î�ô�í�ï�ì���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v�� 

�î�������‰���Œ�š���u���v�š�}���������&�]�•�]�}�š���Œ���‰�]���U�����]���v���]���•�����]�}�u� ���]�����•���Ç���D�����]���]�v���U���h�v�]�À���Œ�•�]�������������������}�Œ�µ�y�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���o�}�Œ���v�Ì�}�X�P���u���›�]�v�]���X���•�]���X���• 
 
�s�]�Œ�µ�•���]�•�}�o���Ÿ�}�v���]�•���•�Ÿ�o�o���µ�•���������•���š�Z�����u�}�•�š�����}�u�u�}�v�����•�•���Ç���š�}���]�����v�Ÿ�(�Ç���š�Z�����À�]�Œ���o�����P���v�š���(�}�Œ�����]���P�v�}�•�]�•���}�v���]�v�(�����Ÿ�}�v�•���]�v��
�À���š���Œ�]�v���Œ�]���v�� �o�����}�Œ���š�}�Œ�]���•�� �Á�Z���v�� �š�Z���� �Œ���•�µ�o�š�•�� �}�(�� �u�}�o�����µ�o���Œ�� �š���•�Ÿ�v�P�� �}�Œ�� �•���Œ�}�o�}�P�Ç�� ���Œ���� �µ�v���À���]�o�����o���� �}�Œ�� ���‹�µ�]�À�}�����o�X��
�W�Œ�]�u���Œ�Ç�������o�o�•���}�(�����}�À�]�v���U���}�À�]�v�����}�Œ���‰�}�Œ���]�v�����}�Œ�]�P�]�v���}�Œ���]�u�u�}�Œ�š���o�]�Ì�����������o�o���o�]�v���•�����Œ�����µ�•���������•�������š�}�}�o���š�}���]�•�}�o���š�����À�]�Œ�µ�•���•��
�(�Œ�}�u�����]�}�o�}�P�]�����o���•���u�‰�o���•���}�Œ���š�}���P�Œ�}�Á���À�]�Œ�µ�•���]�v���o���Œ�P�������u�}�µ�v�š�•���š�Z���š�������v���������µ�•�������(�}�Œ���š�Z�����‰�Œ�}���µ���Ÿ�}�v���}�(���]�v�����Ÿ�À���š������
�À�������]�v���•�� �}�Œ�� �À�]�Œ���o�� ���v�Ÿ�P���v�� �]�v�� ���]���P�v�}�•�]�•�� �š�����Z�v�]�‹�µ���•�X�� �d�Z���� �u�����v�� ���]�•�����À���v�š���P���� �]�•�� �š�Z���š�� �š�Z���•���� �����o�o�� �o�]�v���•�� ���Œ���� �o���•�•��
�•�µ�•�����‰�Ÿ���o�����š�}���������]�v�(�����š���������v�������}�µ�o�����o���������š�}�������Z�]�P�Z���Œ���v�µ�u�����Œ���}�(���(���o�•�����v���P���Ÿ�À���•�X���D���•���v���Z�Ç�u���o���•�š�Œ�}�u���o�������o�o�•��
�~�D�^���•�����Œ���������‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v���}�(���µ�v���]�+���Œ���v�Ÿ���š�������•�š���u�������o�o�•���]�•�}�o���š�������(�Œ�}�u���•���À���Œ���o���Ÿ�•�•�µ���•�������.�v���������Ç���š�Z���]�Œ�������]�o�]�š�Ç���š�}��
�����Z���Œ�����š�}���‰�o���•�Ÿ�����•�µ�Œ�(�������•�U�����Æ�‰�Œ���•�•�����������Œ�š���]�v���‰���v���o���}�(���‰�Z���v�}�š�Ç�‰�]�����u���Œ�l���Œ�•�����v���������v�����]�+���Œ���v�Ÿ���š�����]�v�š�}�����]�+���Œ���v�š��
�o�]�v�����P���•�� �Á�Z���v�� ���µ�o�š�µ�Œ������ �]�v�� �•�‰�����]�.���� �]�v���µ���]�v�P�� �u�����]���X�� �d�Z���Œ���(�}�Œ���U�� �š�Z���� �u�����v�� ���]�u�� �}�(�� �š�Z�]�•�� �Á�}�Œ�l�� �Á���•�� �š�Z����
���Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v�U�����µ�o�š�µ�Œ�������v�������]�+���Œ���v�Ÿ���Ÿ�}�v���}�(�����������o�o���o�]�v�����P���v���Œ���š�������(�Œ�}�u���u���•���v���Z�Ç�u���o���•�š�Œ�}�u���o�������o�o�•���]�•�}�o���š������
�}�(���}�À�]�v�����‰���Œ�]�‰�Z���Œ���o�����o�}�}���X 
�d�Z���������o�o���o�]�v�����Á���•�����Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���������Ç���G�}�Á�����Ç�š�}�u���š�Œ�Ç���~�&�����^�•���µ�•�]�v�P�������‰���v���o���}�(���u�}�v�}���o�}�v���o�����v�Ÿ���}���]���•�����v�����Á���Œ����
���v���o�Ç�•������ ���Ç�� �Œ�����o�� �Ÿ�u���� �‹�µ���v�Ÿ�š���Ÿ�À���� �‰�}�o�Ç�u���Œ���•���� ���Z���]�v�� �Œ�������Ÿ�}�v���~�Z�d�� �‹�W���Z�•�� �µ�•�]�v�P�� �•�‰�����]�.���� �P���v���� �‰�Œ�]�u���Œ�� �‰���]�Œ�•��
�•���‹�µ���v�����•�� �(�Œ�}�u�� �•�µ�Œ�(�������� �u���Œ�l���Œ�•�� �}�(�� �Z���u���š�}�‰�}�]���Ÿ���� �����o�o�•�� �}�Œ�� �u���•���v���Z�Ç�u���o�� �����o�o�•�X�� �&�µ�Œ�š�Z���Œ�u�}�Œ���U�� �š�Z����
���]�+���Œ���v�Ÿ���Ÿ�}�v�� �‰�}�š���v�Ÿ���o�� �š�}�� �}�•�š���}���o���•�š�•�� �Á���•�� ���À���o�µ���š������ �µ�•�]�v�P�� �•�‰�����]�.���� ���]�+���Œ���v�Ÿ���Ÿ�}�v�� �u�����]�µ�u�X�� �&�]�v���o�o�Ç�U�� �š�Z����
�•�µ�•�����‰�Ÿ���]�o�]�š�Ç�� �}�(�� �š�Z���� �����o�o�� �o�]�v���� �š�}�� ������ �]�v�(�����š������ �Á�]�š�Z�� ���]�+���Œ���v�š�� �À�]�Œ�µ�•���•�� �����µ�•�]�v�P�� ���]�•�����•���� �]�v�� �Œ�µ�u�]�v���v�š�•�� �Á���•�� ���o�•�}��
�•�š�µ���]�����X 
���Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�� �Œ���•�µ�o�š�•�� �}���š���]�v������ ���Ç�� �Z�d�� �‹�W���Z�� ���v���� �&�����^�� �•�Z�}�Á������ �š�Z���š�� �����o�o�•�� ���Æ�‰�Œ���•�•������ ���]�+���Œ���v�š�� �u���•���v���Z�Ç�u���o��
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���À���v�š�•���o�]�v�l�������š�}���š�Z�����h�l�Œ���]�v�������Œ�]�•�]�•�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���D�]�Æ�������Z�µ�u���v���u�]�P�Œ���š�]�}�v�•�U�����(�Œ�]�����v���^�Á�]�v�����&���À���Œ�U���>�µ�u�‰�Ç���^�l�]�v�����]�•�����•���U���d�Œ���v�•���}�µ�v�����Œ�Ç�����v�]�u���o�����]�•�����•���• 
 
�����l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W�������&���E�����‰�Œ�}�i�����š�U���(�µ�v���������(�Œ�}�u���š�Z�������µ�Œ�}�‰�����v���h�v�]�}�v�[�•���,�}�Œ�]�Ì�}�v���î�ì�î�ì���Z�/�����‰�Œ�}�P�Œ���u�u�����µ�v�����Œ���š�Z����
�P�Œ���v�š�����P�Œ�����u���v�š���E�£�ó�ó�ï�ó�ì�í 
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�W�ì�ò�X���s�]�•�µ���o�]�Ì�]�v�P�� ���]�}�o�µ�u�]�v���•�����v�š�� ���o�µ���š�}�v�P�µ���� �À�]�Œ�µ�•�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �]�v�� �o�]�À�]�v�P�� �/�&�E���Z�~�r�l�r�•��
�u�]���� 
 
�^���Œ�P�]�}�� �h�š�Œ�]�o�o���r�d�Œ�]�P�}�í�Ž�U���>�µ�]�•�� �:�]�u� �v���Ì�r���������o�o�}�í�U�����À���������o�À�}�r�W�]�v�]�o�o���í�U���D�]�P�µ���o�� �/�o�o���•�����•�� ���u�}�í�U�����]�š�}�Œ���E�}�P���o���•�í�U���:���À�]���Œ��
�K�Œ�š���P�}�í�U�����o���i���v���Œ�}���D���Œ�_�v�r�>�•�‰���Ì�î 
 
�í�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v���^���v�]�����������v�]�u���o���~���/�^���•�U�������v�š�Œ�}���E�����]�}�v���o���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v���Ç���d�����v�}�o�}�P�_�������P�Œ���Œ�]�����Ç��
���o�]�u���v�š���Œ�]�����~�/�E�/���r���^�/���•�U���s���o�����}�o�u�}�•�U���î�ô�í�ï�ì���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v�X 
�î���^�����Ÿ�}�v���}�(���/�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•�U�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���/�v�š���Œ�v���o���D�����]���]�v���U���z���o�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���^���Z�}�}�o���}�(���D�����]���]�v���U���E���Á���,���À���v�U�����d��
�ì�ò�ñ�í�õ�U���h�^���X 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���•���Œ�P�]�}�X�µ�š�Œ�]�o�o���›�]�v�]���X���•�]���X���•�� 
 
Optical imaging of reporter gene labelled viruses in small animal models can allow us to perform real-time 
analysis of the infection process without sacrificing the host. Bluetongue virus (BTV) affects ruminant 
livestock such as cattle, sheep, goats and wild ruminants such as deer and camelids. In our laboratory we 
���Z���Œ�����š���Œ�]�Ì�����������µ�o�š���u�]�������Á�]�š�Z���P���v�����l�v�}���l�}�µ�š�•���}�(���š�Z�����]�v�š���Œ�(���Œ�}�v���r�l�t���Œ�������‰�š�}�Œ���~�/�&�E���Z-/ -) as a model of lethal 
BTV infection. By reverse genetics, we have designed and rescued a recombinant bluetongue virus serotype 
1 expressing Nanoluciferase (rBTV-1-Nluc). The objective of this work is monitoring BTV infection using a 
reporter-expressing virus in the IFNAR -/ - mice model. 
�d�}���P���v���Œ���š�����š�Z���•�����À�]�Œ�µ�•���•�U���Á�������µ�•�š�}�u���•�Ç�v�š�Z���•�]�Ì�����������u�}���]�.�������P���v�}�u�����•���P�u���v�š���ñ�����v���}���]�v�P���E�^�í���‰�Œ�}�š���]�v���Á�]�š�Z��
�š�Z�����Œ���‰�}�Œ�š���Œ���P���v�����o�}�����š���������}�Á�v�•�š�Œ�����u�����v�����•���‰���Œ���š���������Ç���š�Z�����W�}�Œ���]�v�����š���•���Z�}�À�]�Œ�µ�•�r�í���~�W�d�s�r�í�•���î�������µ�š�}�‰�Œ�}�š���}�o�Ç�Ÿ����
���o�����À���P�����•�]�š���X�������P�Œ�}�µ�‰���}�(���/�&�E���Z�r�l�r���u�]�������~�v
0�A
0�ð�U���î���u���o���•�����v�����î���(���u���o���•�•���Á���Œ�����•�µ�����µ�š���v���}�µ�•�o�Ç���]�v�(�����š�������Á�]�š�Z���í�ì�ï��
�W�&�h�l�u�]�������}�(���Œ���d�s�r�í�r�E�o�µ�������v�������]�}�o�µ�u�]�v���•�����v�������Á���•���u�}�v�]�š�}�Œ���������À���Œ�Ç���î
0�����Ç�•���µ�v�Ÿ�o�������Ç���ò�X 
The Nluc expression was readily detected in infected mice at 3 d.p.i. In vivo imaging of Nluc expression was 
initially detected in the skin at the site of infection and the lymph nodes and later, when systemic spread 
occurred, in spleen, lung, thymus and ovaries, target tissues for BTV replication in IFNAR-/- mice and 
ruminants. Maximum levels of Nluc expression were detected at days 5�t6 post-infection and could not be 
monitored at later times since all of them succumbed to viral infection. At day 6 p.i, immediately after 
imaging, mice were euthanized and lungs, liver, brain, spleen, kidney, testis and ovaries were collected to 
quantitate Nluc expression using ex vivo imaging. Similar to our previous results, Nluc expression was 
detected in lung, spleen, ovaries and also in liver. 
�d�Z�����v���Á���Œ���d�s�r�E�>�µ�����]�•���v�}�š���}�v�o�Ç�������‰�}�Á���Œ�(�µ�o���š�}�}�o���(�}�Œ���•�š�µ���Ç�]�v�P�����]�+���Œ���v�š�����•�‰�����š�•���}�(�����o�µ���š�}�v�P�µ�����‰���š�Z�}�P���v���•�]�•���]�v������
�v�}�v�r�]�v�À���•�]�À�����u���v�v���Œ�U�����µ�š�������v�����o�•�}���������µ�•�������(�}�Œ���]�v���À�]�š�Œ�}�����v�����]�v���À�]�À�}�����v�Ÿ�À�]�Œ���o�����v�����À�������]�v���������v���]�����š�����•���Œ�����v�]�v�P�•�X 
 
Keywords: Bluetongue, Reverse genetic, Reporter gene, Nanoluciferase, Bioluminescence  
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�������}�Œ�������l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���W�/���î�ì�î�ì�r�í�í�î�õ�õ�î�Z�Z�r�/�ì�ì�U���W�Z���î�ì�î�í�r�ì�õ�ó�ï�î�ì�X 
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�W�ì�ó�X���D�}�o�����µ�o���Œ�� ���]�}�o�}�P�Ç�� ���]���P�v�}�•�Ÿ���� �š�}�}�o�� ���v���� �u���š�Z�}���}�o�}�P�Ç�� �}�(�� �&�}�}�š�� ���v���� �D�}�µ�š�Z��
���]�•�����•�����~�&�D���•���]�v���'���}�Œ�P�]�� 
 
�E�X�'�X���s���‰�l�Z�À�����Ì���í�Ž�U���D�X���<�}�l�Z�Œ���]���Ì���í�U���d�X�����v�µ�l�]���Ì���í 

 
�í���^�š���š�����>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ�����~�^�>���•�U���d���]�o�]�•�]�U���'���}�Œ�P�]���� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�X���À���‰�l�Z�À�����Ì���v�]�v�}�›�P�u���]�o�X���}�u�� 
 
Foot-and-mouth disease (FMD) is a highly contagious disease of cloven-hoofed animals. FMD is caused by an 
aphthovirus, an RNA virus with a positive-sense single-stranded genome, in the family of Picornaviridae. 
There are seven serotypes of FMD virus, namely O, A, C, ASIA 1, SAT 1 (South African Territories), SAT 2, and 
SAT 3. Susceptible animal species are domestic cattle, pigs, sheep, goats, buffalo and all species of wild 
ruminant and pigs. FMD outbreaks in developed countries and their significant economic impact have 
increased concern worldwide. FMD is probably the most important constraint to trade in live animals and 
their products. The goal is to have correct molecular biology tool for accurate RT-PCR diagnostics.  
SLA utilizes PCR technique using Real-Time PCR assay for the detection of viral RNA based on the Roche Light 
Cycler for FMD. The test specifically detects 3D (Callahan et al., 2002) region of the gene. The viral RNA was 
extracted by using RNA extraction kits:���Y�]���P���v�������š���o�}�P���·52906 and FMD Real-Time PCR assay catalog #TC-
9081-064 provided by Tetracore.���Z�d�r�W���Z�����Ç���o�������}�v���]�š�]�}�v�•�W���ð�ô�Ñ�����í�ñ���u�]�v�U���õ�ñ�Ñ�����î���u�]�v�U���õ�ñ�Ñ�����í�ì���•�����U���ò�ì�Ñ�����ð�ì���•�����U��
�~�ð�ñ�����Ç���o���•�X 
for this research used field samples n=31 ���v���� �•���u�‰�o���•��n=10 (Proficiency test panel samples).���/n total, 41 
samples have been tested at SLA (2021-2022). Field samples were received from different regions of Georgia 
that were negative and 7 samples out of 10 (proficiency testing samples) were positive. SLA regularly 
participates in European Union Reference Laboratories (EU-RL) Proficiency Testings, receives reports 
indicating that all criteria are met, It ensures reliability of diagnostic tools and the results. 
�d���•�Ÿ�v�P���Œ���•�µ�o�š�•���•�Z�}�Á�������š�Z���š���š�����Z�v�]�‹�µ���•���‰�o���Ç�����v���]�v���Œ�����•�]�v�P�o�Ç���À���o�µ�����o�������v�����µ�v�]�‹�µ�����Œ�}�o�����]�v���o�����}�Œ���š�}�Œ�Ç�����]���P�v�}�•�Ÿ���•��
�š�Z���š�����v�����o���•�������Œ�o�Ç�������š�����Ÿ�}�v���}�(���š�Z�������]�•�����•�����]�v�������•�����}�(���}�����µ�Œ�Œ���v�����U�������Œ�Œ�]���•���}�µ�š�����}�u�‰�o���Æ���u�����•�µ�Œ���•���(�}�Œ�����}�v�š�Œ�}�o�o�]�v�P��
�&�D���X���/�(���v�������•�•���Œ�Ç�U���^�>�����Á�]�o�o�����}�v���µ���š���•�]�u�]�o���Œ���•�š�µ���]���•���]�v���š�Z�����(�µ�š�µ�Œ�����]�v���'���}�Œ�P�]���X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���D�}�o�����µ�o���Œ�����]�}�o�}�P�Ç�U���s�]�Œ�µ�•�U���&�D���U�����]���P�v�}�•�Ÿ���•�U���>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���d�����Z�v�]�‹�µ�� 
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�W�ì�ô�X�����‹�µ�]�v�������Œ���]�v���}�Œ�P���v�}�]���•�W���š�}�}�o�•���š�}�������©���Œ���µ�v�����Œ�•�š���v�����t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•���]�v�(�����Ÿ�}�v��
�}�(���š�Z�������‹�µ�]�v���������v�š�Œ���o���v���Œ�À�}�µ�•���•�Ç�•�š���u�����v�����š�}���]�����v�Ÿ�(�Ç�����v�Ÿ�À�]�Œ���o���u�}�o�����µ�o���• 
 
�s���o���v�Ÿ�v���� ���,���/�>�>�K�d�í�U�î�U�Ž�˜�U�� �E�}� �u�]���� �����Z�Z�z�í�˜�U�� �d�Z� �}�� �>���� �Z�K�^���ï�˜

�U���,� �o���v���� �,�h���d�í�U���D���Œ�]���o�o���� ���K���,���d�r�����Z�E�K�/�E�í�U��
�<���u�]�o�����'�K�Z�E���í�U���&�Œ���v���}�]�•���W�/�h�D�/�í�U�����b���Z���������D�����>���í�U�������Œ�š�Œ���v�����W���/�E�ï�=�U���D�µ�Œ�]���o�����K�h�>�W�/���Z�í�= 
 
�í���h�D�Z���í�í�ò�í���s�]�Œ�}�o�}�P�]���U�����v�•���•�U���/�E�Z�����U�������}�o�����E���Ÿ�}�v���o�����s� �š� �Œ�]�v���]�Œ�������[���o�(�}�Œ�š�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š� ���W���Œ�]�•�r���•�š�U���D���]�•�}�v�•�r���o�(�}�Œ�š�U���&�Œ���v�����X 
�î���h�v�]�À���Œ�•�]�š� ���W���Œ�]�•�r�^�����o���Ç�U���'�]�(�r�•�µ�Œ�r�z�À���©���U���&�Œ���v�����X 
�ï���/�E�Z�����U���h�^�����í�ï�ò�í�U���^���Z�/�U���>�Ç�}�v�U���&�Œ���v�����X 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���À���o���v�Ÿ�v���X���Z���]�o�o�}�š�›�À���š�r���o�(�}�Œ�š�X�(�Œ�V���˜�����}�r�.�Œ�•�š�����µ�š�Z�}�Œ�•�V���=�����}�r�o���•�š�����µ�š�Z�}�Œ�• 
 
West Nile virus (WNV) is a mosquito-borne virus, member of the Flaviviridae family that can cause severe, 
sometimes fatal, neurological disorders to horses and humans. With its constant re-emergences in Europe, 
WNV is a pathogen that threatens the health of these two species, for which there is currently no treatment. 
Interactions of WNV with its hosts have mostly been studied in mice and cell lines. Although the use of these 
models have led to major discoveries, they poorly predict the interactions happening between the virus and 
the human or equine central nervous system (CNS). Recently, three-dimensional (3D) cellular models called 
human brain organoids (hBOs) have been developed with the aim to better represent the tissue organisation 
of the human CNS. They are a new alternative to model neurotropic viral infections. However, to our 
knowledge, equine brain organoids (eBOs) are not yet available. The goals of this study were to develop eBOs 
and to use them as a pathological model of WNV infection in horses and as a high value support for antivirals 
identification. 
���‹�µ�]�v�������K�•���Á���Œ�����P���v���Œ���š�������(�Œ�}�u�����‹�µ�]�v�����]�v���µ���������‰�o�µ�Œ�]�‰�}�š���v�š���•�š���u�������o�o�•�����v�����Á���Œ�������]�+���Œ���v�Ÿ���š�������(�}�Œ���ó�ì�������Ç�•�X��
�d�Z���]�Œ���•�]�Ì�������v�����u�}�Œ�‰�Z�}�o�}�P�Ç���Á���Œ�������À���o�µ���š���������Ç���u�]���Œ�}�•���}�‰�Ç�����v�������}�Œ�Ÿ�����o���u���Œ�l���Œ�•�����Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v���Á���•�����•�•���•�•���������Ç��
�Z�d�r�‹�W���Z�X�����‹�µ�]�v�������K�•���Á���Œ�����]�v�(�����š�������Á�]�š�Z���ñ�ì�U���ñ�ì�ì���}�Œ���ñ�ì�ì�ì���‰�(�µ���}�(���t�E�s�r�E�z�õ�õ���(�}�Œ���î�ð�U���ð�ô�U���ó�î�U���õ�ò���Z�}�µ�Œ�•�����v�����ó��
�����Ç�•�X���d�Z�Œ�������u�}�o�����µ�o���•���Á���Œ�����š���•�š�������(�}�Œ���š�Z���]�Œ�����v�Ÿ�r�t�E�s�������Ÿ�À�]�š�Ç�����v�����]�v���Œ�����•�]�v�P�����}�•���•���Á���Œ�����������������]�v�������K�•��
���µ�o�š�µ�Œ�����u�����]�����î���Z�}�µ�Œ�•�������(�}�Œ�������v�����ó�î���Z�}�µ�Œ�•���‰�}�•�š���]�v�(�����Ÿ�}�v�X���s�]�Œ���o���Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v���]�v�������K�•�����v�������v�Ÿ�À�]�Œ���o�������Ÿ�À�]�š�Ç���}�(��
�u�}�o�����µ�o���•���Á���Œ�������•�•���•�•�������š�Z�Œ�}�µ�P�Z���‹�µ���v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v���}�(���À�]�Œ���o���Z�E�����~�Z�d�r�‹�W���Z�•�����v���l�}�Œ���À�]�Œ���o���‰���Œ�Ÿ���o���•���~�d���/���ñ�ì�•���]�v��
�•�µ�‰���Œ�v���š���v�š�•�X 
We showed that eBOs are spheroids which grow overtime and express early and late cortical markers. WNV 
inoculation led to a progressive increase of WNV RNA in the supernatant, showing that the virus replicated 
efficiently in eBOs. One molecule, out of the three tested, caused a dose-dependent decrease of infectious 
viral particles in eBOs supernatants. 
�K�µ�Œ���Œ���•�µ�o�š�•���š�Z�µ�•�������u�}�v�•�š�Œ���š�����š�Z���š�������K�•�����Œ�����ï�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���•���u���������}�(���v���µ�Œ���o�������o�o�•���š�Z���š�����Œ�����‰���Œ�u�]�•�•�]�À�����š�}���t�E�s��
���v�����š�Z���š���š�Z���Ç�������v���������µ�•�������(�}�Œ���š�Z�����]�����v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v���}�(�����v�Ÿ�À�]�Œ���o���u�}�o�����µ�o���•�X���d�Z���Ç���Œ���‰�Œ���•���v�š�������v�}�À���o�����v�����µ�v�]�‹�µ���U��
�‰�Z�Ç�•�]�}�o�}�P�]�����o�o�Ç�� �Œ���o���À���v�š�U���ï�����]�v�� �À�]�š�Œ�}���u�}�����o�� �}�(�� �t�E�s�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �}�(�� �š�Z���� ���‹�µ�]�v���� ���Œ���]�v�� �š�Z���š�� ���}�µ�o���� ���������o���Œ���š���� �š�Z����
�����À���o�}�‰�u���v�š���}�(�����v�Ÿ�À�]�Œ���o���š�Œ�����š�u���v�š�•���(�}�Œ���Z�}�Œ�•���•�X 
 
Keywords: West Nile virus, brain organoids, 3D-model, antiviral molecules 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���/�E�Z�����U�����E�s�� 
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�W�ì�õ�X���W�Œ���‰���Œ�����v���•�•���r�����o�]�P�v�]�v�P���:���‰���v���•�������v�����‰�Z���o�]�Ÿ�•���À�]�Œ�µ�•�����]���P�v�}�•�Ÿ���•���]�v�����µ�Œ�}�‰�� 
 
���}�s���š�>�����í�U���d�Z�}�u���•�����Œ�µ�µ�v���Z���•�u�µ�•�•���v�î�U���>�}�µ�]�•�����>�}�Z�•���î�U�����v�v���^�}�.�����K�o���•���v�î�U���<���Œ���v���>�X���D���v�•�.���o���ï�U���/�v�•�]�Ç���Z��
�W���Œ���l�Z�ï�U���E�}�o�Á���v�v�����Z���]�o�o�Ç�ð�U���'���#�o�o�����'�}�v�Ì���o���Ì�ð�U�������u�]�o�o�����D�]�P�v� �ð�U���d���Z���]�‰�µ���µ�Œ�����,���o�o���ð�U���d�}���]���•���>�]�o�i���ñ�U���:�}�Z���v�v�����&��
�>�]�v�����Z�o�ñ�U���D���o�o�����,�}�o�Á���Œ�����ò�U���t�]�u���,�X�D�X���À���v�������Œ���W�}���o�ò�U���'�������]���v�����D�X�����Œ�}�v�ò�Ž�� 
 
�í�����}�o�o�����}�Œ���Ÿ�v�P���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���>�����}�Œ���š�}�Œ�]���•���~���}�s���š�>�����W���^�^�/�U�����W�,���U�����E�^���^�U���^�s���U���t���s�Z�• 
�î���^�š���š���v�•���^���Œ�µ�u���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���~�^�^�/�•�U�����}�‰���v�Z���P���v�U�������v�u���Œ�l 
�ï�����v�]�u���o�����v�����W�o���v�š���,�����o�š�Z�����P���v���Ç���~���W�,���•�U���E���Á���,���Á�U���^�µ�Œ�Œ���Ç�U���h�v�]�š�������<�]�v�P���}�u�� 
�ð�����E�^���^�U���>�����}�Œ���š�}�]�Œ�����������^���v�š� �����v�]�u���o���U���D���]�•�}�v�•�r���o�(�}�Œ�š�U���&�Œ���v���� 
�ñ���E���Ÿ�}�v���o���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����~�^�s���•�U���h�‰�‰�•���o���U���^�Á�������v 
�ò���t���P���v�]�v�P���v�����]�}�À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���Z���•�����Œ���Z���t���t�h�Z���~�t���s�Z�•�U���>���o�Ç�•�š�����U���d�Z�����E���š�Z���Œ�o���v���• 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����]���v���l���X���Œ�}�v�›�Á�µ�Œ�X�v�o�� 
 
The geographical range of mosquito-borne Japanese encephalitis virus (JEV) has expanded from its endemic 
region, Asia, to Australia. JEV emergence is usually detected when there is an increase in stillborn and weak 
piglets with neurological signs. Outbreaks can have severe health and economic impacts and cause ~68,000 
human cases in Asia each year. Given that suitable vertebrate host and mosquito vector species appear to 
be present in Europe, JEV introduction could lead to disease outbreaks among humans and horses, and 
establishment of the pathogen in livestock or wildlife. Introductions could occur through movements of 
infected pigs and mosquitoes, but also migratory birds that act as reservoirs. Introduction and establishment 
of the virus in these populations may not be apparent at first, providing time for the virus to spread before 
spill over. Further complicating JEV detection is the extensive cross-reactivity in many serological assays with 
other flaviviruses circulating in Europe (i.e., tick-borne encephalitis virus, West Nile virus, Usutu virus). In 
addition, the viremia in clinical cases may be short, making it difficult to detect the virus. Thus, in order to be 
prepared for future potential emergence of JEV in Europe, it is necessary to establish sensitive and specific 
diagnostic tools. To enable European preparedness for detection, surveillance and monitoring of JEV 
introduction and spread, five international veterinary laboratories collaborated (CoVetLab), with the aim to 
align JEV diagnostics. The objectives are to 1) standardize serological assays for antibody detection in swine, 
2) establish a pipeline for molecular virus detection and genotyping of JEV.  
�d�Z�����‰���Œ�š�v���Œ���]�v�•�Ÿ�š�µ�Ÿ�}�v�•�����}�v���µ���š���������v���]�v�À���v�š�}�Œ�Ç���}�(���š�Z���]�Œ�����µ�Œ�Œ���v�š���:���s�������š�����Ÿ�}�v�����•�•���Ç�•�U���•���u�‰�o���•�����v�������]���P�v�}�•�Ÿ����
�]�v�š���Œ���•�š�•�X���W�Œ�}�š�}���}�o�•���Á���Œ�����•�Z���Œ���������v�����Œ���À�]���Á�����V���(�}�Œ���•���Œ�}�o�}�P�]�����o�����v�����W���Z�����•�•���Ç�������À���o�}�‰�u���v�š���]�v�•�Ÿ�š�µ�š���•�����Œ����
���µ�]�o���]�v�P���}�v���š�Z���•�����•�Z���Œ�������‰�Œ�}�š�}���}�o�•�X�����o�o���]�v�•�Ÿ�š�µ�š���•���‰���Œ�Ÿ���]�‰���š�����]�v���š�Z�������h�Z�>���(�}�Œ�� ���‹�µ�]�v���� ���]�•�����•���•���G���À�]�À�]�Œ�µ�•��
�•���Œ�}�o�}�P�]�����o�� ���v���� �u�}�o�����µ�o���Œ���‰�Œ�}�.���]���v���Ç���š���•�š�•���š�}�����•�•���•�•�����•�š�����o�]�•�Z���������v�����v���Á�o�Ç�������À���o�}�‰���������•�•���Ç�•���(�}�Œ���š�Z����
�����š�����Ÿ�}�v���}�(���:���s���]�v�(�����Ÿ�}�v�•�X���>���•�š�o�Ç�U���������}�o�o�����}�Œ���Ÿ�À�������‰�‰�Œ�}�����Z���Á�]�o�o���������µ�•�������š�}�������À���o�}�‰�����u�‰�o�]���}�v�r�����•������
�•���‹�µ���v���]�v�P���‰�Œ�}�š�}���}�o�•�����v�����š�}���š���•�š�����]�}�]�v�(�}�Œ�u���Ÿ���•���‰�]�‰���o�]�v���•�X�� 
�K�À���Œ���o�o�U�� �š�Z�]�•�� �‰�Œ�}�i�����š�� �‰�Œ�}�À�]�����•�� ���� �(�Œ���u���Á�}�Œ�l�� �(�}�Œ�� ���}�u�u�µ�v�]�����Ÿ�}�v�� ���v���� ���}�o�o�����}�Œ���Ÿ�}�v�� �����š�Á�����v�� ���Œ���}�À�]�Œ���o��
�Œ���•�����Œ���Z���Œ�•�� ���š�� �.�À���� �]�v�š���Œ�v���Ÿ�}�v���o�� �À���š���Œ�]�v���Œ�Ç�� �]�v�•�Ÿ�š�µ�š���•�U�� ���v�Z���v���]�v�P�� �����•���� �}�(�� ���}�o�o�����}�Œ���Ÿ�}�v�����v���� ���o�]�P�v�u���v�š�� �}�(��
���]���P�v�}�•�Ÿ�����š�����Z�v�]�‹�µ���•�X���/�v���������]�Ÿ�}�v�U���š�Z�����•�Z���Œ�]�v�P���}�(���l�v�}�Á�o�����P�������v�������Æ�‰���Œ�Ÿ�•�����Z���•�����v�����o�������š�Z�����]�����v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v���}�(��
�:���s�� ���]���P�v�}�•�Ÿ���� �����‰�����]�o�]�š�Ç�� �P���‰�•�� ���š�� �������Z�� �‰���Œ�Ÿ���]�‰���Ÿ�v�P�� �]�v�•�Ÿ�š�µ�Ÿ�}�v�� ���v���� �Á�]�o�o�� ���v�����o���� ���v�Z���v�����u���v�š�� �}�(�� ���Æ�]�•�Ÿ�v�P��
���]���P�v�}�•�Ÿ���•���‰�]�‰���o�]�v���•�X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����Œ���}�À�]�Œ�µ�•�U�����]���P�v�}�•�Ÿ���•�U�����u���Œ�P�]�v�P���‰���š�Z�}�P���v�•�U���G���À�]�À�]�Œ�µ�•�U���Ì�}�}�v�}�•�]�• 
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�W�í�ì�X���/�v�À���•�Ÿ�P���Ÿ�v�P�� �š�Z���� ���u���Œ�P���v������ �}�(�� ���� �Ì�}�}�v�}�Ÿ���� �À�]�Œ�µ�•�W���‰�Z�Ç�o�}�P���v���Ÿ���� ���v���o�Ç�•�]�•�� �}�(��
���µ�Œ�}�‰�����v���>�Ç�•�•���À�]�Œ�µ�•�������š���í���]�v���š�Z�����h�< 
 
�D���P���v�����X���'�}�o���]�v�P�í�U�ð�Ž�U���'�µ���v�P�Z�µ�]���t�µ�í�U���Z�������l���Z���t�]�o�l�]���í�U�����À���o�Ç�v�����W�]�����Œ���r�D���Ç���Œ�î�U�����o���Æ���v���Œ�����^���Œ�À���š�î�U���:���u���•���E�X��
�����P���Œ�š���Œ�ï�U�������v�]���o���>�X���,�}�Œ�š�}�v�ð�U���>�}�Œ�Œ���]�v�����D�X���D�����o�Z�]�v�v���Ç�í 

 
�í���s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�������‰���Œ�š�u���v�š�U�����v�]�u���o�����v�����W�o���v�š���,�����o�š�Z�����P���v���Ç�U���t�}�}���Z���u���>���v���U���������o���•�š�}�v���U���<�d�í�ñ���ï�E�� 
�î���E���v���Ç���>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ���Z�����]���•�����v�����t�]�o���o�]�(���U�����E�^���^�U���ñ�í�î�î�ì���D���o�Ì� �À�]�o�o���U���&�Œ���v���� 
�ï���E���Ÿ�}�v���o���t�]�o���o�]�(�����D���v���P���u���v�š�������v�š�Œ���U�����v�]�u���o�����v�����W�o���v�š���,�����o�š�Z�����P���v���Ç�U���^���v�����,�µ�©�}�v�U���z�}�Œ�l���z�K�ð�í���í�>�•�U���h�< 
�ð�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(�����}�u�‰���Œ���Ÿ�À�������]�}�•���]���v�����•�U���^���Z�}�}�o���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���^�µ�Œ�Œ���Ç�U���'�µ�]�o���(�}�Œ�����'�h�î���ó�y�,�U���h�< 

�Ž�����}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u���P���v�X�P�}�o���]�v�P�›���‰�Z���X�P�}�À�X�µ�l�� 
 
The European bat lyssavirus 1 (EBLV-1, Lyssavirus hamburg) is predominantly found in serotine bats 
(Eptesicus serotinus) and is responsible for the majority of bat rabies cases in mainland Europe. A passive bat 
rabies surveillance scheme at the Animal and Plant Health Agency (UK) detected the virus in the UK for the 
first time in October 2018 and as of February 2023, a total of twenty cases have been reported. Analysis in 
this study focused on the nine isolates received between October 2018 and December 2021. 
�t�����]�v�À���•�Ÿ�P���š�������š�Z�������u���Œ�P���v�������}�(�������>�s�r�í�����Ç���µ�v�����Œ�š���l�]�v�P�����}�u�‰�Œ���Z���v�•�]�À�����Á�Z�}�o�����P���v�}�u�����•���‹�µ���v���������v���o�Ç�•�]�•��
���v���� �����Ç���•�]���v�� �‰�Z�Ç�o�}�P���v���Ÿ���•�X�� �d�Z���� �����š���•���š�� �]�v���o�µ�������� �š�Z���� �v�]�v���� �h�<�� �•���‹�µ���v�����•�� ���v���� �í�ì�ò�� �•���‹�µ���v�����•�� ���}�À���Œ�]�v�P�� �•�]�Æ��
���}�µ�v�š�Œ�]���•�� �]�v�� �u���]�v�o���v���� ���µ�Œ�}�‰���� �~�&�Œ���v�����U�� �^�‰���]�v�U�� �'���Œ�u���v�Ç�U�� �E���š�Z���Œ�o���v���•�U�� �����v�u���Œ�l�U�� ���v���� �Z�µ�•�•�]���•�� �(�Œ�}�u�� �����š�Á�����v��
�í�õ�ò�ô���š�}���î�ì�í�õ�U���]�v���o�µ���]�v�P���í�ô���&�Œ���v���Z�������>�s�r�í���‰�}�•�]�Ÿ�À�����Z�E�����•���u�‰�o���•���•���‹�µ���v���������(�}�Œ���š�Z�]�•���•�š�µ���Ç�X 
Sequence analysis revealed extreme similarity between UK EBLV-1 sequences (99.9-100%), implying a single 
source of introduction rather than multiple events from a number of sources. Bayesian analysis revealed the 
UK EBLV-1 sequences shared their most recent common ancestor with an EBLV-1 sequence from a serotine 
bat detected in Brittany, France in 2001, with an estimated date of divergence of 1997. Within the UK 
sequences, the earliest divergence was estimated to occur in 2009.  
�d�Z�]�•���•�š�µ���Ç���‰�Œ�}�À�]�����•���À���o�µ�����o�����]�v�•�]�P�Z�š�•���]�v�š�}���š�Z�������Ç�v���u�]���•�����v�������‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç���}�(�����v�����u���Œ�P�]�v�P���Ì�}�}�v�}�Ÿ�����‰���š�Z�}�P���v�U��
���Œ�µ���]���o���š�}�������©���Œ���µ�v�����Œ�•�š���v���]�v�P���š�Z�����Œ�]�•�l���]�š���‰�}�•���•���š�}���‰�µ���o�]�������v�������v�]�u���o���Z�����o�š�Z�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����µ�Œ�}�‰�����v�� �����š�� �í�� �o�Ç�•�•���À�]�Œ�µ�•�U�� �����>�s�r�í�U�� ���‰�š���•�]���µ�•�� �•���Œ�}�Ÿ�v�µ�•�U���•���Œ�}�Ÿ�v���U�� �v���Æ�š�� �P���v���Œ���Ÿ�}�v�� �•���‹�µ���v���]�v�P�U��
�����Ç���•�]���v�����v���o�Ç�•�]�•�U�����u���Œ�P�]�v�P���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•�U���Œ�����]���• 
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���o�µ���š�}�v�P�µ�����À�]�Œ�µ�•���]�v�š���Œ�(���Œ���•���Á�]�š�Z���š�Ç�‰�����]���]�v�š���Œ�(���Œ�}�v���]�v���µ���Ÿ�}�v�����Ç�����]�•�Œ�µ�‰�Ÿ�v�P�����'���^��
�‰���š�Z�Á���Ç 
 
���v���Œ� �•�� �>�}�µ�o�}�µ�����•�r�>���Ì���Œ�}�í�Ž�U�� �W�����o�}�� �E�}�P���o���•�r���o�š�}�Ì���v�}�í�U�� �:���µ�Œ�Ç�� �s���o�}�Ì�î�U�ï�U�� �:�}�•���� �D�� �Z�}�i���•�í�U�� �s���Œ�•�v�]������ �D���Œ�¡�v�í�U�� ���v����
�&���Œ�v���v�����Ì�r�^���•�u���î�����v�����E�}���u�_���^���À�]�o�o���í���� 
 
�í�������v�š�Œ�}�� �������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�� ���v�� �^���v�]�������� ���v�]�u���o�X�� �/�v�•�Ÿ�š�µ�š�}�� �E�����]�}�v���o�� ������ �/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�� �Ç�� �d�����v�}�o�}�P�_���� ���P�Œ���Œ�]���� �Ç�� ���o�]�u���v�š���Œ�]���X��
���}�v�•���i�}���^�µ�‰���Œ�]�}�Œ���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�}�v���•�����]���v�¡�.�����•���~���/�^���r�/�E�/���r���^�/���•�X���s���o�����}�o�u�}�•�U���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v�X�� 
�î�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���D�]���Œ�}���]�}�o�}�P�Ç�U���/�����Z�v���^���Z�}�}�o���}�(���D�����]���]�v�������š���D�}�µ�v�š���^�]�v���]�X���E���Á���z�}�Œ�l�U���E�z�U���h�^���X�� 
�ï���d�Z�����'�Œ�����µ���š�����^���Z�}�}�o���}�(�����]�}�u�����]�����o���^���]���v�����•�U���/�����Z�v���^���Z�}�}�o���}�(���D�����]���]�v�������š���D�}�µ�v�š���^�]�v���]�X���E���Á���z�}�Œ�l�U���E�z�U���h�^���X�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����v���Œ���•�X�o�}�µ�o�}�µ�����•�›�]�v�]���X���•�]���X���•�� 
 
Bluetongue virus (BTV) is a double-strand RNA virus of the Orbivirus genus and the Reoviridae family. It is an 
arthropod borne disease that affects ruminants. Although BTV has been described to antagonize IFN 
signalling, the mechanism by which the virus interferes with IFN-I induction has not been well described. 
Cyclic GMP-AMP synthase (cGAS) is a DNA sensing cellular receptor that was canonically understood to 
respond to pathogen and host derived DNA. However, recent studies have shown that some RNA viruses are 
capable of activating this pathway, inducing IFN-I production. The aim of this research is to study potential 
interactions between BTV and cGAS pathway as a possible mechanism of inhibition of IFN-I induction. 
�/�v�š���Œ�(���Œ�}�v���Œ���‰�}�Œ�š���Œ�����•�•���Ç�•���Á���Œ���������Œ�Œ�]�������}�µ�š���µ�•�]�v�P���,���<�r�î�õ�ï�d�������o�o�•�����Æ�‰�Œ���•�•�]�v�P���.�Œ���G�Ç���o�µ���]�(���Œ���•�����µ�v�����Œ���š�Z�������}�v�š�Œ�}�o��
�}�(�����v���/�&�E�r� �̃��‰�Œ�}�u�}�š�}�Œ���~�î�õ�ï�d�r�/�&�E�˜�•���~�Z�}���Œ�]�P�µ���Ì�r�D�����}�Ì���:�Z�U�����š�����o�X���î�ì�í�ì�•�X���/�&�E�r� �̃��‰�Œ�}�u�}�š�}�Œ���]�v���µ���Ÿ�}�v���}�(�������o�o�•��
�š�Œ���v�•�(�����š�������Á�]�š�Z�������‰�o���•�u�]�������}�v�š���]�v�]�v�P���š�Z�����•���‹�µ���v�������}�(�����d�s�r�E�^�ï���‰�Œ�}�š���]�v���Á���•���u�����•�µ�Œ�������µ�•�]�v�P���š�Z�����v���}�o�]�š����
�o�µ�u�]�v���•�����v�������Œ���‰�}�Œ�š���Œ���P���v�������•�•���Ç���•�Ç�•�š���u���~�W���Œ�l�]�v���o�u���Œ�•�X���d�}���•�š�µ���Ç���‰�}�š���v�Ÿ���o�����'��� �̂��}�Œ���^�d�/�E�'�������P�Œ�������Ÿ�}�v�U���î�õ�ï�d��
�����o�o�•���~���d���������Z�>�r�í�ñ�ó�ï�•���Á���Œ�����š�Œ���v�•�(�����š�������Á�]�š�Z���‰���D�s�r�>���v�Ÿ�r���'��� �̂r�,���U���‰�����E���ï�X�í�r�^�d�/�E�'�����v�����‰�/�Z���^�r���d�s�r�E�^�ï���}�Œ��
�‰�/�Z���^�r���d�s�r�E�^�ð�� �}�Œ�� �]�v�(�����š������ �Á�]�š�Z�� ���d�s�r�ô�� �~�E���d�î�ì�ì�ò�l�ì�ð�•�X�� �����o�o�� �o�Ç�•���š���•�� �Á���Œ���� ���v���o�Ç�Ì������ �À�]���� �^����̂r�W���P���� ���v����
�]�u�u�µ�v�}���o�}�«�v�P�X���d�}�����À���o�µ���š�����]�v�š���Œ�(���Œ�}�v���‰�Œ�}���µ���Ÿ�}�v�U���]�u�u�}�Œ�š���o�]�Ì�������•�Z�����‰���š�Z�Ç�u�µ�•�������o�o�•���Á���Œ�����]�v�(�����š�������Á�]�š�Z�����d�s��
���v�����•�Ÿ�u�µ�o���š�������Á�]�š�Z�����X�����}�o�]�����E�����}�Œ���D�s���X���í�ò���Z�}�µ�Œ�•���‰�}�•�š�r�•�Ÿ�u�µ�o���Ÿ�}�v�U�������o�o���o�Ç�•���š���•���Á���Œ�������}�o�o�����š�������(�}�Œ���v�µ���o���]���������]����
���Æ�š�Œ�����Ÿ�}�v���µ�•�]�v�P���Z�E�����•�Ç���D�]���Œ�}���<�]�š���~�Y�]���P���v�•�U���Á�Z�]���Z���Á���Œ�����š�Z���v�����v���o�Ç�Ì���������Ç���‹�W���Z���µ�•�]�v�P���•�‰�����]�.�����‰�Œ�]�u���Œ�•���(�}�Œ��
�•�Z�����‰���/�&�E�D�����v�����/�^�'�í�ñ���P���v���•�X 
BTV infection inhibits DNA-induced type-I IFN transcription in sheep thymus cells. This inhibition correlates 
with cGAS degradation during infection. BTV-NS3 protein has been identified as the protein responsible for 
cGAS degradation, which occurs via an autophagy-dependent mechanism in which ubiquitinated NS3 binds 
to cGAS. 
�/�v���š�Z�]�•���•�š�µ���Ç���Á���������•���Œ�]�����������v���Á���u�����Z���v�]�•�u�����Ç���Á�Z�]���Z�����o�µ���š�}�v�P�µ�������v�š���P�}�v�]�Ì���•���š�Z�����]�v�š���Œ�(���Œ�}�v���Œ���•�‰�}�v�•���X�����µ�Œ�]�v�P��
���d�s�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�U�� �/�&�E�r�/�� �]�v���µ���Ÿ�}�v�� �]�•�� �Z�]�v�����Œ������ ���µ���� �š�}�� ���'���^�� �����P�Œ�������Ÿ�}�v�� �u�����]���š������ ���Ç���E�^�ï�� �‰�Œ�}�š���]�v�� �š�Z�Œ�}�µ�P�Z�� ���v��
���µ�š�}�‰�Z���P�Ç�r�����‰���v�����v�š���u�����Z���v�]�•�u�X 
 
Keywords: Bluetongue, interferon, cGAS-STING.  
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W�����X�>�>���Á���•���•�µ�‰�‰�}�Œ�š���������Ç���&�W�/�r�/�E�/���r�^�'�/�d�î�ì�í�ô�r�ì�ò�X���d�Z�����Á�}�Œ�l���Á���•���(�µ�v�����������Ç���P�Œ���v�š���Z�d�/�î�ì�í�ô�r�ì�õ�ð�ò�í�ò�r���r�í�ì�ì�U�����v�����W�/���î�ì�î�í�r
�í�î�ð�ô�ó�î�K���r�/�ì�ì�� �(�Œ�}�u�� �D�]�v�]�•�š���Œ�]�}�� ������ ���]���v���]���� ���� �/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�� �~�^�‰���]�v�•�� ���v���� �^�î�ì�í�ô�l�������r�ð�ï�ó�ì�r�W�>���d���^���î�� �(�Œ�}�u�� ���}�u�µ�v�]�������� ������ �D�����Œ�]����
�~�&�������Z�• 
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�^�š�µ���Ç�� �}�(�� �P�}���š�� �����v���Œ�]�Ÿ���� �����o�o�•�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �Á�]�š�Z�� �W���•�š���� �����•�� �‰���Ÿ�š�•�� �Œ�µ�u�]�v���v�š�•�� �À�]�Œ�µ�•��
�~�W�W�Z�s�• 
 
�W�����o�}���E�}�P���o���•�r���o�š�}�Ì���v�}�í�Ž�U���s���Œ�•�v�]�������D���Œ�¡�v�í�U���:�}�•� ���D���v�µ���o���Z�}�i���•�í�U���E�}���u�_���^���À�]�o�o���í 

 
�í�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v���^���v�]�����������v�]�u���o���~���/�^���•�U���/�E�/���r���^�/���U�������Œ�Œ���š���Œ�������o�P���š���r���o�������•���Œ���l�u���ô�U���î�ô�í�ï�ì���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���‰���v�}�P���o�í�î�›�P�u���]�o�X���}�u�� 
 
Peste des petits ruminants (PPR) is a World Organisation for Animal Health notifiable disease affecting sheep 
and goats. It is caused by Peste des petits ruminants virus (PPRV), a morbillivirus of the Paramyxoviridae 
family. PPRV infection induces immunosuppression, which can cause animal death due to opportunistic 
infections. In general, the disease is more severe in goats than in sheep, but the mechanisms that explain this 
phenomenon are still unknown. Dendritic cells (DC), which are central to mounting adequate immune 
responses to pathogens, can be targeted by PPRV in sheep. In the present work, we assessed PPRV effects 
on goat DC. 
Monocytes were obtained from caprine peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) using density gradient 
centrifugation and antibody magnetic sorting. Monocytes were then differentiated into immature monocyte-
derived DC (iMoDC) with growth factors for 72h and matured with the TLR7/8 agonist R848 for 24h. To study 
the effect of the virus, iMoDCs were infected after 48h differentiation and surface marker expression, 
phagocytosis and antigen presentation assessed. 
In this study, we were able to establish a protocol that differentiated goat MoDC expressing the classical 
MoDC markers (MHCI, MHCII, CD1, CD1w2, CD80, CD86, CD40, CD209, CD11b, CD11c and CD172a) and 
typical morphological characteristics. PPRV was able to infect caprine MoDC and this led to the upregulation 
of maturation markers CD40, CD80 and CD86. Moreover, the phagocytic capacity of infected MoDC was 
decreased when compared to mock counterparts, which further indicated that the infection produced MoDC 
maturation. Mixed lymphocyte reaction assays however showed that caprine PPRV-infected MoDC capacity 
to stimulate CD4+ and CD8+ T cell proliferation was reduced. PPRV can therefore target goat DC to disrupt 
their ability to present antigen.  
���� �‰�Œ�}�š�}���}�o�� �(�}�Œ�� �š�Z���� �}���š���v�Ÿ�}�v�� �}�(�� �(�µ�v���Ÿ�}�v���o�� �P�}���š�� �D�}������ �Z���•�� �������v�� ���•�š�����o�]�•�Z�����X�� �����•�]�����•�U�� �Á���� �(�}�µ�v���� �š�Z���š�� �W�W�Z�s��
�]�v�(�����Ÿ�}�v�� ���+�����š������ �š�Z���� ���Z���Œ�����š���Œ�]�•�Ÿ���•���}�(�� �š�Z���•���� �����‰�Œ�]�v���� �����•�U�� �‰�Œ�}���µ���]�v�P�� ���� �‰���Œ�Ÿ���o�� �u���š�µ�Œ���Ÿ�}�v�� �•�š���š�µ�•�� �š�Z���š�� �]�•��
�]�v���8���]���v�š�����š�����v�Ÿ�P���v���‰�Œ���•���v�š���Ÿ�}�v�X���� 
 
Keywords: PPRV, morbillivirus, goats, immunosuppression, DC  
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���d�Z�����Á�}�Œ�l���Á���• �(�µ�v�����������Ç���P�Œ���v�š���Z�d�/�î�ì�í�ô�r�ì�õ�ð�ò�í�ò�r���r�í�ì�ì�U�����v�����W�/���î�ì�î�í�r�í�î�ð�ô�ó�î�K���r�/�ì�ì���(�Œ�}�u���D�]�v�]�•�š���Œ�]�}��������
���]���v���]���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v���~�^�‰���]�v�•�X 
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���Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v���}�(���W�Z���s���•�š�Œ���]�v�•���(�Œ�}�u�����µ�Œ�}�‰�������v�����š�Z�����h�^�� 
 
���u���o�]�������Z�o���Œ�•���������•�š�����í�Ž�U���d�Z�}�u���•�����X���Z���•�u�µ�•�•���v�î�U���W�Œ�������v���E�}�Œ�u���v�v�í�U���>���µ�Œ�������X���D���Œ�Ÿ�v���v�P�Z�]�í�U�����v���©�������†�š�v���Œ�í�U��
�'�Œ���Z���u���:�X�������o�•�Z���u�í 
 
�í�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����v�������v�]�u���o���^���]���v�����•�U���&�����µ�o�š�Ç���}�(���,�����o�š�Z�����v�����D�����]�����o���^���]���v�����•�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(�����}�‰���v�Z���P���v�U��
�í�ô�ó�ì�U���&�Œ�������Œ�]�l�•�����Œ�P�U�������v�u���Œ�l�� 
�î�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���s�]�Œ�µ�•�����v�����D�]���Œ�}���]�}�o�}�P�]�����o���^�‰�����]���o�����]���P�v�}�•�Ÿ���•�U���^�š���š���v�•���^���Œ�µ�u���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U�����}�‰���v�Z���P���v�U�������v�u���Œ�l�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���������›�•�µ�v���X�l�µ�X���l�� 
 
Coronaviruses infect a broad spectrum of avian and mammalian hosts and may cause a wide array of 
symptoms. As seen with SARS-CoV-2, coronaviruses may also change host- or tissue tropism over time. 
Porcine respiratory coronavirus is another example of such a virus, being a deletion variant of transmissible 
gastroenteritis virus (TGEV). A prerequisite for a change in coronavirus host- or tissue tropism is the 
adaptability of the viral structural proteins (spike (S), envelope (E), membrane (M), and nucleocapsid (N)) in 
order for the virus to enter and replicate in this new environment. In the present study, we aimed to 
investigate sequence variations in the genes encoding the structural proteins between various TGEV and 
PRCV sequences, and to express and characterize the structural proteins of a European strain. 
���v���/�š���o�]���v���W�Z���s���•�š�Œ���]�v���~�W�Z���s���í�ñ�ì�ô�ó�l�í�î���/�/�/���E�W�d�s���W���Œ�u���•���Á���•���•���‹�µ���v�������U�����v�����Á���•�U�����o�}�v�P���Á�]�š�Z�����v���µ�v�‰�µ���o�]�•�Z������
�•���‹�µ���v�������}�(�����������o�P�]���v���•�š�Œ���]�v���~�W�Z���s���õ�í�s�ð�ð�•�U���]�v���o�µ���������]�v�������•���‹�µ���v���������v�����‰�Z�Ç�o�}�P���v���Ÿ�������v���o�Ç�•�]�•���}�(�������}�µ�š���(�}�Œ�š�Ç��
�d�'���s�����v�����v�]�v�����W�Z���s���•���‹�µ���v�����•���(�Œ�}�u�����µ�Œ�}�‰�������v�����š�Z�����h�^���X���d�Z�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o���‰�Œ�}�š���]�v�•���}�(���š�Z�����/�š���o�]���v���•�š�Œ���]�v���Á���Œ����
�š�Œ���v�•�]���v�š�o�Ç�����Æ�‰�Œ���•�•�������]�v�����,�<�r�î�í�������o�o�•�U�����v�����š�Z���������o�o���o�Ç�•���š���•���Á���Œ�������v���o�Ç�Ì�������]�v�����>�/�^�������•�•���Ç�•�����v�����t���•�š���Œ�v�����o�}�š�•�X 
In the sequence analysis, we found variations among the genes encoding the four structural proteins for the 
PRCV strains from Europe and from the USA. The deleted region in the S gene was not the same size for all 
strains, which could indicate that multiple events have occurred and altered the sequence although the host- 
and tissue tropism of the viruses appears unchanged. Phylogenetic analyses showed that PRCV strains from 
Europe clustered separately from the PRCV strains from the USA. We transiently expressed the four 
structural proteins of the Italian PRCV strain and demonstrated this by the specific recognition of the proteins 
in serological and blotting analyses. 
We found variations among the European and American PRCV strains, including variations in the deletion in 
the S gene of PRCV compared to TGEV. Furthermore, we demonstrated the transient expression of the 
structural proteins of an Italian PRCV strain by ELISA assays and Western blots.  
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���W�}�Œ���]�v�����Œ���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç�����}�Œ�}�v���À�]�Œ�µ�•���~�W�Z���s�•�U���•���‹�µ���v���������v���o�Ç�•�]�•�U���•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o���‰�Œ�}�š���]�v�•�U���•���Œ�}�o�}�P�]�����o���Œ���•�‰�}�v�•�� 
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�/�v�š���Œ�‰�o���Ç�������š�Á�����v���&�}�}�š�r���v���r�D�}�µ�š�Z�����]�•�����•�����s�]�Œ�µ�•���ï�����‰�}�o�Ç�u���Œ���•�������v�����š�Z�����š�Ç�‰�����/��
�]�v�š���Œ�(���Œ�}�v���‰���š�Z�Á���Ç�W���������}�v�š�Œ�]���µ�Ÿ�}�v���š�}���À�]�Œ���o���‰���Œ�•�]�•�š���v�����M�� 
 
�D�}�Œ�P���v�� �^���Œ�Œ�Ç�í�U�î�Ž�U�� �'�Œ���P�}�Œ�Ç�� �����]�P�v���Œ���í�U�� �:�µ�o�]���©���� ���µ�‰�Œ� �í�U�� �^�š���‰�Z���v�� �•�]���v�š���Œ���í�U�� �����u�]���v�� �s�]�š�}�µ�Œ�í�U�� �>�����]���� �����l�l���o�]��
�<���•�•�]�u�]�í�����v�����^���v���Œ�������o���]�•���r���}�]�•�•�����µ�í 
 
�í���h�D�Z�� �s�/�Z�K�>�K�'�/���U�� �/�E�Z�����U�� �����}�o���� �E���Ÿ�}�v���o���� �s� �š� �Œ�]�v���]�Œ���� ���–���o�(�}�Œ�š�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š� �� �W���Œ�]�•�r���•�š�U�����E�^���^�� �>�����}�Œ���š�}�]�Œ���� ������ �^���v�š� ��
���v�]�u���o���U���õ�ð�ó�ì�ì���D���]�•�}�v�•�r���o�(�}�Œ�š�U���&�Œ���v�����X�� 
�î�����P�Œ�}�W���Œ�]�•�š�����Z���t���í�ò���Z�µ�������o���µ�����������Œ�v���Œ���U���ó�ñ�ì�ì�ñ���W���Œ�]�•�U���&�Œ���v���� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u�}�Œ�P���v�X�•���Œ�Œ�Ç�›���v�•���•�X�(�Œ�� 
 
One important issue associated with Foot-and-Mouth disease (FMD) is the ability of FMD virus to persist in 
ruminants for several months. Despite considerable work done, the underlying mechanisms remain 
unknown. However, we have shown previously that persistent infection in bovine primary cells is associated 
with a durable but ineffective innate antiviral response that may rely on protein-protein interactions (PPI) 
between FMDV and its host. While FMDV persistence has been reported in ruminants, it has not been 
reported in pigs. This differential persistence provides an opportunity to compare virus-host interactions 
between species, determine their host specificity and identify potential links between PPI and viral 
persistence. 
�t���� �(�}���µ�•������ �}�v�� �š�Z���� �]�v�š���Œ�‰�o���Ç�� �����š�Á�����v�� �&�D���s�� �‰�Œ�}�š���]�v�•�� ���v���� �í�ò�� �����o�o�µ�o���Œ�� �‰�Œ�}�š���]�v�•�� �����o�}�v�P�]�v�P�� �š�}�� �š�Z���� �š�Ç�‰���r�/��
�]�v�š���Œ�(���Œ�}�v�� �~�/�&�E�� �/�•�� �‰���š�Z�Á���Ç�U�� �����•���Œ�]�������� ���•�� �]�v�À�}�o�À������ �]�v�� �u�}�Œ���� �š�Z���v�� �ó�ñ�9���}�(�� �À�]�Œ�µ�•�r�Z�}�•�š�� �W�W�/�X�� �W�o���•�u�]���•�� ���Æ�‰�Œ���•�•�]�v�P��
�š�Z���•�����í�ò���‰�Œ�}�š���]�v�•���(�Œ�}�u�������©�o���U���‰�]�P�U���•�Z�����‰�����v�����P�}���š�U�����•���Á���o�o�����•�����Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v���À�����š�}�Œ�•���(�}�Œ���š�Z�����í�ñ���•���Œ�}�š�Ç�‰���r�K���&�D���s��
�‰�Œ�}�š���]�v�•���Á���Œ�������µ�]�o�š�����Ç���'���š���Á���Ç���u���š�Z�}���X���W�W�/���Á���Œ�����]�����v�Ÿ�.���������Ç���E���v�}�>�µ���r�î�r�,�Ç���Œ�]�����•���Œ�����v�]�v�P�����v�������}�v�.�Œ�u������
�µ�•�]�v�P�� ���8�v�]�š�Ç�� ���Z�Œ�}�u���š�}�P�Œ���‰�Z�Ç�� �'�^�d�r�W�µ�o�o�r���}�Á�v�X�� �d�Z���� �‰�Z���v�}�š�Ç�‰�]���� �]�u�‰�����š�� �}�(�� �•�}�u���� �&�D���s�� �‰�Œ�}�š���]�v�•�� �}�v�� �š�Z���� �/�&�E��
�‰���š�Z�Á���Ç���Z���•�����o�•�}���������v���]�v�À���•�Ÿ�P���š�������À�]�����o�µ���]�(���Œ���•�����Œ���‰�}�Œ�š���Œ�����•�•���Ç�•�X 
The NanoLuc-2-Hybrid approach revealed several PPI between the IFN pathway proteins, and the viral 
proteins tested. The most promising results concerned the 3Dpol for which no interaction with the IFN 
pathway has been described. This protein was used to screen cattle, sheep, goat and pig NanoLuc plasmid 
libraries. When comparing the screening results, it appears that most of the interactors are shared with 
relative strength across species. The FMDV-host PPI have been confirmed by GST-Pull-Down and functional 
validation is ongoing. Furthermore, we have demonstrated by luciferase reporter assays the inhibitory effect 
of 3Dpol on the IFN pathway induction phase. 
�t���� �Z���À���� �����u�}�v�•�š�Œ���š������ �v�}�À���o�� �]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�•�� �����š�Á�����v�� �&�D���s�� �ï���‰�}�o�����v���� �����o�o�µ�o���Œ�� �‰�Œ�}�š���]�v�•�� �]�v�À�}�o�À������ �]�v�� �š�Z���� �/�&�E��
�‰���š�Z�Á���Ç���(�Œ�}�u���(�}�µ�Œ���À�]�Œ�µ�•�r�•�µ�•�����‰�Ÿ���o�����•�‰�����]���•�X���������]�Œ�����š�����+�����š���}�(���ï���‰�}�o���}�v���š�Z�����/�&�E���‰���š�Z�Á���Ç���]�v���µ���Ÿ�}�v���‰�Z���•�����Á���•��
���o�•�}���Œ���À�����o�����X�����}�u���]�v�����U���š�Z���•�����Œ���•�µ�o�š�•���•�š�Œ�}�v�P�o�Ç���•�µ�P�P���•�š���š�Z���š���ï���‰�}�o�����}�µ�o�����‰�o���Ç�����v���µ�v�•�µ�•�‰�����š�������Œ�}�o�����]�v���&�D���s��
���•�����‰�����(�Œ�}�u���š�Z�����Z�}�•�š���/�&�E���‰���š�Z�Á���Ç�X�������&�D���s���u�}���µ�o���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�������v�Ÿ�À�]�Œ���o���Œ���•�‰�}�v�•���U���š�Z�Œ�}�µ�P�Z���]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�•���Á�]�š�Z��
�]�š�•���Z�}�•�š�U���]�•���}�v�����Z�Ç�‰�}�š�Z���•�]�•�����Æ�‰�o�}�Œ�������š�}���µ�v�����Œ�•�š���v�����&�D���s���‰���Œ�•�]�•�š���v�����X���d�Z�µ�•�U���]�š���]�•�����}�v�����]�À�����o�����š�Z���š���š�Z�����ï���‰�}�o��
�‰�Œ�}�š���]�v�U�� ���Ç�� �]�v�š���Œ�����Ÿ�v�P�� �Á�]�š�Z�� �����Œ�š���]�v�� �/�&�E�� �‰���š�Z�Á���Ç�� �‰�Œ�}�š���]�v�•�U�� �u�]�P�Z�š�� ���}�v�š�Œ�]���µ�š���� �š�}�� �š�Z���� ���•�š�����o�]�•�Z�u���v�š�� ���v���l�}�Œ��
�u���]�v�š���v���v�������}�(�������&�D���s�r�Z�}�•�š�����‹�µ�]�o�]���Œ�]�µ�u�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���‰�Œ�}�š���]�v�t�‰�Œ�}�š���]�v���]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�•�V���À�]�Œ�µ�•�t�Z�}�•�š���]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�•�V���(�}�}�š�r���v���r�u�}�µ�š�Z�����]�•�����•�����À�]�Œ�µ�•���~�&�D���s�•�V���ï����
�‰�}�o�Ç�u���Œ���•���V���]�v�š���Œ�(���Œ�}�v���‰���š�Z�Á���Ç 
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�d�Z�����‰�}�Œ���]�v�����o�}�Á�r�����v�•�]�š�Ç���o�]�‰�}�‰�Œ�}�š���]�v���Œ�������‰�š�}�Œ���~�>���>�Z�•���‰�o���Ç�•�����v���]�u�‰�}�Œ�š���v�š���Œ�}�o�����]�v��
���o���•�•�]�����o���•�Á�]�v�����(���À���Œ���À�]�Œ�µ�•���~���^�&�s�•���]�v�(�����Ÿ�}�v 
 
���o���v�����>���À���Œ�]�v�P�Z���µ�•�í�Ž�U���Z�}���]�v���W�}�o�i���l�}�À�]���í�U���W���µ�o���������Z���Œ�í�U�����o���Æ���v�����Œ���W�}�•�š���o�í 
 
�í���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�����,���v�v�}�À���Œ�U���,���v�v�}�À���Œ�U���'���Œ�u���v�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����o���v���X�•�}�‰�Z�]���X�o���À���Œ�]�v�P�Z���µ�•�›�Ÿ�Z�}�r�Z���v�v�}�À���Œ�X������ 
 
Classical swine fever virus (CSFV), a pestivirus within the family Flaviviridae, is the causative agent of classical 
swine fever, an economically important epizootic disease of pigs. Although several host cell factors required 
for replication of CSFV have been identified, its entry mechanism is still poorly understood. The virus-host 
cell interaction of other, distantly related porcine pestiviruses, such as Bungowannah pestivirus (BuPV), is 
little studied. The low-density lipoprotein receptor (LDLR) is involved in cell entry and post-entry processes 
of various viruses including other members of the Flaviviridae, e.g. hepatitis C virus (HCV). In order to better 
understand the entry mechanism of CSFV and other porcine pestiviruses, the relevance of LDLR in infection 
with CSFV and BuPV was investigated.  
�d�Z���� �Œ�}�o���� �}�(�� �>���>�Z�� �]�v�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �Á�]�š�Z�� �š�Z�Œ������ ���]�+���Œ���v�š�� ���^�&�s�� �•�š�Œ���]�v�•�� ���v���� ���µ�W�s���Á���•�� �]�v�]�Ÿ���o�o�Ç�� �•�š�µ���]������ ���Ç�� ���v�Ÿ���}���Ç�r
�u�����]���š���������o�}���l�]�v�P���}�(���>���>�Z���}�v���š�Z�����•�µ�Œ�(���������}�(���‰���Œ�u�]�•�•�]�À���������o�o�•�X���&�}�Œ�����}�v�.�Œ�u���Ÿ�}�v�U���š�Z�����‰���Œ�u�]�•�•�]�À�]�š�Ç���}�(���‰�}�Œ���]�v����
�����o�o���o�]�v���•���P���v���Ÿ�����o�o�Ç�����v�P�]�v�����Œ���������Ç�����Z�/�^�W�Z�l�����•�õ���š�}�����Æ�‰�Œ���•�•�����]�š�Z���Œ���o�}�Á���}�Œ���Z�]�P�Z���o���À���o�•���}�(���>���>�Z���Á���•�����À���o�µ���š���������š��
�î�ì�����v�����ó�î���Z�}�µ�Œ�•���‰�}�•�š���]�v�(�����Ÿ�}�v���~�Z�‰�]�•�X�� 
Infections with genetically distinct CSFV strains were strongly reduced at 20 hpi after blocking with an LDLR-
specific antibody, e.g. for the highly pathogenic strain Kozlov resulting in 55-fold reduction of infectious titers. 
BuPV showed a less pronounced dependency on LDLR with about 10-fold reduced titers. Blocking had no 
impact on uptake of low-density lipoprotein (LDL), suggesting a role of LDLR that is independent of the 
availability of LDL. The altered LDLR expression of the engineered cell lines had no clear effect on BuPV 
infection. In contrast, the reduced and enhanced LDLR expression levels had a significant impact on 
permissivity to CSFV that became apparent already at 20 hpi and was still prominent at 72 hpi, providing 
further evidence for a role of LDLR in entry and possibly also in post-entry processes of CSFV.  
�>���>�Z�����‰�‰�����Œ�•���š�}���‰�o���Ç�����v���]�u�‰�}�Œ�š���v�š���Œ�}�o�����]�v���š�Z�����Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v�����Ç���o�����}�(�����^�&�s�U���Á�Z�]�o�����]�š���•�����u�•���š�}���������o���•�•���Œ���o���À���v�š���]�v��
���µ�W�s���]�v�(�����Ÿ�}�v�U���]�v���]�����Ÿ�v�P�����]�+���Œ���v�����•���]�v���š�Z�����À�]�Œ�µ�•�r�Z�}�•�š�������o�o���]�v�š���Œ�����š�}�u�����}�(�����]�À���Œ�•�����‰�}�Œ���]�v�����‰���•�Ÿ�À�]�Œ�µ�•���•�X���d�Z����
�v���Á�o�Ç���]�����v�Ÿ�.�����������‰���v�����v�������}�(�����^�&�s���}�v���>���>�Z���Œ���À�����o�•���‰���Œ���o�o���o�•���š�}���}�š�Z���Œ���u���u�����Œ�•���}�(���š�Z�����(���u�]�o�Ç���&�o���À�]�À�]�Œ�]�������U��
�Á�Z�]���Z���u�]�P�Z�š�����o�o�}�Á���š�Z�����š�Œ���v�•�(���Œ���}�(���.�v���]�v�P�•�������š�Á�����v���š�Z���•�����À�]�Œ�µ�•���•�X���^�]�u�]�o���Œ���š�}���,���s�U���>���>�Z���‰�Œ�}�������o�Ç���Œ���‰�Œ���•���v�š�•��
�}�v�����}�(���•���À���Œ���o�������o�o�µ�o���Œ���(�����š�}�Œ�•���u�����]���Ÿ�v�P���š�Z�����]�v�]�Ÿ���o���]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�������š�Á�����v����� �̂&�s�����v�����]�š�•���Z�}�•�š�������o�o�X�� 
 
Keywords: Classical swine fever virus, Bungowannah pestivirus, Low density lipoprotein receptor, viral entry, 
host factor 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���d�Z�]�•���•�š�µ���Ç���Á���•���(�µ�v�����������Ç���š�Z���������µ�š�•���Z�����&�}�Œ�•���Z�µ�v�P�•�P���u���]�v�•���Z���L���~���&�'�U���'���Œ�u���v���Z���•�����Œ���Z���&�}�µ�v�����Ÿ�}�v�•��
�µ�v�����Œ���‰�Œ�}�i�����š���v�µ�u�����Œ���ð�î�ó�ô�î�õ�ó�ò�î�X 
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�^�����}�v�����W���Œ���o�o���o���^���•�•�]�}�v 
 

�W���š�Z�}�P���v�����À�}�o�µ�Ÿ�}�v�U���W���š�Z�}�P���v���•�]�•�� 
���v�����/�u�u�µ�v�}�o�}�P�Ç�� 

 

�W�}�•�š���Œ�•���Á�]�š�Z���&�o���•�Z���W�Œ���•���v�š���Ÿ�}�v 
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�D���Œ���Z�����~�/�•�^�h�D�•�U���s�]�����'�X���^���o�À���u�]�v�]���í�U���ì�ò�í�î�ò�U���W���Œ�µ�P�]���U���/�š���o�Ç 

�Ž�����}�Œ�Œ���•�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u�•�X�������š�}�›�]�Ì�•�µ�u�X�]�š�� 
 
�^�u���o�o�� �Z�µ�u�]�v���v�š�� �>���v�Ÿ�À�]�Œ�µ�•���•�� �~�^�Z�>�s�•�•�� ���Œ���� �Œ���š�Œ�}�À�]�Œ�µ�•���•�� �š�Z���š�� �]�v���o�µ������ �s�/�^�E���r�D�������/�� ���v���� �������s�U�� �Á�Z�]���Z�� �����µ�•����
���]�•�����•���� �}�(�� ���]�+���Œ���v�š�� �•���À���Œ�]�š�Ç���]�v�� �•�Z�����‰�����v���� �P�}���š�•�X���^�]�v������ ���}�v�š�Œ�}�o�� ���v���� ���Œ�����]�����Ÿ�}�v���‰�o���v�•�� ���Œ�����v�}�š�� �u���v�����š�}�Œ�Ç���]�v��
�•���À���Œ���o�����}�µ�v�š�Œ�]���•�U���]�v���o�µ���]�v�P���/�š���o�Ç�U���^�Z�>�s�•�����Œ�������]�•�š�Œ�]���µ�š�������Á�}�Œ�o���Á�]�����X���^�Z�>�s�•�����Œ�������Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���������Ç�������Z�]�P�Z���P���v���Ÿ����
�À���Œ�]�����]�o�]�š�Ç�U���Á�]�š�Z���.�À�����P���v�}�š�Ç�‰���•���~���r���•�����v�����•���À���Œ���o���•�µ���r�P���v�}�š�Ç�‰���•���~���í�r�î�ð�V�����í�r�ñ�V�����í�r�î�•�X���/�v���/�š���o�Ç���š�Z�Œ�������P���v�}�š�Ç�‰���•��
���v���� �(�}�µ�Œ�š�����v�� �•�µ���r�P���v�}�š�Ç�‰���•�� �Á���Œ���� �]�����v�Ÿ�.������ �•�}���(���Œ�U���š�Á�}�� �}�(�� �Á�Z�]���Z���Z���À���� �������v�� �Œ�������v�š�o�Ç�������•���Œ�]�������U���š�Z�Œ�}�µ�P�Z������
�Œ���š�Œ�}�•�‰�����Ÿ�À�����•�š�µ���Ç�����}�v���µ���š�������}�v���‰�}�•�]�Ÿ�À���������•���•�����]���P�v�}�•�������(�Œ�}�u���í�õ�õ�ô���š�}���^���‰�š���u�����Œ���î�ì�í�õ�X���d�Z�]�•���Z�]�P�Z�o�]�P�Z�š�•���š�Z���š��
�u�}�o�����µ�o���Œ�����Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v���}�(���‰�}�•�]�Ÿ�À�����•���u�‰�o���•���]�•���‰�]�À�}�š���o���š�}���µ�v�����Œ�•�š���v�������v�����š�Z�����^�Z�>�s�����À�}�o�µ�Ÿ�}�v���]�v���/�š���o�Ç�X���d�Z����
�‰�Œ���•���v�š�� �•�š�µ���Ç���‰�Z�Ç�o�}�P���v���Ÿ�����o�o�Ç�����Z���Œ�����š���Œ�]�Ì������ �^�Z�>�s�� ���]���P�v�}�•������ ���µ�Œ�]�v�P���š�Z�����•�Ç�v���Œ�}�u�]���� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ ���}�v���µ���š������
�(�Œ�}�u���K���š�}�����Œ���î�ì�í�õ���š�}���D���Ç���î�ì�î�î���]�v���/�š���o�Ç�X�����µ�Œ�]�v�P���š�Z�]�•���‰���Œ�]�}���U���í�ô�î���•�Z�����‰�����v�����P�}���š���(���Œ�u�•�����]�•�š�Œ�]���µ�š�������]�v���.�L�����v��
�/�š���o�]���v���Œ���P�]�}�v�•�����v�����ï�í���‰�Œ�}�À�]�v�����•���Á���Œ�����•�µ���i�����š�������š�}���^�Z�>�s�����]���P�v�}�•�]�•�U���Á�]�š�Z���ò�ï�ì���•���u�‰�o���•���š���•�š�����X���^���u�‰�o���•���Á���Œ����
���v���o�Ç�Ì������ ���Ç�� �v���•�š������ �W���Z�� �š���Œ�P���Ÿ�v�P�� �š�Z���� �P���P�r�‰�}�o�� ���}�v�•���Œ�À������ �Œ���P�]�}�v�U�� �P���v���Œ���Ÿ�v�P�� ���v�� ���u�‰�o�]���}�v���}�(�� �����}�µ�š�� �ô�ì�ì�� ���‰�X��
���Æ�š�Œ�����Ÿ�}�v�� �}�(�� �‰�Œ�}�À�]�Œ���o�� ���E���� �}�Œ�� �Z�E���� �Á���•�� �‰���Œ�(�}�Œ�u������ �(�Œ�}�u�� ���]�+���Œ���v�š�� �u���š�Œ�]�����•�� �~�•�}�u���Ÿ���� �����o�o�•�U�� ���µ�+�Ç�� ���}���š�U�� �i�}�]�v�š��
�G�µ�]���•�U���}�Œ�P���v���Z�}�u�}�P���v���š���•�•���W�}�•�]�Ÿ�À�����•���u�‰�o���•���Á���Œ�����^���v�P���Œ���•���‹�µ���v�����������v�����•���‹�µ���v�����•���P���v���Œ���š���������o�]�P�v�������Á�]�š�Z��
�Œ���(���Œ���v�������•�š�Œ���]�v�•���(�}�Œ���P���v�}�š�Ç�‰�]�v�P�X���D���Æ�]�u�µ�u���>�]�l���o�]�Z�}�}�����~�D�>�•���‰�Z�Ç�o�}�P���v���Ÿ�������v���o�Ç�•�]�•���Á���•���‰���Œ�(�}�Œ�u�������Á�]�š�Z���í�ì�U�ì�ì�ì��
�Œ���‰�o�]�����š���•�� ���v���� ���}�}�•�š�Œ���‰�� �À���o�µ���•�E�ó�ì�9�X�����µ�Œ�]�v�P�� �š�Z���� �•�š�µ���Ç�� �‰���Œ�]�}���U�� �ñ�õ�� �(���Œ�u�•�� �}�µ�š�� �}�(�� �í�ô�î�� �š���•�š������ �~�ï�ì�X�ô�ð�9�•�� �Á���Œ����
�‰�}�•�]�Ÿ�À���U�����]�•�š�Œ�]���µ�š�������]�v���š���v���Œ���P�]�}�v�•�����v�����v�]�v���š�����v���/�š���o�]���v���‰�Œ�}�À�]�v�����•�X���/�v���î�ì�í�õ�U���î�ó�l�ó�ð���(���Œ�u�•���Œ���•�µ�o�š�������‰�}�•�]�Ÿ�À���U���]�v��
�î�ì�î�ì�� �í�ò�l�ñ�í�U�� �]�v�� �î�ì�î�í�� �ô�l�ð�î�� ���v���� �]�v�� �î�ì�î�î�� �ô�l�î�î�X�� ���]�P�Z�š�Ç�r�v�]�v���� �}�µ�š�� �}�(�� �ò�ï�ì�� �•���u�‰�o���•�� ���v���o�Ç�•������ �Œ���•�µ�o�š������ �‰�}�•�]�Ÿ�À����
�~�í�ð�X�í�î�9�•�U���}�(���Á�Z�]���Z���ð�ì���Á���Œ�����•�µ�������•�•�(�µ�o�o�Ç���•���‹�µ���v�������X���d�Z�Œ�������P���v�}�š�Ç�‰���•���~���U�����U�����•�����v�����•���À���v���•�µ���r�P���v�}�š�Ç�‰���•���~���õ�U��
���í�õ�U�����î�ð�U�����í�U�����î�U�����ï�� ���v�������î�•�����]�•�š�Œ�]���µ�š�������]�v���v�]�v�����Œ���P�]�}�v�•���Á���Œ�����]�����v�Ÿ�.�����X���d�Z�����‰�Œ���•���v�š�•���•�š�µ���Ç���]�����v�Ÿ�.�������š�Z����
���]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}�(�����õ���•�µ���r�P���v�}�š�Ç�‰�����]�v���E�}�Œ�š�Z���Œ�v���/�š���o�Ç���~�s���v���š�}�•���]�v���î�ì�î�í���(�}�Œ���š�Z�����.�Œ�•�š���Ÿ�u���U���‰�Œ���À�]�}�µ�•�o�Ç���Œ���‰�}�Œ�š�������•�}�o���o�Ç��
�]�v�������v�š�Œ���o���~�î�ì�í�ì�r�î�ì�í�ô�•�����v�����•�}�µ�š�Z���~�î�ì�í�ó�r�î�ì�í�õ�•���/�š���o�Ç�X���/�v���������]�Ÿ�}�v�U���š�Z�����‰�Z�Ç�o�}�P���v���Ÿ�������v���o�Ç�•�]�•�����}�v���µ���š�������Œ���À�����o������
�š�Z�������]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�������î�ð���•�µ���r�P���v�}�š�Ç�‰�����]�v���^�}�µ�š�Z���/�š���o�Ç���(�}�Œ���š�Z�����.�Œ�•�š���Ÿ�u���X�����•���Œ���P���Œ���•���š�Z���������P���v�}�š�Ç�‰�����~�í�r�ï�•�U���š�Z�]�•��
�]�•�� �Á�]�����o�Ç�� ���]�•�š�Œ�]���µ�š������ �����Œ�}�•�•�� �š�Z���� �]�v�� �‰���v�]�v�•�µ�o���Œ�� �/�š���o�Ç�U�� �Á�]�š�Z�� �š�Z���� ���í�� �����]�v�P�� �š�Z���� �u�}�•�š�� �Á�]�����•�‰�Œ�������X�� �d�Z���� �P���v���Ÿ����
���Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v���}�(���^�Z�>�s�•���]�•�����v�����•�•���v�Ÿ���o���š�}�}�o���(�}�Œ���u���‰�‰�]�v�P���š�Z�������]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v�����v�������]�•�š�Œ�]���µ�Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����•�µ���r�P���v�}�š�Ç�‰���•��
�]�v���•�Z�����‰�����v�����P�}���š���(���Œ�u�•���]�v���/�š���o�Ç�U���š�Z�������+�����Ÿ�À���v���•�•���}�(���Á�Z�]���Z���Á�}�µ�o�������������v�Z���v�����������Ç�����}�v�Ÿ�v�µ�}�µ�•�����v�������}�v�•�š���v�š��
�u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P���}�(���š�Z�����]�v�(�����Ÿ�}�v���]�v���š�Z�����.���o���X 
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�s�]�©�}�Œ�]�������]���'�]�}�À���v�v�]�í�Ž�U���&�Œ���v�����•���}���'�Œ���©���î�U�����v�š�}�v�]�}���>���À���Ì�Ì���í�U���W���š�Œ�]�Ì�]���������À�����]�v�]�í�U���>�}�Œ���v�Ì�}�������‰�µ�����]�í 
 
�í���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����>�}�u�����Œ���]�������������o�o�[���u�]�o�]�����Z�}�u���P�v���U�����Œ���•���]���U���/�š���o�Ç 
�î�����/���r�^�‰���U���^���v���D���Œ�Ÿ�v�}�����µ�}�v�����o�����Œ�P�}�U���/�š���o�Ç�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���À�]�©�}�Œ�]���X���]�P�]�}�À���v�v�]�›�]�Ì�•�o���Œ�X�]�š�� 
 
Members of the class Mammalia use milk to passively protect infants from infectious diseases, thus giving 
the developing immune system time to mature and become autonomous. Rabbit mothers actively provide 
IgG from the serum through the placenta to the foetus, that is after birth protected at the systemic immune 
level. Therefore, at first colostrum and then milk contain immunoglobulins, mainly IgA, to passively protect 
the young rabbit's mucous membrane during the lactation period. However, very few studies have been 
conducted to understand the origin of specific IgA, particularly in relation to the vaccination protocol. Here, 
we analysed the quantity and specificity of IgA present in the milk of farmed rabbits, vaccinated against RHDV 
and RHDV2, two lagoviruses that cause rabbit haemorrhagic disease (RHD), a lethal hepatitis with a high 
mortality rate. 
�t�������}�o�o�����š���������o�}�}�������v�����u�]�o�l���•���u�‰�o���•���}�(���î�ì�����}���•���À�������]�v���š�������Á�]�š�Z���š�Á�}���u�}�v�}�À���o���v�š���À�������]�v���•���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç���(�}�Œ��
�Z�,���s�� ���v���� �Z�,���s�î�X�� �^���u�‰�o���•�� �Á���Œ���� �š���l���v�� ���š�����]�+���Œ���v�š�� �]�v�š���Œ�À���o�•�� ���L���Œ�����]�Œ�š�Z�����v���� �•���Œ�����Á���Œ���� �š���•�š������ �Á�]�š�Z���•�‰�����]�.����
�����>�/�^���•�� �~�š�}�š���o�� �/�P�•�� �(�}�Œ�� ���}�š�Z�� �À�]�Œ�µ�•���•�X�� �&�µ�Œ�š�Z���Œ�u�}�Œ���U�� �š�}�� �����š�����š�� �š�}�š���o�� ���v���� �•�‰�����]�.���� �/�P���� ���P���]�v�•�š�� �Z�,���s�l�Z�,���s�î�U�� �Á����
�‰���Œ�(�}�Œ�u���������]�Œ�����š�����v�����Œ���À���Œ�•�������>�/�^�����µ�•�]�v�P���•�‰�����]�.�����D���������v�Ÿ���/�P�������v���l�}�Œ�����v�Ÿ�r�À�]�Œ�µ�•���•�X�������•���v���Á�]���Z�����>�/�^���������•������
�}�v���D���������v�Ÿ���/�P�����Á���•���µ�•�������(�}�Œ���‹�µ���v�Ÿ�(�Ç�]�v�P���/�P���X 
cELISAs showed that vaccinated mothers were seropositive with a good titer for both RHDV (~1/320) and 
RHDV2 (~1/160). Interestingly, titres obtained with cELISAs by testing both milk and sera of the same rabbits 
were comparable.  The amount of IgA was 350 ± 100 ug/ml, with around 20% of sIgA in the sera and 5-10 
mg/ml of sIgA in the milk. Both direct IgA ELISA and the reverse ELISA resulted positive with comparable titre, 
even if direct ELISA showed a better sensibility, limiting the risk of false negative results.    
���o�š�Z�}�µ�P�Z�� �‰�Œ���o�]�u�]�v���Œ�Ç�U�� �}�µ�Œ�� �Œ���•�µ�o�š�•�� �}�v�� �u�]�o�l�� ���}�o�o�����š������ �(�Œ�}�u�� �À�������]�v���š������ �Œ�������]�š�•�� �(�}�Œ�� �Z�,���U�� ���o�����Œ�o�Ç�� �•�Z�}�Á������ �š�Z����
�‰�Œ���•���v�������}�(���•�‰�����]�.�����/�P�������š���Œ���o���À���v�š���Ÿ�š�Œ���•�U���•�]�u�]�o���Œ�o�Ç���]�v�������>�/�^�����š�}���š�Z�}�•�����(�}�µ�v�����]�v���š�Z�����•���Œ�µ�u�X�����}�v�•�]�����Œ�]�v�P���š�Z����
�Œ���o���À���v�������}�(���Z�µ�u�}�Œ���o���]�u�u�µ�v�]�š�Ç���]�v���‰�Œ�}�š�����Ÿ�v�P���Œ�������]�š�•���(�Œ�}�u���Z�,���U���}�µ�Œ���Œ���•�µ�o�š�•���]�v���]�����š�����š�Z���š���Ç�}�µ�v�P���Œ�������]�š�•�����}�Œ�v��
�(�Œ�}�u�� �À�������]�v���š������ �u�}�š�Z���Œ�•�� �����v���.�š�� �(�Œ�}�u�� ���� ���µ���o�� �‰���•�•�]�À���� �‰�Œ�}�š�����Ÿ�}�v�U�����}�š�Z�� ���š�� �•�Ç�•�š���u�]���� �~�•���Œ�µ�u�� �/�P�'�•�U�� ���•�� ���o�Œ�������Ç��
�‰�Œ���À�]�}�µ�•�o�Ç���•�Z�}�Á�v�U�����v�����u�µ���}�•���o���~�u�]�o�l���/�P���•���o���À���o�X���,�}�Á���À���Œ�U���P�]�À���v���š�Z�����v�}�À���o�š�Ç���}�(���š�Z���������š���U���(�µ�Œ�š�Z���Œ���•�š�µ���]���•�����Œ����
�v�������������š�}�����}�v�.�Œ�u���š�Z�]�•�����}�v���o�µ�•�]�}�v�X�� 
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�W�í�ï�X�����Ç�š�}�l�]�v���� �•�����Œ���Ÿ�}�v�� �]�v�� �Z���u���š�}�‰�}�]���Ÿ���� �•�š���u�� �����o�o�•�� �����ï�ð�=�� �}�(�� �����©�o���� �]�v�(�����š������
�Á�]�š�Z�����}�À�]�v�����o���µ�l���u�]�����À�]�Œ�µ�•���~���>�s�• 
 
�D���Œ�]�����^�Ì���Ì�}�š�l���í�U���:�������l���<�µ�Ì�u���l�í�U�����v�v�����^�Ì���Ì�}�š�l���r���}���Z�v�]���Œ�Ì�î�������� 
 
�í���E���Ÿ�}�v���o���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U�������‰�š�X���}�(�����]�}���Z���u�]�•�š�Œ�Ç�U���W�µ�o���Á�Ç�U���W�}�o���v���������� 
���î���E���Ÿ�}�v���o���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U�������‰�š�X���}�(���^�Á�]�v�������]�•�����•���•�U���W�µ�o���Á�Ç�U���W�}�o���v���� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���•�Ì���Ì�}�š�l���›�‰�]�Á���š�X�‰�µ�o���Á�Ç�X�‰�o������ 
 
���}�À�]�v�����o���µ�l�����u�]�����À�]�Œ�µ�•���~���>�s�•���]�•���������r�o�Ç�u�‰�Z�}�š�Œ�}�‰�]�����}�v���}�P���v�]�����u���u�����Œ���}�(���Z���š�Œ�}�À�]�Œ�]���������(���u�]�o�Ç�����v�����]�•�����v�����š�]�}�o�}�P�]����
���P���v�š�� �}�(�� ���v�Ì�}�}�š�]���� ���}�À�]�v���� �o���µ�l�}�•�]�•�U�� �š�Z���� �u�}�•�š�� ���}�u�u�}�v�� �v���}�‰�o���•�š�]���� ���]�•�����•���� �}�(�� �����š�š�o���X�� ���>�s�� �]�v�(�����š�]�}�v�� �]�•��
���Z���Œ�����š���Œ�]�Ì������by a long viral latency and by the absence of viremia. The mechanisms of viral persistence and 
disease progression remain poorly understood at present. ���}�v�����u���Œ�Œ�}�Á���]�•���‰�}�‰�µ�o���š���������Ç���Z���u���š�}�‰�}�]���š�]�����•�š���u��
�����o�o�•���~�,�^���•�•�����v�������Ç�����������o�o���‰�}�‰�µ�o���š�]�}�v���v�}�š�����]�Œ�����š�o�Ç���]�v�À�}�o�À�������]�v���Z�����u���š�}�‰�}�]���•�]�•���r���u���•���v���Z�Ç�u���o���•�š���u�������o�o�•���~�D�^���•�•�X��
These stem cells reside in the bone marrow and are capable of homing to the BM cavity and regenerating a 
full array of hematopoietic cell lineages. �d�Z����HSCs are rare and represent only 0,005% to 0,01% of all 
nucleated BM cells and t�Z���Ç�� ���Æ�‰�Œ���•�•�� �•�µ�Œ�(�������� ���v�š�]�P���v�•�� �����ï�ð�� ���v���� �����ï�ñ�U�� �‰�Œ�}���µ������ ���v���� �Œ���o�����•���� ���� �v�µ�u�����Œ�� �}�(��
���Ç�š�}�l�]�v���•���]�v�À�}�o�À�������]�v���š�Z�����u���]�v�š���v���v�������}�(���Z�����u���š�}�‰�}�]���•�]�•�X���d�Z�������]�u���}�(���š�Z�����•�š�µ���Ç���Á���•�������š���Œ�u�]�v���š�]�}�v���š�Z�����‰�Œ�}�(�]�o����
�}�(�����Ç�š�}�l�]�v�����‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�����Ç���•�š���u�������o�o�•�������ï�ð�=���}�(�������š�š�o�����v���š�µ�Œ���o�o�Ç���]�v�(�����š�������Á�]�š�Z�����>�s�X  
The CD34+ cells were generated from the blood and lymphoid organs of infected with BLV and control 
healthy cows with the use of immunomagnetic method and monoclonal antibodies anti CD34+ (Miltenyi 
Biotec). Isolated CD34+ cells were cultivated for 2 weeks in vitro. The level of cytokines: Il-6, IL-10, IL-12p40, 
IL-12p70, IFN and TNF was determined in culture fluid in flow cytometer with the use of monoclonal 
antibodies for cytokines. 
�d�Z���� �o���À���o�•�� �}�(�� ���Ç�š�}�l�]�v���•�� �‰�Œ�}���µ�������� ���Ç�� ���o�}�}���� �,�^���•�W���/�>�r�ò�U�� �/�>�r�í�î�‰�ó�ì�� ���v���� �d�E�&�r�r���Á���Œ���� �Z�]�P�Z���Œ�� �]�v�� �]�v�(�����š������ �š�Z���v�� �]�v��
���}�v�š�Œ�}�o�����}�Á�•�X���/�v�����}�v�����u���Œ�Œ�}�Á���,�^���•���}�(���o���µ�l���u�]�������}�Á�•�U���š�Z�����P�Œ�����š���Œ�����}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•���}�(�W�����}�š�Z���/�>�r�í�î�U���d�E�&�r���r�����v����
�/�&�E�r�v���Á���Œ���������š���Œ�u�]�v�����U�����µ�š���]�v���•�‰�o�����v���}�v�o�Ç���/�>�r�í�ì���Á���•���Z�]�P�Z���Œ���]�v���]�v�(�����š���������v�]�u���o�•�X���/�v���,�^���•���P���v���Œ���š�������(�Œ�}�u���o�Ç�u�‰�Z��
�v�}�������}�(���o���µ�l���u�]�������v�]�u���o�•���}�v�o�Ç���d�E�&�r���r���o���À���o���Á���•���o�}�Á���Œ�U�����µ�š�����o�o���š�Z�����}�š�Z���Œ�����Ç�š�}�l�]�v���•���Z�������P�Œ�����š���Œ���À���o�µ���•���š�Z���v���]�v��
���}�v�š�Œ�}�o�����}�Á�•�X 
�d�Z�����]�v�(�����š�]�}�v���}�(�����>�s�������µ�•�������•�š���š�]�•�š�]�����o�o�Ç���•�]�P�v�]�(�]�����v�š�����]�(�(���Œ���v�����•���]�v�����Ç�š�}�l�]�v�������Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�����Ç���Z���u���š�}�‰�}�]���š�]�����•�š���u��
�����o�o�•�X���K�v�� �š�Z���� �����•�]�•�� �}�(�� �}���š���]�v������ �Œ���•�µ�o�š�•�� �]�š�� �]�•�� ���À�]�����v�š�U�� �š�Z���š�� �Œ���š�Œ�}�À�]�Œ���o�� �]�v�(�����š�]�}�v�� �u���Ç�� �]�v�(�o�µ���v������ ���v���� ���]�•�š�µ�Œ���� �š�Z����
�v�}�Œ�u���o���Z�����u���š�}�‰�}�]���•�]�•�X���s�]�Œ���o���]�v�(�����š�]�}�v���u���Ç�����(�(�����š���š�Z�����o���À���o�•���}�(�����Ç�š�}�l�]�v���•�����v�����š�Œ���v�•���Œ�]�‰�š�]�}�v���(�����š�}�Œ�•�X���K�v���š�Z����
�}�š�Z���Œ���•�]�����U���š�Z�]�•���]�v�(�����š�]�}�v���u���Ç�������µ�•�������‰�}�‰�š�}�•�]�•�U�������•�š�Œ�µ���š�]�}�v���}�(���‰�Œ�}�P���v�]�š�}�Œ�������o�o�•�U�����Ç�š�}�o�Ç�•�]�•�U���Á�Z���š���]�v�����}�v�•���‹�µ���v������
�o���������š�}�������•�š�Œ�µ���š�]�}�v���}�(���Z�����u���š�}�‰�}�]���•�]�•�����v�������Z���v�P���•���]�v�����Ç�š�}�l�]�v�����‰�Œ�}�(�]�o���•�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����}�À�]�v�����o���µ�l���u�]���U�����>�s�U���•�š���u�������o�o�• 
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�W�í�ð�X�����Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v�� �}�(�� �d�}�•�����v���� �À�]�Œ�µ�•�� �~�d�K�^�s�•�� ���Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o���]�v�(�����Ÿ�}�v�� �]�v�� �d�Ç�‰���� �/��
�/�v�š���Œ�(���Œ�}�v���Z�������‰�š�}�Œ���<�v�}���l�r�K�µ�š���u�]���� 
 
�>�}�Œ���v�Ì�}���'�í�Ž�U���>�•�‰���Ì�r�'�]�o�����î�U���^���v���Z���Ì�r���}�Œ���•�v���W�í�U�����Œ�µ�v�����í 

 
�í�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v���^���v�]�����������v�]�u���o���~���/�^���•�U���/�E�/���r���^�/���U���î�ô�í�ï�ì���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���o�}�Œ���v�Ì�}�X�P���u���›�]�v�]���X���•�]���X���•�� 
 
�d�}�•�����v���� �À�]�Œ�µ�•�� �~�d�K�^�s�•�U�� �����‰�Z�o�����}�À�]�Œ�µ�•�� �}�(�� �š�Z�����W�Z���v�µ�]�À�]�Œ�]���������(���u�]�o�Ç�U�� �]�•�� �š�Œ���v�•�u�]�©������ ���Ç�� �•���v���G�]���•�� ���v���� �����v�� �]�v�(�����š��
�Z�µ�u���v�•�� ���µ�Œ�]�v�P�� �Á���Œ�u�� �•�����•�}�v�•�X�� �D�}�•�š�� �����•���•�� �}�(�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �Œ���•�µ�o�š�� �]�v�� �(�����Œ�]�o���� �]�o�o�v���•�•�� ���•�� �Á���o�o�� ���•�� �v���µ�Œ�}�]�v�À���•�]�À����
�]�v�(�����Ÿ�}�v�•�����+�����Ÿ�v�P���š�Z���������v�š�Œ���o�����v�����‰���Œ�]�‰�Z���Œ���o���v���Œ�À�}�µ�•���•�Ç�•�š���u�•�X�����µ�����š�}���µ�v�•�‰�����]�.�����•�Ç�u�‰�š�}�u�•���•�]�u�]�o���Œ���š�}���}�š�Z���Œ��
���]�•�����•���•�U���d�K�^�s�� �����•���•�� ���Œ���� �µ�•�µ���o�o�Ç���µ�v�����Œ���•�Ÿ�u���š�����X�� �Z�������v�š�o�Ç�U���•���Œ�}�‰�Œ���À���o���v������ �•�š�µ���]���•�� ���}�v�.�Œ�u������ �š�Z���š�� �d�K�^�s�� �]�•��
�‰�Œ���•���v�š���]�v���E�}�Œ�š�Z�����(�Œ�]�����U���]�v���š�Z���������o�l���v���W���v�]�v�•�µ�o���U�����v�����]�v���š�Z�����D�����]�š���Œ�Œ���v�����v���]�•�o���v���•���Á�]�š�Z���‰���Œ�����v�š���P���•���}�(���d�K�^�s�r
�•�‰�����]�.�������v�Ÿ���}���]���•�������š�Á�����v���í�r�ï�ó�9���]�v���•���Œ�����(�Œ�}�u���Z�µ�u���v�����v�������}�u���•�Ÿ�������v�]�u���o�•���~���}�P�•�U�������š�•�U�������©�o���U���•�Z�����‰�����v����
�P�}���š�•�•�X���&�µ�Œ�š�Z���Œ�u�}�Œ���U���]�v���•�}�u�����}�(���š�Z���•�������Œ�����•���š�Z�������]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}�(���}�š�Z���Œ�����o�}�•���o�Ç���Œ���o���š�������‰�Z�o�����}�À�]�Œ�µ�•���•���u���Ç�����o�o�}�Á��
�P���v�}�u�]�����Œ�����•�•�}�Œ�š�u���v�š�•���µ�‰�}�v�����}�]�v�(�����Ÿ�}�v���]�v���š�Z�����•���u�����Z�}�•�š���~�Z�µ�u���v���}�Œ�����v�]�u���o�•�U���]�v���Œ�����•�]�v�P���š�Z�������Z���v�����•���(�}�Œ���š�Z����
���u���Œ�P���v�������}�(���v���Á���À�]�Œ�µ�•���•���Á�]�š�Z���µ�v�l�v�}�Á�v���‰���š�Z�}�P���v�]�����‰�Œ�}�‰���Œ�Ÿ���•�X���>�]�©�o�����]�•���l�v�}�Á�v�������}�µ�š���š�Z�����‰���š�Z�}�P���v���•�]�•���}�(��
�d�K�^�s���]�v�(�����Ÿ�}�v�U�����µ�����š�}���š�Z�����o�����l���}�(�������•�µ�]�š�����o�������v�]�u���o���u�}�����o�X���d�Z�����u���]�v���P�}���o���}�(���š�Z�]�•���Á�}�Œ�l���Á���•���š�}�����À���o�µ���š�����š�Z����
�•�µ�•�����‰�Ÿ���]�o�]�š�Ç���}�(���]�v�š���Œ�(���Œ�}�v���~�/�&�E�•�r�r�l�t���Œ�������‰�š�}�Œ���l�v�}���l�r�}�µ�š���u�]�������~�/�&�E���Z�r�l�r�•���š�}���d�K�^�s�����v�����•�š�µ���Ç���À�]�Œ���o���‰���š�Z�}�P���v���•�]�•��
�]�v���•���À���Œ���o���Ÿ�•�•�µ���•�X 
�/�&�E���Z�r�l�r���u�]�������Á���Œ�����]�v�}���µ�o���š�������Á�]�š�Z�����]�+���Œ���v�š�����}�•���•���}�(���d�K�^�s�����v�������o�]�v�]�����o���•�]�P�v�•�����v�����u�}�Œ�š���o�]�š�Ç���Á���Œ�����u�}�v�]�š�}�Œ������
���µ�Œ�]�v�P�� �í�ñ�� �����Ç�•�X�� �D�]������ �Á���Œ���� �•�����Œ�]�.�������� ���š�� ���]�+���Œ���v�š�� �Ÿ�u���•�� �‰�}�•�š�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �š�}�� �•�š�µ���Ç�� �‰���š�Z�}�o�}�P�]�����o�l�Z�]�•�š�}�o�}�P�]�����o��
�o���•�]�}�v�•�X���^���Œ�����(�Œ�}�u���]�v�(�����š�������u�]�������Á���Œ�������}�o�o�����š���������v�����•���Œ�}���}�v�À���Œ�•�]�}�v���Á���•�����•�•���Ç���������Ç���]�u�u�µ�v�}�G�µ�}�Œ���•�����v�����X�� 
�,���Œ�����]�š���]�•���•�Z�}�Á�v���š�Z���š���/�&�E���Z�r�l�r���u�]�������Á���Œ�����•�µ�•�����‰�Ÿ���o�����š�}���d�K�^�s�����v���������v�������À���o�}�‰���(���š���o�����]�•�����•���������š�Á�����v���í�ì�����v����
�í�ñ�������Ç�•���‰�}�•�š���]�v�(�����Ÿ�}�v�X���&���Á���u�]�������•�Z�}�Á���������o�����Œ�����o�]�v�]�����o���•�]�P�v�•�����•�������Œ�o�Ç�����•���ï�����‰�]�����v���U�����š���o���š���Œ���•�š���P���•�U���Z�]�v�����o�]�u����
�‰���Œ���o�Ç�•�]�•�� �Á���•�� ���o�•�}�� �}���•���Œ�À������ �]�v�� �•�}�u���� �}�(�� �š�Z���� �]�v�(�����š������ �u�]�����X�� �/�u�u�µ�v�}�G�µ�}�Œ���•�����v������ ���v���o�Ç�•�]�•�� ���}�v�.�Œ�u������ �š�Z����
�‰�Œ���•���v�������}�(���•�‰�����]�.�������v�Ÿ�r�d�K�^�s�����v�Ÿ���}���]���•���]�v���•���Œ�µ�u���}�(�����o�o���]�v�(�����š���������v�]�u���o�•�X���,�]�•�š�}�o�}�P�]�����o�����Æ���u�]�v���Ÿ�}�v�•���}�(�����Œ���]�v��
���}�v�.�Œ�u�������š�Z�����‰�Œ���•���v�������}�(���u�}�Œ�‰�Z�}�o�}�P�]�����o�����Z���v�P���•���]�v���v���µ�Œ�}�v�•�����}�u�‰���Ÿ���o�����Á�]�š�Z���v���µ�Œ�}�o�}�P�]�����o�����+�����š���Ÿ�}�v�X�� 
�����µ�o�š���/�&�E���Z�r�l�r���u�]���������Œ�����•�µ�•�����‰�Ÿ���o�����š�}���d�K�^�s���]�v�(�����Ÿ�}�v�X�����d�Z���Œ���(�}�Œ���U���š�Z���Ç���u���Ç�����}�v�•�Ÿ�š�µ�š���������•�µ�]�š�����o�����o�����}�Œ���š�}�Œ�Ç��
�u�}�����o���š�}���•�š�µ���Ç���À�]�Œ���o���‰���š�Z�}�P���v���•�]�•�����v�����š�}���š���•�š���‰�Œ�}�‰�Z�Ç�o�����Ÿ�����u�����•�µ�Œ���•�����•���Á���o�o�X 
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�&�µ�v���]�v�P�� �•�}�µ�Œ�����W���€�d�Z�]�•�� �Á�}�Œ�l�� �Á���•���•�µ�‰�‰�}�Œ�š������ �]�v�� �‰���Œ�š�� ���Ç�� �P�Œ���v�š�� �W�/���î�ì�î�í�r�í�î�î�ñ�ò�ó�K���r�/�ì�ì�� �(�µ�v�������� ���Ç�� �D���/�E�l�����/�l�í�ì�X�í�ï�ì�ï�õ��
�l�ñ�ì�í�í�ì�ì�ì�í�í�ì�ï�ï�l���&�������Z�U���h���• 
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�W�í�ñ�X���D�}�����o���}�(���(�}�}�š�r���v���r�u�}�µ�š�Z�����]�•�����•���� �À�]�Œ�µ�•�� �~�&�D���s�•�� �]�v�(�����Ÿ�}�v���]�v�� �‰�Œ�]�u���Œ�Ç�������o�o�•��
�����Œ�]�À�������(�Œ�}�u���‰�}�Œ���]�v�����•�}�L���‰���o���š�� 
 
�D�}�Œ�P���v���^���Œ�Œ�Ç�í�U�î�Ž�U�����]�v���Ç�������Œ�v���o�]�v�r���}�©���š�í�U�������Œ�}�o�]�v�����D�]���Z���µ���í�U�����v�š�Z�}�v�Ç���Z���o�u�Ç�í�U�����µ�Œ�}�Œ�����Z�}�u���Ç�í�U�����v�v���r�>���µ�Œ����
�^���o�}�u���Ì�í�U���,� �o���v�����,�µ���š�í�U���'�Œ���P�}�Œ�Ç���:�}�µ�À�]�}�v�ï�U���^���Œ�����,���P�P�o�µ�v���ð�U���:�����v�r�&�Œ���v���}�]�•���s���o���Œ���Z���Œ�ð�U���>�����]���������l�l���o�]���<���•�•�]�u�]�í��
���v�����^���v���Œ�������o���]�•���r���}�]�•�•�����µ�í 

 
�í���h�D�Z�� �s�/�Z�K�>�K�'�/���U�� �/�E�Z�����U�� �����}�o���� �E���Ÿ�}�v���o���� �s� �š� �Œ�]�v���]�Œ���� ���–���o�(�}�Œ�š�U�� �h�v�]�À���Œ�•�]�š� �� �W���Œ�]�•�r���•�š�U�� ���E�^���^�� �>�����}�Œ���š�}�]�Œ���� ������ �^���v�š� ��
���v�]�u���o���U���õ�ð�ó�ì�ì���D���]�•�}�v�•�r���o�(�}�Œ�š�U���&�Œ���v�����X�� 
�î�����P�Œ�}�W���Œ�]�•�š�����Z���t���í�ò���Z�µ�������o���µ�����������Œ�v���Œ���U���ó�ñ�ì�ì�ñ���W���Œ�]�•�U���&�Œ���v���� 
�ï���h�v�]�š� �����–�,�]�•�š�}�o�}�P�]�������š�����–���v���š�}�u�]�����‰���š�Z�}�o�}�P�]�‹�µ���U�������}�o�����E���Ÿ�}�v���o�����s� �š� �Œ�]�v���]�Œ�������–���o�(�}�Œ�š�U���ó�����À���v�µ�������µ���'� �v� �Œ���o���������'���µ�o�o���U��
�õ�ð�ó�ì�ì�U���D���]�•�}�v�•�r���o�(�}�Œ�š�U���&�Œ���v���� 
�ð���,�}�•�š���W���š�Z�}�P���v���/�v�š���Œ�����Ÿ�}�v���'�Œ�}�µ�‰�U���^�����Ÿ�}�v���}�(���Z�µ�u�]�v���v�š���D�����]���]�v���U�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(�����o�]�v�]�����o���^���]���v�����U���^�Á�����]�•�Z���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç��
�}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���o���^���]���v�����•���~�^�>�h�•�U���h�‰�‰�•���o���U���^�Á�������v 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u�}�Œ�P���v�X�•���Œ�Œ�Ç�›���v�•���•�X�(�Œ�� 
 
Foot-and-mouth disease (FMD) is a contagious and devastating animal disease affecting artiodactyls. The 
persistence of FMDV in some ruminants after clinical recovery remains problematic. Such persistence is 
defined as the presence of infectious virus in the host beyond 28 days post-infection (dpi). Persistent FMDV 
has been found in dorsal soft palate (DSP) epithelial cells in ruminants. While the DSP is one of the primary 
sites of virus replication in both ruminants and swine, no persistent infectious virus was found in swine DSP. 
Only viral RNA could be detected in vivo over 60 dpi. In order to improve FMDV persistence knowledge, we 
have developed an in vitro model to overcome the lack of porcine suitable models. 
�W�Œ�]�u���Œ�Ç�� ���‰�]�š�Z���o�]���o�� �����o�o�•�� �Á���Œ���� �]�•�}�o���š������ �(�Œ�}�u�� ���^�W�� �Ÿ�•�•�µ���•�� ���}�o�o�����š������ �(�Œ�}�u�� �ð���r���ò�r�u�}�v�š�Z�r�}�o���� �•�Á�]�v���X�� ���}�š�Z�� �š�Z����
�‰�Œ���•���v�������}�(�����‰�]�š�Z���o�]���o���u���Œ�l���Œ�•���]�v���š�Z���•���������o�o�•�U���•�µ���Z�����•���}�����o�µ���]�v�U�����v�����š�Z�����‰�Œ���•���v�������}�(���&�D���s�r�•�‰�����]�.�����]�v�š���P�Œ�]�v��
�Œ�������‰�š�}�Œ�•���Á���Œ�������•�•���•�•���������Ç���]�u�u�µ�v�}�G�µ�}�Œ���•�����v�����X���D�}�o�����µ�o���Œ�����v���o�Ç�•���•���Á���Œ�����‰���Œ�(�}�Œ�u�������š�}�����Z�����l���š�Z���š���š�Z���������o�o�•��
�Á���Œ�����(�Œ�������}�(���À�]�Œ�µ�•���•�����}�u�u�}�v�o�Ç���(�}�µ�v�����]�v���•�Á�]�v���X���K�v���������Z���Œ�����š���Œ�]�•�����U���š�Z���������o�o�•���Á���Œ�����]�v�}���µ�o���š���������•���u�}�v�}�o���Ç���Œ�•��
���v���� ���•�� �u�µ�o�Ÿ�o���Ç���Œ�•�� ���µ�o�Ÿ�À���š������ ���š�� �š�Z���� ���]�Œ�r�o�]�‹�µ�]���� �]�v�š���Œ�(�������� �~���>�/�•�U�� �Á�]�š�Z�� ���� �š�Ç�‰���r�K�� �&�D���s�X�� �^���u�‰�o���•�� �Á���Œ���� �Œ���P�µ�o���Œ�o�Ç��
���}�o�o�����š�������µ�‰���š�}���í�í�ñ�����‰�]�����v�����Á���Œ�����š���•�š�������(�}�Œ���š�Z�����‰�Œ���•���v�������}�(���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•���À�]�Œ�µ�•�U���À�]�Œ���o���Z�E�������v�����À�]�Œ���o�����v�Ÿ�P���v�X�� 
We confirmed that these cells were epithelial, possessed FMDV-specific receptors and were free of three 
common porcine viruses. Experimental infections revealed that they were less sensitive to FMDV than the 
bovine DSP model we previously established. Analysis of collected supernatants identified infectious virus up 
to 14 dpi, as well as viral RNA up to 60 dpi, consistent with in vivo observations. Multilayer (ALI) cell culture 
mimicked a multilayered epithelium more similar to the biological system. Although viral RNA was detected 
up to 35 dpi, no infectious viruses were however detected in the supernatants after infection of the 
multilayers. 
The development and infection of the DSP primary porcine cells confirmed the absence of any evidence of 
FMDV persistence in this swine cell model as no infectious virus could be detected after 28 days. The 
relevance of this cellular model having been confirmed by the results obtained, it would be considered to 
immortalise these cells in view of developing a porcine epithelial cell line that could be used for research and 
FMD diagnosis. 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���(�}�}�š�r���v���r�u�}�µ�š�Z�����]�•�����•�����À�]�Œ�µ�•���~�&�D���s�•�V���&�D���s���‰���Œ�•�]�•�š���v�����V�������o�o�µ�o���Œ���u�}�����o�V���•�Á�]�v�� 
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�W�í�ò�X���d�Œ���v�•�o���Ÿ�}�v���o�� �Œ���•�����Œ���Z�� �}�(�� �š�Z���� �P���v���Ÿ���� ���]�À���Œ�•�]�š�Ç�� �}�(�� �l���Ç�� �•�‰�]�l���� ���‰�]�š�}�‰���•�� ���v���� ���Œ�}�����o�Ç��
�v���µ�š�Œ���o�]�•�]�v�P�����v�Ÿ���}���]���•���}�(�����}�Œ�}�v���À�]�Œ�µ�•���• 
 
�D�]�o���v���� �^���u�}�i�o�}�À�]���í�Ž�U�� �D���o�]�v�� �E���‰�Ÿ�v�í�U�� �D���Œ�i�}�o���]�v�� �d�Z�µ�v�v�]�•���v�î�U�� �W���š�Œ�]�l�� �D�����•�š�Œ���v���í�U�� �D���š�•�� �K�Z�o�]�v�ï�U�ð�U�� �t�}�o�(�P���v�P��
�<�v�����Z�š�ñ�U���:�}���l�]�u�����•���i�‚�Œ�v�•�•�}�v�í 

 
�í�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���d�Œ���v�•�o���Ÿ�}�v���o���D�����]���]�v���U���>�µ�v�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���^�Á�������v 
�î���D���y���/�s���o�����}�Œ���š�}�Œ�Ç�U���>�µ�v�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���^�Á�������v 
�ï�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���/�u�u�µ�v�}�š�����Z�v�}�o�}�P�Ç�U���>�µ�v�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���^�Á�������v 
�ð���^���]�>�]�(���>�������,�µ�u���v�����v�Ÿ���}���Ç���d�Z���Œ���‰���µ�Ÿ���•�U���>�µ�v�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���^�Á�������v 
�ñ�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(�����]�}�o�}�P�Ç���˜���>�µ�v�����W�Œ�}�š���]�v���W�Œ�}���µ���Ÿ�}�v���W�o���ž�}�Œ�u�U���>�µ�v�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�V���W�Œ�}�š���]�v���W�Œ�}���µ���Ÿ�}�v���^�Á�������v�U���'�}�š�Z���v���µ�Œ�P��
�h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���^�Á�������v 

�Ž�����}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u�]�o���v���X�•���u�}�i�o�}�À�]���›�u�����X�o�µ�X�•�� 
 
���}�Œ�}�v���À�]�Œ�µ�•���•���~���}�s�•�����Œ���������(���u�]�o�Ç���}�(���Z�E�����À�]�Œ�µ�•���•���š�Z���š�������µ�•���������À���Œ�]���š�Ç���}�(�����]�•�����•���•���]�v�����]�Œ���•�����v�����u���u�u���o�•�U��
�]�v���o�µ���]�v�P���Z�µ�u���v�•�X�����o�š�Z�}�µ�P�Z���u���v�Ç�����}�s�•�����Œ�����•�‰�����]���•���•�‰�����]�.���U���]�v���š�Z�����o���•�š���î�ì���Ç�����Œ�•���š�Z�Œ�������Z�]�P�Z�o�Ç���‰���š�Z�}�P���v�]�������}�s�•��
�Á�]�š�Z���P�Œ�����š���Ì�}�}�v�}�Ÿ�������v�������Œ�}�•�•�r�•�‰�����]���•���š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���‰�}�š���v�Ÿ���o���Z���À�������u���Œ�P�����W���•���À���Œ���������µ�š�����Œ���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç��
�•�Ç�v���Œ�}�u�������}�s���~�^���Z�^�r���}�s�•�U���D�]�����o���������•�š���Œ���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç���•�Ç�v���Œ�}�u�������}�s���~�D���Z�^�r���}�s�•�����v�����^���Z�^�r���}�s�r�î�X���d�Z�����^���‰�Œ�}�š���]�v��
�}�(�����}�s�•���‰�o���Ç�•�����v�����•�•���v�Ÿ���o���Œ�}�o�����]�v�����]�v���]�v�P���š�}���Œ�������‰�š�}�Œ�•���}�v���š�Z�����Z�}�•�š�������o�o�U�������š���Œ�u�]�v�]�v�P���Z�}�•�š���š�Œ�}�‰�]�•�u�U�����v�����]�•���š�Z����
�u���i�}�Œ�� �š���Œ�P���š�� �}�(�� �v���µ�š�Œ���o�]�•�]�v�P�� ���v�Ÿ���}���]���•�X�� �D�}�Œ���}�À���Œ�U�� �u�µ�š���Ÿ�}�v�•�� �]�v�� �š�Z���� �^�� �‰�Œ�}�š���]�v�� �����v�� �]�v���µ������ ���}�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v���o��
���Z���v�P���•���š�Z���š�������v���o���������š�}�����o�š���Œ���Ÿ�}�v�•���]�v�����v�Ÿ�P���v�]���]�š�Ç�U�����v�Z���v���]�v�P�����]�À���Œ�P���v�������}�(���^�‰�]�l�����‰�Œ�}�š���]�v�����‰�]�š�}�‰���•�U���]�v���µ���]�v�P��
���Z���v�P�����]�v���Œ�������‰�š�}�Œ�l���v�Ÿ���}���Ç�����]�v���]�v�P�����8�v�]�š�Ç�U�����+�����š���š�Z�����š�Œ���v�•�u�]�•�•�]���]�o�]�š�Ç���}�(�����}�s�•�U�����v�����v���P���Ÿ�À���o�Ç���]�u�‰�����š���À�������]�v����
���v�������]���P�v�}�•�Ÿ�����š���•�š�������À���o�}�‰�u���v�š�X���d�Z�����u���]�v���}���i�����Ÿ�À�����}�(���š�Z�]�•���‰�Œ�}�i�����š���]�•���š�}�������À���o�}�‰�������š�Œ���v�•�o���Ÿ�}�v���o���Á�}�Œ�l�G�}�Á���š�}��
�]�u�‰�Œ�}�À�����š�Z�������}�u�‰�Œ���Z���v�•�]�}�v���}�(�����}�s�•���u�µ�š���Ÿ�}�v���o���‰���©���Œ�v�•�����v�������v�Ÿ���}���Ç�����•�����‰���X 
�W�•���µ���}�À�]�Œ�µ�•�����}�v�•�š�Œ�µ���š�•�������•�������}�v���š�Z�����^���‰�Œ�}�š���]�v���Á�]�o�o���������µ�•�������š�}���•���Œ�����v�����o�Œ�������Ç�������À���o�}�‰�������]�v���Z�}�µ�•�������v�Ÿ���}���Ç��
�o�]���Œ���Œ�]���•�����v�������o�]�v�]�����o���•���Œ�µ�u���•���u�‰�o���•���š�}���]�����v�Ÿ�(�Ç�����Œ�}�����o�Ç���v���µ�š�Œ���o�]�Ì�]�v�P�����v�Ÿ���}���]���•�X���W�•���µ���}�À�]�Œ�µ�•���•���Á�]�o�o���������(�µ�Œ�š�Z���Œ��
�u�}���]�.���������Ç���‰�o���•�u�]�������o�}�v�]�v�P���(�}�Œ�����Æ�‰�Œ���•�•�]�v�P���^�‰�]�l�����}�(�����]�+���Œ���v�š�����}�s�•�X���d�Z�����•���o�����š���������v�Ÿ�P���v�l���v�Ÿ���}���Ç�����}�u�‰�o���Æ���•��
�Á�]�š�Z�� �š�Z���� �Z�]�P�Z���•�š���v���µ�š�Œ���o�]�•���Ÿ�}�v�������‰�����]�Ÿ���•�� �Á�]�o�o�� ������ �(�µ�Œ�š�Z���Œ�� ���•�•���•�•������ �š�Z�Œ�}�µ�P�Z�� ���]�}�‰�Z�Ç�•�]�����o�� �š�}�}�o�•�� �(�}�Œ�� ���v�Ÿ���}���Ç�r
���]�v���]�v�P�����Z���Œ�����š���Œ�]�•�Ÿ���•�����Ç���•�µ�Œ�(���������‰�o���•�u�}�v���Œ���•�}�v���v�������(�}�Œ�����]�v���]�v�P���l�]�v���Ÿ���•�����v�����u���•�•���•�‰�����š�Œ�}�u���š�Œ�Ç���(�}�Œ�����‰�]�š�}�‰����
�u���‰�‰�]�v�P�X�� �D�}�Œ���}�À���Œ�U�� �µ�‰�� �š�}�� �.�À���� ���v�Ÿ���}���Ç�l���v�Ÿ�P���v�� �����v���]�����š���•�� �Á�]�š�Z�� �š�Z���� �Z�]�P�Z���•�š�� �����‰�����]�š�Ç�� �Á�]�o�o�� ������ �Œ���•�}�o�À������ �]�v��
�š�Z�Œ�����r���]�u���v�•�]�}�v���o�����}�u�‰�o���Æ���•�l�•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���•���µ�•�]�v�P�����Œ�Ç�}�r���D�����v���l�}�Œ���y�r�Œ���Ç�����Œ�Ç�•�š���o�o�}�P�Œ���‰�Z�Ç�X�� 
�W�•���µ���}�À�]�Œ�µ�•�����}�v�•�š�Œ�µ���š�•���Z���À�����������v�������À���o�}�‰���������Ç���š�Z�Œ�����r�‰�o���•�u�]�������}�r�š�Œ���v�•�(�����Ÿ�}�v���]�v���,���<�î�õ�ï�������o�o�•���µ�•�]�v�P���o���v�Ÿ�À�]�Œ���o��
�������l���}�v���U�� �.�Œ���G�Ç�� �o�µ���]�(���Œ���•���� �Œ���‰�}�Œ�š���Œ�� ���v���� �^�� �‰�Œ�}�š���]�v�� ���Æ�‰�Œ���•�•�]�v�P�� �‰�o���•�u�]���•�X�� �t���� ���Œ���� ���µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç�� �Á�}�Œ�l�]�v�P�� �}�v��
�‰�•���µ���}�À�]�Œ�µ�•���‰�Œ�}�š�}���}�o���}�‰�Ÿ�u�]�Ì���Ÿ�}�v�����v�������•�š�����o�]�•�Z�u���v�š���}�(���‰�•���µ���}�À�]�Œ�µ�•�r�����•�������v���µ�š�Œ���o�]�•���Ÿ�}�v�����•�•���Ç�•�X 
�d�Z���� �š�Œ���v�•�o���Ÿ�}�v���o�� �v���š�µ�Œ���� �}�(�� �š�Z���� �‰�Œ�}�i�����š�� ���Œ�]�v�P�•�� �š�}�P���š�Z���Œ�� ���Æ�‰���Œ�š�•�� �(�Œ�}�u�� ���]�+���Œ���v�š�� �.���o���•�� ���š�� �>�µ�v���� �h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç��
���}�u���]�v�]�v�P�����Æ�‰���Œ�Ÿ�•�����]�v���À�]�Œ�µ�•�����À�}�o�µ�Ÿ�}�v�U���u�}�o�����µ�o���Œ���À�]�Œ�}�o�}�P�Ç�U�����‰�‰�o�]���������]�}�š�����Z�v�}�o�}�P�Ç�U�����v�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o�����]�}�o�}�P�Ç�X���d�Z����
�‰�Œ�}�‰�}�•������ �Œ���•�����Œ���Z�� �Œ���‰�Œ���•���v�š�•�� ���� �µ�v�]�‹�µ���� �š�Œ���v�•�o���Ÿ�}�v���o�� �]�v�]�Ÿ���Ÿ�À���� ���•�•���•�•�]�v�P�� �Z�}�Á�� �P���v���Ÿ���� �������‰�š���Ÿ�}�v�� �}�(�� ���}�s�•��
�]�u�‰�����š�•�� �š�Z���� �š�Z�Œ�����r���]�u���v�•�]�}�v���o�� �•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���� �}�(�� ���}�s�•�� �^�� �‰�Œ�}�š���]�v�� ���‰�]�š�}�‰���•�U�� ���v���� �š�Z���� �o�]�l���o�]�Z�}�}���� �}�(�� �š�Z���•���� ���‰�]�š�}�‰���•��
�����]�v�P���š���Œ�P���š���������Ç�����Œ�}�����o�Ç���v���µ�š�Œ���o�]�•�]�v�P�����v�Ÿ���}���]���•�X�����o�š�}�P���š�Z���Œ�U���š�Z�����Œ���•�µ�o�š�•���Á�]�o�o���‰�Œ�}�À�]�������v�}�À���o�������š�����š�Z���š�����}�µ�o����
���}�v�š�Œ�]���µ�š���� �š�}�� �Œ���]�•������ �‰�Œ���‰���Œ�����v���•�•�� �(�}�Œ�� �(�µ�š�µ�Œ���� ���}�s�� �‰���v�����u�]���•�� ���v���� �Z���À�������v�� �]�u�‰�����š�� �}�v�� �À�������]�v���� ���v���� ���Œ�µ�P��
�����À���o�}�‰�u���v�š�����P���]�v�•�š�����}�s�•�X 
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�W�í�ó�X�������Œ�����}�u���]�v���v�š���•�š�Œ���]�v���}�(���o�µ�u�‰�Ç���•�l�]�v�����]�•�����•�����À�]�Œ�µ�•�����]�•�‰�o���Ç�•���•�]�u�]�o���Œ���À�]�Œ�µ�o���v������
�š�}���������o�µ�•�š���Œ���í�X�î���•�š�Œ���]�v���µ�v�����Œ�����Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�����}�v���]�Ÿ�}�v�•���� 
 
�d�}�v�v�Ç���<�����µ�µ�l���í�Ž�U���E���i�]�š�Z���t�]�i���•�]�Œ�]�Á���Œ�����v���í�U�����Z���Œ�o�}�©�������}�}�l�í�U���/�•�������o���>���Á�]�•���í�U���W���š�Œ���������&���Ç�í�U���/�•�u���Œ���Z���,���P���í�U�������Œ�Œ�]����
�����©���v�í�U���,���v�Œ�Ç���D�µ�v�Ç���v���µ�l�]�í�U���W�Z�]�o�]�‰�‰�����D���������Œ���í�U���î 

 
�í���d�Z�����W�]�Œ���Œ�]�P�Z�š���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U�����•�Z���Z���U���^�µ�Œ�Œ���Ç�U���'�h�î�ð���ì�E�&�U���h�< 
�î���^���Z�}�}�o���}�(���>�]�(�����^���]���v�����•�U���<�����o�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���<�����o���U���^�d�ñ���ñ���' 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���š�}�v�v�Ç�X�l�����µ�µ�l���›�‰�]�Œ���Œ�]�P�Z�š�X�����X�µ�l�� 
 
Lumpy skin disease (LSD) is a systemic disease of cattle characterised by multifocal necrotic cutaneous 
lesions. LSD is caused by lumpy skin disease virus (LSDV), a poxvirus in the genus Capripoxvirus. Historically, 
LSD endemicity was confined to Africa, however since 2014 the disease has spread rapidly through the 
Middle East, southeastern Europe and Asia, affecting tens of thousands of cattle and causing severe 
economic losses.  Genotypic analysis of LSDV field strains has shown that the disease outbreaks in the Middle 
East and Europe were caused by cluster 1.2 LSDV strains, whilst outbreaks in Russia and some parts of Asia 
were caused by recombinant strains of LSDV. These recombinant strains have genotypic features 
characteristic of both cluster 1.1 and 1.2 strains.  To understand the relative virulence of the cluster 1.2 LSDV 
strains and the newly emerged recombinant LSDV strains, a challenge study was carried out using an 
experimental bovine model of LSD. Two groups of 8 cattle were inoculated intradermally with 1x106 plaque 
forming units of a cluster 1.2 or recombinant strain of LSDV and the clinical and virological outcomes 
measured. Six out of 8 animals in both groups developed clinical disease, defined as cutaneous nodules 
distant from the inoculation sites. There was no significant difference between the timing or severity of the 
clinical disease exhibited by either group, with all six animals inoculated with the recombinant strain and five 
out of six clinical animals inoculated with the cluster 1.2 strain developing severe disease (over 100 cutaneous 
nodules). All clinical animals developed a viraemia between 5 and 7 days post inoculation, with no significant 
difference in the timing or magnitude of the viraemia between the groups. Our findings indicate that the 
pathogenicity and infection dynamics of cluster 1.2 strains and recombinant strains of LSDV are similar.  
 
Keywords: Lumpy skin disease, poxvirus, virus, capripoxvirus, pathogenicity 
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���µ�š�~�v�}�u���������������Œ�����o�}�v�����~�h�����•�U�������o�o���š���Œ�Œ���U���ì�ô�í�õ�ï�������Œ�����o�}�v���U���^�‰���]�v 
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�/�v�G�µ���v�Ì���������À�]�Œ�µ�•���•���~�/���s�•�•�����Œ�������Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���������Ç���Z���À�]�v�P�������•���P�u���v�š�������P���v�}�u���U���o�}�Á���‰�Œ�}�}�(�Œ�������]�v�P���(�µ�v���Ÿ�}�v���}�(���]�š�•��
�‰�}�o�Ç�u���Œ���•���•�U�����v���������Á�]�������Z�}�•�š���Œ���v�P���X�����}�v�•���‹�µ���v�š�o�Ç�U���/���s�•�����Œ�������}�v�•�š���v�š�o�Ç�����À�}�o�À�]�v�P���]�v���v���š�µ�Œ���������µ�•�]�v�P�������š�Z�Œ�����š���š�}��
���}�š�Z�U�����v�]�u���o�� ���v���� �Z�µ�u���v�� �Z�����o�š�Z�X���/�v�� �î�ì�ì�õ�� �����v���Á���Z�µ�u���v�� �‰���v�����u�]���� �/���s�� �•�š�Œ���]�v�� ���Œ�}�•���� �]�v�� �D���Æ�]���}�� ���������µ�•���� �}�(�� ����
�Œ�����•�•�}�Œ�š�u���v�š�������š�Á�����v���š�Á�}���•�š�Œ���]�v�•���‰�Œ���À�]�}�µ�•�o�Ç�����]�Œ���µ�o���Ÿ�v�P���]�v���‰�]�P�•�V�����µ�Œ���•�]���v���^���À�]���v�r�o�]�l���_���~�����•���•�Á�]�v�����,�í�E�í�����v����
�^�Z�µ�u���v�r�o�]�l���_�� �,�í�E�î�U�� �Z�]�P�Z�o�]�P�Z�Ÿ�v�P�� �š�Z���� �]�u�‰�}�Œ�š���v������ �}�(�� �•�Á�]�v���� ���•�� �������‰�š���Ÿ�}�v�� �Z�}�•�š�� �}�(�� ���À�]���v�� �š�}�� �Z�µ�u���v�� �/���s�•�X��
�E�}�Á�������Ç�•�U�����o�š�Z�}�µ�P�Z���o�]�u�]�š�����U���š�Œ�]�À���o���v�š���À�������]�v���U���Á�Z�]���Z���]�v���o�µ�������]�v���]�š�•���(�}�Œ�u�µ�o���Ÿ�}�v���,�í�E�í�U���,�ï�E�î�����v���U���,�í�E�î���•�Á�]�v����
�/���s�� �~�^�/���s�•�� �•�µ���š�Ç�‰���•�U�� �]�•�� �}�v���� �}�(�� �š�Z���� �u�}�•�š�� ���‰�‰�o�]������ �•�š�Œ���š���P�]���•�� �š�}�� �u�]�Ÿ�P���š���� �š�Z���� �����u���P���� �����µ�•������ ���Ç�� �š�Z���� �•�Á�]�v����
�]�v�G�µ���v�Ì���� ���]�•�����•���� �]�v�� �(���Œ�u�•�X�� �,�}�Á���À���Œ�U�� ���µ���� �š�}�� �š�Z���� �P���v�}�u�]���� ���]�•�š���v������ �����š�Á�����v���(���Œ�u�� ���]�Œ���µ�o���Ÿ�v�P�� ���v���� �À�������]�v����
�(�}�Œ�u�µ�o���Ÿ�}�v���•�š�Œ���]�v�•�U���š�Z�����‰�Œ�}�š�����Ÿ�}�v���P���v���Œ���š���������µ�Œ�]�v�P���À�������]�v���Ÿ�}�v���]�•���v�}�š�����}�u�‰�o���š���U�����o�o�}�Á�]�v�P���À�]�Œ�µ�•�����]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v�U��
�‰�}�š���v�Ÿ���o�o�Ç���(���À�}�µ�Œ�]�v�P���À�]�Œ���o�����À�}�o�µ�Ÿ�}�v�X�� 
�d�Z�������À�}�o�µ�Ÿ�}�v���Œ�Ç�����Ç�v���u�]���•���}�(���^�/���s���‹�µ���•�]�•�‰�����]���•���Á���Œ�����•�š�µ���]�������]�v���•���u�‰�o���•�����}�o�o�����š�������(�Œ�}�u���ô���À�������]�v���š���������v�����ô��
�v�}�v�À�������]�v���š������ �‰�]�P�•�U�� �‰�Œ���À�]�}�µ�•�o�Ç�� ���Z���o�o���v�P������ �Á�]�š�Z�� �,�í�E�î�� �^�/���s�X�� �E���•���o�� �•�Á������ �•���u�‰�o���•�� �Á���Œ���� �����]�o�Ç�� ���}�o�o�����š������
�u�����v�Á�Z�]�o���� �����>�&�•�� �Á���Œ���� �Œ�����}�À���Œ������ ���š�� �����Ç�� �}�(�� �������Z�� �‰�]�P�� �v�����Œ�}�‰�•�Ç�� �(�}�Œ�� �^�/���s�� �����š�����Ÿ�}�v�� ���v���� �Á�Z�}�o���� �P���v�}�u����
�•���‹�µ���v���]�v�P�����Ç���E�'�^�X���^�µ���•���‹�µ���v�š�o�Ç�U������ �P���v�}�u�]���� ���v���o�Ç�•�]�•�� �Á���•�� �����Œ�Œ�]������ �}�µ�š�� �š�}�� �����š�����š�� �•�]�v�P�o���� �v�µ���o���}�Ÿ������ �À���Œ�]���v�š�•��
�~�^�E�s�•�����v�����^�/���s���]�v�š�Œ���r�Z�}�•�š�����]�À���Œ�•�]�š�Ç�X���/�v���š�Z�����‰�Œ���•���v�š���•�š�µ���Ç�U�������š�}�š���o���}�(���ï�í���Á�Z�}�o�����^�/���s���P���v�}�u�����•���‹�µ���v�����•���Á���Œ����
�}���š���]�v�����U�� �í�ô�� ���v���� �í�î�U�� �(�Œ�}�u�� �À�������]�v���š������ ���v���� �v�}�v�À�������]�v���š������ ���v�]�u���o�•�U�� �Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�U�� ���•�� �Á���o�o�� ���•�� �š�Z���� �]�v�}���µ�o�µ�u�X��
�,���Œ���]�v�U�������š�}�š���o���}�(���ó�î�ð���������v�}�À�}���^�E�s���Á���Œ�����(�}�µ�v�������o�}�v�P�����o�o���P���v���Ÿ�����•���P�u���v�š�•�X���d�Z�����]�u�‰�����š���}�(���š�Z�}�•�����•�µ���•�Ÿ�š�µ�Ÿ�}�v�•��
�Á���•���Z�Ç�‰�}�š�Z���•�]�Ì�������������}�Œ���]�v�P���š�}���‰�Œ���À�]�}�µ�•���o�]�š���Œ���š�µ�Œ���U���‰���Œ�Ÿ���µ�o���Œ�o�Ç���]�v���š�Z�����•�µ�Œ�(���������P�o�Ç���}�‰�Œ�}�š���]�v�•���,�������v�����E���U���Á�Z�]���Z��
�u���Ç�� ������ ���}�v�š�Œ�]���µ�Ÿ�v�P�� �š�}�� �À�������]�v���Ÿ�}�v�� �•�����‰�]�v�P�� ���Ç�� �À�]�Œ�µ�•�X�� ���o�š�}�P���š�Z���Œ�U�� �š�Z���� �,�í�E�î�� �^�/���s�� ���À�}�o�µ�Ÿ�}�v�� �����‰�����]�š�Ç�� �]�•��
���À�]�����v�������U���}���•���Œ�À�]�v�P�����]�+���Œ���v�š�����À�}�o�µ�Ÿ�}�v���Œ�Ç���š�Œ���v���•���]�v���À�������]�v���š���������v�����v�}�v�À�������]�v���š���������v�]�u���o�•�X�� 
 
Keywords: Swine influenza virus, virus evolution, vaccination, NGS 
 
�&�µ�v���]�v�P�� �•�}�µ�Œ�����W���d�Z�]�•�� �Œ���•�����Œ���Z�� �Á���•�� �(�µ�v�������� ���Ç�� �P�Œ���v�š�•�� ���'�>�î�ì�í�ò�t�ó�ñ�î�ô�ì�r�Z�� �(�Œ�}�u�� �D�]�v�]�•�š���Œ�]�}�� ������ ���]���v���]���U�� �/�v�v�}�À�����]�•�v�� �Ç��
�h�v�]�À���Œ�•�]���������•���(�Œ�}�u���š�Z�����^�‰���v�]�•�Z���P�}�À���Œ�v�u���v�š�X 
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���Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v�� �}�(�� ���o���•�•�]�����o�� �•�Á�]�v���� �(���À���Œ�� �À�]�Œ�µ�•�� �•�‰�����]�.���� ���‰�]�š�}�‰���•�� �}�v�� �š�Z���� ���l����
���}�u���]�v���}�(���P�o�Ç���}�‰�Œ�}�š���]�v�����î�� 
 
�z�µ�r�>�]���v�P�� �,�µ���v�P�í�U�������v�]�•���� �D���Ç���Œ�î�Ž�U�� ���o���Æ���v�����Œ�� �W�}�•�š���o�î�U�� �<�µ�}�r�:�µ�v�P�� �d�•���]�í�U�� �,�•�]�v�r�D���v�P�� �>�]�µ�í�U�� ���Z�]���r�,�µ���]�� �z���v�P�í�U�� �z�µ�r
���Z�µ�v���,�µ���v�P�í�U���,�µ�]�r�t���v�����Z���v�P�ï�U���D�]�v�P�r���Z�µ�v�P�������v�P�í�U���&�µ�v�r�/�v���t���v�P�ï�U���W���µ�o���������Z���Œ�î�U���,���o���v�����Œ�}�}�l���ð�U�����v�������Z�]���r�z�]��
���Z���v�P�ï 

 

�í���t�K���,���Z���(���Œ���v�������>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ�����o���•�•�]�����o���^�Á�]�v�����&���À���Œ�U�����v�]�u���o���,�����o�š�Z���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U�����}�µ�v���]�o���}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���U���E���Á��
�d���]�‰���]�����]�š�Ç�U���d���]�Á���v 
�î���t�K���,�� �Z���(���Œ���v������ �>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç�� �(�}�Œ�����o���•�•�]�����o�� �^�Á�]�v���� �&���À���Œ�U�� �/�v�•�Ÿ�š�µ�š���� �}�(�� �s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�U�� �h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�� �}�(�� �s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�� �D�����]���]�v����
�,���v�v�}�À���Œ�U���,���v�v�}�À���Œ�U���'���Œ�u���v�Ç 
�ï���^���Z�}�}�o���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U���E���Ÿ�}�v���o���d���]�Á���v���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���d���]�‰���]�U���d���]�Á���v 
�ð���t�K���,���Z���(���Œ���v�������>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ�����o���•�•�]�����o���^�Á�]�v�����&���À���Œ�U�����v�]�u���o�����v�����W�o���v�š���,�����o�š�Z�����P���v���Ç�U���E���Á���,���Á�U���^�µ�Œ�Œ���Ç�U���<�d�í�ñ���ï�E���U��
�h�< 
�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�������v�]�•���X�u���Ç���Œ�›�Ÿ�Z�}�r�Z���v�v�}�À���Œ�X������ 
 
Classical swine fever virus (CSFV) shares high antigenic homology with other members of the genus Pestivirus. 
Infections of pigs with ruminant pestiviruses can result in the production of cross-reacting antibodies, which 
may have a significant influence on the serological diagnosis of CSF. Thus, it is all the more important to 
define CSFV-specific epitopes with regard to improve the serological diagnosis of CSFV. The glycoprotein E2 
is responsible for the induction of virus neutralizing antibodies and contains four antigenic domains whereby 
the domains B and C, as well as D and A represent two structural units.   
The specificity of seven monoclonal antibodies (mabs), that detect the antigenic domain D/A of E2, was 
analysed by using a panel of pestiviruses (n = 30). Detailed epitope mapping was performed by analysing the 
antibody reactivity with different truncated as well as mutated E2 proteins and an overlapping peptide 
library.  
The mabs detected specifically the CSFV strains (n = 21) of all tested genotypes, except for two mabs that did 
not bind to the E2 protein of the CSFV strain Riems. Four CSFV-specific epitopes were identified within the 
D/A domain of the E2 including the well described linear epitope 829TAVSPTTLR837 (Lin et al., 2000). The other 
three epitopes are located near each other and may form a more complex conformational epitope. 
Interestingly, the two mabs that did not react with E2 of CSFV strain Riems acquired the ability to bind to the 
E2 protein after mutating a single amino acid. 
�d�Z���� �]�����v�Ÿ�.������ ���‰�]�š�}�‰���•�� ���Œ���� ���}�v�•���Œ�À������ ���u�}�v�P�� �š�Z���� ���v�Ÿ�P���v�]���� ���î�� ���}�u���]�v�� ���l���� �}�(�� �À���Œ�]�}�µ�•�� ���^�&�s�� �P���v�}�š�Ç�‰���•�X��
���}�v�•���‹�µ���v�š�o�Ç�U�� �š�Z���� �u�����•�� �}�(�� �š�Z�]�•�� �•�š�µ���Ç�� �Œ���‰�Œ���•���v�š�� ���v�� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š�� �š�}�}�o�� �š�}�� �]�u�‰�Œ�}�À���� �š�Z���� �•���Œ�}�o�}�P�]�����o�� ���]�+���Œ���v�Ÿ���o��
���]���P�v�}�•�]�•���}�(�����^�&�s�X 
 
Keywords: classical swine fever virus, glycoprotein E2, epitope mapping 
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�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�������}�Œ�������l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���d�Z�]�•���Œ���•�����Œ���Z���Á���•���(�µ�v�����������Ç���š�Z�������}�µ�v���]�o���}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���U���P�Œ���v�š���í�í�ì���^�r�ñ�X�í�X�í�r�,�/�r�,����
���v�������Ç���^���î�î�í�ñ���(�Œ�}�u���š�Z�����h�<�������‰���Œ�š�u���v�š���(�}�Œ���š�Z�������v�À�]�Œ�}�v�u���v�š�U���&�}�}�������v�����Z�µ�Œ���o�����(�(���]�Œ�•�U���^���}�š�š�]�•�Z�����v�����t���o�•�Z���'�}�À���Œ�v�u���v�š�• 
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�D���š���P���v�}�u�]���•�r�����•������ �‰�Œ�}�š�}���}�o�� �(�}�Œ�� �Œ���‰�]���� �����š�����Ÿ�}�v�� �}�(�� �}�µ�š���Œ�����l�r�����µ�•�]�v�P�� �À�]�Œ�µ�•���•��
�Á�]�š�Z���K�E�d���š�����Z�v�}�o�}�P�Ç�� 
 
�/�Œ���v���� ���o�������í�Ž�U�� �W�]�o���Œ�� ���P�µ�]�o���Œ���r�^���‰�·�o�À�������í�U�� ���v�v���� �^�X�� �&�}�u�•�P�����Œ���î�U�� �&�Œ���v���]�•���}�� �>�>�}�Œ���v�š���í�U�� �D�]�P�µ���o�� ���v�P���o�� �:�]�u� �v���Ì�r
���o���À���Œ�}�í�U�ï�U���s�]�š�}�Œ�����}�Œ�P���•�ð�U���:�}���}�����}�µ�Œ�����}���^���v�š�}�•�ð�U���<���š�i�����^�‰�]���•�•�î�U���:�}�À�]�š�����&���Œ�v���v�����Ì���W�]�v���Œ�}�í 
 
�í�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v���^���v�]�����������v�]�u���o���~���/�^���r�/�E�/���•�U�����^�/���U���s���o�����}�o�u�}�•�U���^�‰���]�v�X 
�î�� �����‰���Œ�š�u���v�š�� �}�(�� �s�]�Œ�µ�•�� �˜�� �D�]���Œ�}���]�}�o�}�P�]�����o�� �^�‰�����]���o�� ���]���P�v�}�•�Ÿ���•�U�� �^�š���š���v�•�� �^���Œ�µ�u�� �/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U�� ���}�‰���v�Z���P���v�U�� �����v�u���Œ�l 
�ï�� ���}�v�•�}�Œ���]�}�� ������ �/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�� ���]�}�u� ���]������ ���v�� �Z������ ������ ���‰�]�����u�]�}�o�}�P�_���� �Ç�� �^���o�µ���� �W�·���o�]�����U�� ���/�����Z���^�W�U�� �D�����Œ�]���U�� �^�‰���]�v 
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Rapid detection of pathogenic viruses causing an outbreak in animals is vital for an effective and accurate 
response. Metagenomic methods provide a culture-independent and hypothesis-free approach to know the 
virome of an organism. The objective of the study was to validate a rapid shotgun metagenomics-based 
protocol for RNA and DNA virus field detection, developed within the European TELE-Vir project.   
�W�Œ�}�š�}���}�o���À���o�]�����Ÿ�}�v���Á���•�������Œ�Œ�]�������}�µ�š�U���Á�]�š�Z���•�o�]�P�Z�š���u�}���]�.�����Ÿ�}�v�•�U���µ�•�]�v�P���(�Œ���•�Z���•���u�‰�o���•���~�}�Œ���o���•�Á�����•�����v�����(�����š�Z���Œ�•�•��
�(�Œ�}�u���Œ�����r�o���P�P�������‰���Œ�š�Œ�]���P���•���~���o�����š�}�Œ�]�•���Œ�µ�(���•���š�Z���š���Z�������������v�����Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�o�Ç���]�v�(�����š�������Á�]�š�Z���t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•���~�t�E�s�•��
�}�(���o�]�v�����P���•���í�����v�����î���~�v�A�ð�•�X�����v�]�u���o���•���u�‰�o���•���Á���Œ�����Z�}�u�}�P���v�]�Ì���������v�����‰�Œ���r�š�Œ�����š�������š�}���Œ���u�}�À�����Z�}�•�š�����v�����������š���Œ�]���o��
���E���X���E�µ���o���]���������]���•���Á���Œ�������Æ�š�Œ�����š���������v�����Œ���v���}�u�����E�������u�‰�o�]�.�����Ÿ�}�v�U���]�v���o�µ���]�v�P�������Œ���š�Œ�}�š�Œ���v�•���Œ�]�‰�Ÿ�}�v���•�š���‰�U���Á���•��
�‰���Œ�(�}�Œ�u������ �š�}�� �����š�����š�� ���}�š�Z�� �Z�E���� ���v���� ���E���� �À�]�Œ�µ�•���•�X�� ���E���� �o�]���Œ���Œ�]���•�� �(�}�Œ�� �•���‹�µ���v���]�v�P�� �Á�]�š�Z�� �K�Æ�(�}�Œ���� �E���v�}�‰�}�Œ����
�d�����Z�v�}�o�}�P�Ç�� �~�K�E�d�•�� �Á���Œ���� �u�������� �Á�]�š�Z�� �š�Z���� �Z���‰�]���� �^���‹�µ���v���]�v�P�� �<�]�š�U�� �]�v�����Æ�]�v�P�� �•���À���Œ���o�� �•���u�‰�o���•�� �š�}�P���š�Z���Œ���(�}�Œ��
�}�‰�Ÿ�u�]�Ì���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����‰�Œ�}�š�}���}�o�����v���U���š�Z�����Œ���•�µ�o�Ÿ�v�P���Œ�������•���Á���Œ�������v���o�Ç�•�������µ�•�]�v�P���•���À���Œ���o���•�}�L�Á���Œ���U���]�v���o�µ���]�v�P���/�v�•���&�o�µ��
�~�����À���o�}�‰������ �Á�]�š�Z�]�v�� �š�Z�����d���>���r�s�]�Œ���‰�Œ�}�i�����š�� ���Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�}�� �E�����]�}�v���o�������� �^���·������ ���}�µ�š�}�Œ���Z�]�����Œ���}�� �:�}�Œ�P���•�X���Y�µ���v�Ÿ�š���Ÿ�À����
�W���Z���(�}�Œ���t�E�s���Á���Œ�������o�•�}���‰���Œ�(�}�Œ�u�������]�v���}�Œ�����Œ���š�}���l�v�}�Á���š�Z�������š���}�(���š�Z�����•���u�‰�o���•�����v�����š�}�����•�š�����o�]�•�Z�����������š�����Ÿ�}�v���o�]�u�]�š��
�Á�]�š�Z���š�Z�]�•���‰�Œ�}�š�}���}�o�X 
Depending on the Ct for WNV of the sample analysed, we obtained WNV reads representing between 0.005% 
(27 of 576 696 reads/Ct 30) and 5.3% (4 052 of 76 000 reads/Ct 18) of the total reads. Regarding coverage 
percentage, these reads covered 22% and 99.96% of the WNV genome used as reference, respectively. 
Although WNV reads represented a very low percentage of the total reads, they were distributed throughout 
the reference genome, so we were able to confirm, in all samples, the presence of the expected virus. A clear 
limitation of this virus detection technique was the presence of large amounts of host and bacteria DNA, 
even after pre-treating the samples, as well as common false positive detection. 
�Z���•�µ�o�š�•���]�v���]�����š�����š�Z���š���š�Z�����‰�Œ�}�š�}���}�o�������À���o�}�‰�������]�v���š�Z�����d���>���r�s�]�Œ���‰�Œ�}�i�����š���u���l���•���]�š���‰�}�•�•�]���o�����š�}�������š���Œ�u�]�v�����š�Z�����À�]�Œ�µ�•��
�����µ�•�]�v�P�����v���}�µ�š���Œ�����l���]�v���o���•�•���š�Z���v���ð�ô���Z�}�µ�Œ�•�U�����À���v���š�Z�}�µ�P�Z���š�Z�����À�]�Œ�µ�•���Œ�������•���������}�µ�v�š���(�}�Œ���o���•�•���š�Z���v���ì�X�ì�í�9���}�(���š�Z����
�š�}�š���o���Œ�������•�X���&�µ�Œ�š�Z���Œ�u�}�Œ���U���Á���������v�����}�v���o�µ�������š�Z���š���������š���}�(�����Œ�}�µ�v�����ï�ì���(�}�Œ���t���•�š���E�]�o�����s�]�Œ�µ�•���Á�}�µ�o�����������š�Z�����o�]�u�]�š���(�}�Œ��
�š�Z���������š�����Ÿ�}�v���}�(���š�Z�]�•���À�]�Œ�µ�•���Á�]�š�Z���š�Z�]�•���‰�Œ�}�š�}���}�o�X 
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���u���Œ�]���������v�����š�Z�����h�^���X�����o���•�•�]�.�������]�v�������š���P�}�Œ�]���•���������v�����������Ç���š�Z�����v���Á�����v�]�u���o���Z�����o�š�Z���o���Á�U���Á�Z�]���Z�������u�����]�v�š�}���(�}�Œ�������]�v��
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�}�v���}�š�Z���Œ�����‹�µ�]�v�����v���µ�Œ�}�š�Œ�}�‰�]�������o�‰�Z���À�]�Œ�µ�•���•�����v�����G���À�]�À�]�Œ�µ�•���•�X���d�Z�����•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç���}�(���š�Z�����u���š�Z�}�����Á���•�������š���Œ�u�]�v�����X���&�}�Œ��
�š�Z�����•���Œ�}���]���P�v�}�•�]�•���}�(���s�����s�U���Á�������Œ�������µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç�������À���o�}�‰�]�v�P�����v���]�v���]�Œ�����š�����>�/�^�����µ�•�]�v�P�����Z�]�u���Œ�]�������o���•�•���î���^�]�v�����]�•���À�]�Œ�µ�•�U��
���Æ�‰�Œ���•�•�]�v�P�� �š�Z�������v�À���o�}�‰�U�� �u���u���Œ���v���� ���v���� �����‰�•�]�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o�� �‰�Œ�}�š���]�v�•�� �}�(���s�����s�� �}�v�� �š�Z���� �^�]�v�����]�•�� �������l���}�v���X�� �d�Z����
�‰���Œ�(�}�Œ�u���v�����U���•���v�•�]���]�o�]�š�Ç�����v�����•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç���}�(���š�Z�������>�/�^�����Á�]�o�o�����������}�u�‰���Œ�������š�}���š�Z���š���}�(���•���Œ�}�v���µ�š�Œ���o�]�•���Ÿ�}�v���µ�•�]�v�P���•���Œ����
�(�Œ�}�u���Z�}�Œ�•���•���À�������]�v���š�������}�Œ���v���š�µ�Œ���o�o�Ç���]�v�(�����š�������Á�]�š�Z���s�����s�X���d�Z�������h�Z�>���Á�]�o�o���‰�Œ�}�‰�}�•�����š�}���š�Z�����u���u�����Œ���•�š���š���•�������Œ���v�P����
�}�(�����8���]���v�š���•���Œ�}�o�}�P�]�����o�����v�����u�}�o�����µ�o���Œ���š�}�}�o�•���š�}�����]���P�v�}�•�������‹�µ�]�v���•���]�v�(�����š���������Ç���s�����s�����v�����š�Z���Œ���(�}�Œ�����š�}�����o���Œ�š�����•��
�•�}�}�v�����•���‰�}�•�•�]���o�����‰�µ���o�]�������µ�š�Z�}�Œ�]�Ÿ���•���]�v���}�Œ�����Œ���š�}�������‰�o�}�Ç���u���v���P���u���v�š���u�����•�µ�Œ���•�X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����]���P�v�}�•�]�•�U���s���v���Ì�µ���o���v�����‹�µ�]�v�������v�����‰�Z���o�]�Ÿ�•���s�]�Œ�µ�•�U���Z�}�Œ�•���•�U���Œ�]�•�l���}�(���]�v�š�Œ�}���µ���Ÿ�}�v�U���‰�Œ���‰���Œ�����v���•�• 
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���À���o�µ���Ÿ�}�v���}�(������ ���]�+���Œ���v�Ÿ���o�������š�����Ÿ�}�v�����>�/�^�����š���•�š���(�}�Œ���š�Z�����‰�Œ���•���v�������}�(�����v�Ÿ���}���]���•��
���P���]�v�•�š���t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•�����v�����h�•�µ�š�µ���À�]�Œ�µ�•���]�v�����]�Œ���• 
 
�&�Œ���v���]�•���}�� �>�o�}�Œ���v�š���í�Ž�U���/�v� �•�� �'���Œ���_���r�W���•���µ���o�í�U�������À�]������ �>���o�o�]�î�U�������•�]�Œ� ���������(�}�µ�Ì�r���µ�•�š�}�•�í�U���W�]�o���Œ�����P�µ�]�o���Œ���r�^���‰�·�o�À�������í�U��
�Z���·�o���&���Œ�v���v�����Ì�r�����o�P�����}�í�U���W�Z�]�o�]�‰�‰���������•�‰�Œ���•�ï�U���^�Ç�o�À�]�����>�����}�o�o�]�v���š�ð�U�����v�����D�}�Œ���v�}�î�U���D�]�P�µ���o�����v�P���o���:�]�u� �v���Ì�r���o���À���Œ�}�í 
 
�í�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v���^���v�]�����������v�]�u���o���~���/�^���r�/�E�/���•�U�����^�/���U���s���o�����}�o�u�}�•�U���^�‰���]�v 
�î���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����>�}�u�����Œ���]�������������o�o�[���u�]�o�]�����Z�}�u���P�v���U�����Œ���•���]���U���/�š���o�Ç 
�ï���W�Œ�}�����•�•�µ�•���/�v�(�����Ÿ���µ�Æ�����v���D�]�o�]���µ���/�v�•�µ�o���]�Œ�����d�Œ�}�‰�]�����o���~�W�/�D�/�d�•�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š� ���������>�����Z� �µ�v�]�}�v�U���/�E�^���Z�D���h�í�í�ô�ó�U�����E�Z�^���õ�í�õ�î�U���/�Z����
�î�ð�õ�U���W�o���š���(�}�Œ�u�����d�����Z�v�}�o�}�P�]�‹�µ�������z�Z�K�/�U���^���]�v�š���r���o�}�Ÿ�o�����U���>�����Z� �µ�v�]�}�v�U���&�Œ���v���� 
�ð���h�D�Z���s�]�Œ�}�o�}�P�]���U�����E�^���^�U���/�E�Z���U�����E�s���U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�����W���Œ�]�•�r���•�š�U���D���]�•�}�v�•�r���o�(�}�Œ�š�U���&�Œ���v���� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����P�Œ�����]���›�]�v�]���X���•�]���X���•�� 
 
�t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•���~�t�E�s�•�����v�����h�•�µ�š�µ���À�]�Œ�µ�•���~�h�^�h�s�•�����Œ�����š�Á�}���u�}�•�‹�µ�]�š�}�r���}�Œ�v�����G���À�]�À�]�Œ�µ�•���(�Œ���‹�µ���v�š�o�Ç�����}�r���]�Œ���µ�o���Ÿ�v�P���]�v��
���µ�Œ�}�‰���X�� �^���Œ�}�•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ �}�(�� �Á�]�o���� ���]�Œ���•�� �]�•�� �•�µ�]�š�����o���� �(�}�Œ�� �����Œ�o�Ç�� �����š�����Ÿ�}�v�� �}�(�� �t�E�s�� ���]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v�� �]�v�� �‰�Œ���À���v�Ÿ�}�v��
�‰�Œ�}�P�Œ���u�•�X�� �,�}�Á���À���Œ�U�� ���Œ�}�•�•�r�Œ�������Ÿ�}�v�� �����š�Á�����v�� �š�Z���•���� �š�Á�}�� �G���À�]�À�]�Œ�µ�•���•�� �]�•�� ���� �Á���o�o�r�l�v�}�Á�v�� �‰�Œ�}���o���u�� �]�v�� �•���Œ�}�o�}�P�]�����o��
�š���•�š�•�U�� �u���l�]�v�P�� ���]�8���µ�o�š�� �š�Z���]�Œ�� ���]�+���Œ���v�Ÿ���o�� ���]���P�v�}�•�]�•�U�� �Á�Z�]���Z�� �]�•�� ���Œ�µ���]���o�� �(�}�Œ�� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ ���v���� ���}�v�š�Œ�}�o�X�� ���µ�Œ�Œ���v�š��
���]���P�v�}�•�Ÿ���� �‰�Œ�}�š�}���}�o�•�� �]�v�À�}�o�À���� ���� ���}�v�.�Œ�u���š�}�Œ�Ç�� �š���•�š�� �}�À���Œ�� �š�Z���� �‰�}�•�]�Ÿ�À���� �•���u�‰�o���•�� �]�v�� ���� �.�Œ�•�š�� �•���Œ�����v�]�v�P�� �š���•�š�� �Œ�}�µ�v����
�~�µ�•�µ���o�o�Ç�����>�/�^���•�U�����Ç���������}�u�‰���Œ���Ÿ�À�����À�]�Œ�µ�•�r�v���µ�š�Œ���o�]�Ì���Ÿ�}�v���Ÿ�š�Œ���Ÿ�}�v���~�s�E�d�•�����P���]�v�•�š���š�Z�����À�]�Œ�µ�•���•���l�v�}�Á�v���š�}�����]�Œ���µ�o���š�����]�v��
�š�Z���� �•�š�µ���Ç�����Œ�����X���,�}�Á���À���Œ�U���š�Z���� �s�E�d�� ���}�v�.�Œ�u���Ÿ�}�v���u���š�Z�}���� �•�Ÿ�o�o�� �•�Z�}�Á�•�� �•�}�u���� �����P�Œ�������}�(�� ���Œ�}�•�•�r�v���µ�š�Œ���o�]�Ì���Ÿ�}�v�U���]�•��
���µ�u�����Œ�•�}�u���U���Ÿ�u���r���}�v�•�µ�u�]�v�P�����v�����Œ���‹�µ�]�Œ���•�����]�}�•���(���š�Ç���o���À���o�r�ï���~���^�>�ï�•���(�����]�o�]�Ÿ���•�����v�����u���]�v�š���v���v�������}�(�������o�o�����µ�o�š�µ�Œ����
�o�]�v���•�X���/�v���}�Œ�����Œ���š�}���•�}�o�À�����•�}�u�����}�(���š�Z���•�����]�•�•�µ���•�U�������‰���v�r���À�]���v�����]�+���Œ���v�Ÿ���o�����>�/�^�����š���•�š���Z���•���������v�������À���o�}�‰�����X 
In-house ELISA test was performed coating Maxisorp micro-plates with recombinant WNV and USUV EDIII 
proteins as antigens. After serum incubation, a HRP-conjugated monoclonal antibody (mAb 1A3) with 
reactivity for Igs from a broad range of avian species was used to detect the antigen-antibody reaction. To 
validate the method, sera obtained from different avian species experimentally infected with WNV, USUV or 
a third flavivirus cross-reacting in commercial ELISA tests (Bagaza virus, BAGV) were analysed in parallel by 
the in-house ELISA test and VNT. 
Although some differences were observed for the different avian species, the performance of the ELISA test 
to determine the presence of specific WNV and USUV antibodies (diagnostic sensitivity of 52% for WNV and 
36% for USUV and specificity over 99% for both viruses) was similar to that observed by the VNT reference 
confirmation method.  
�d�Z���� ���>�/�^���� �š���•�š�� �����•���Œ�]�������� �]�v�� �š�Z�]�•�� �Á�}�Œ�l�� �]�•�� ���v�� �����•�]���Œ�� ���v���� �o���•�•�� �Ÿ�u���r���}�v�•�µ�u�]�v�P�� ���o�š���Œ�v���Ÿ�À���� �š�}�� �s�E�d�� �š�Z���š�� �����v�� ������
�����Œ�Œ�]������ �}�µ�š�� �Á�]�š�Z�}�µ�š�� �•�‰�����]���o�� ���]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç�� �(�����]�o�]�Ÿ���•�� �~�v�}�v�� ���^�>�ï�•�� ���o�o�}�Á�]�v�P�� ���� ���Œ�}�������Œ�� �Œ���v�P�����}�(�� �o�����}�Œ���š�}�Œ�]���•�� �š�}��
�‰���Œ�(�}�Œ�u�� �•���Œ�}�o�}�P�]�����o�� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ ���v���� �]�u�‰�o���u���v�š�� �š�Z�]�•�� �u���š�Z�}���� �]�v�� ���v�]�u���o�� ���v���� �W�µ���o�]���� �,�����o�š�Z�� �‰�Œ���À���v�Ÿ�}�v��
�‰�Œ�}�P�Œ���u�•�X�� 
 
Keywords: ELISA, West Nile virus, Usutu virus, birds, serosurveillance  
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���^�‰���v�]�•�Z���Z���•�����Œ���Z���^�š���š�������P���v���Ç���‰�Œ�}�i�����š���W�/�����î�ì�î�ì�r�í�í�ò�ó�ò�ô�Z�Z�r���î 
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�E���Á�����•�š�o�������]�•�����•�����À�]�Œ�µ�•�����}�v�š���]�v�]�v�P���W���Z�r�š���Œ�P���š�•���(�}�Œ���t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•�����•�������‰�}�•�]�Ÿ�À����
���}�v�š�Œ�}�o���š�}���À���o�]�����š�������v�����]�u�‰�o���u���v�š�������Z�����o�r�Ÿ�u�����W���Z�X�� 
 
�D���o�o�����,�}�o�Á���Œ�����í�Ž�U�����Œ�v�}�r�:���v���&���������u���í�U�����Œ�]�l���À���v���t�����Ì���‰�í�U���Z���v�����À���v���'���v�v�]�‰�í�U���K�o���À���������>�����µ�Á�í�����v�����W�]���š���À���v��
�Z�]�i�v�í�U�î 

 

�í�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�U���t���P���v�]�v�P���v�����]�}�À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���Z���•�����Œ���Z���~�t���s�Z�•�U���>���o�Ç�•�š�����U���š�Z�����E���š�Z���Œ�o���v���• 
�î�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(�����]�}���Z���u�]�•�š�Œ�Ç�U�������v�š�Œ�����(�}�Œ���,�µ�u���v���D���š�����}�o�}�u�]���•�U���E�}�Œ�š�Z�r�t���•�š���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���^�}�µ�š�Z�����(�Œ�]���� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u���o�o���X�Z�}�o�Á���Œ�����›�Á�µ�Œ�X�v�o�� 
 
West Nile Virus (WNV) is a virus species within the family Flaviviridae and transmission occurs via Culex-
mosquitos, while mostly affecting birds. Humans and horses are considered as dead-end host, but infection 
can manifest in disease and neurological symptoms. In 2020, WNV was detected in the Netherlands for the 
first time in wild bird species and seroconversion was also observed in humans. WBVR is prepared for 
incursions of WNV with operational ELISAs and PCR-diagnostics. However, extensive validation of PCR-
diagnostics requires significant numbers of well-defined WNV-positive samples. In addition, transportation 
of infectious WNV-containing material is cumbersome, expensive and requires specialized biosafety facilities 
for the entire logistics process. Therefore, the aim of this research is to develop alternative WNV-positive 
material that can be applied for validation purposes and as positive control in real-time PCR runs.  
�>�]�š���Œ���š�µ�Œ�����Á���•���•���Œ�����v�������(�}�Œ���W���Z�r���]���P�v�}�•�Ÿ���•���}�(���t�E�s�U�����v�����š�Z���������•�š���‰�Œ�]�u���Œ�r�‰�Œ�}�����•���š�•���Á���Œ�����•���o�����š���������Ç���]�v���•�]�o�]���}��
�À���o�]�����Ÿ�}�v�X���d�Z���v�U�� �š�Z���� ���E���r�•���‹�µ���v������ �}�(�� �š�Z���� �����•�š�� �š�Á�}�� �W���Z�r�š���Œ�P���š�•�� �Á���•�� �]�v�š�Œ�}���µ���������]�v�� �(�µ�o�o�r�o���v�P�š�Z�� �����E���� �}�(��
�E���Á�����•�š�o�������]�•�����•�����s�]�Œ�µ�•���~�E���s�•���µ�•�]�v�P���Œ���À���Œ�•�����P���v���Ÿ���•�X���d�Z�����Œ�����}�u���]�v���v�š���À�]�Œ�µ�•���~�t�E�s�r�Œ�E���s�•���Á���•���Œ���•���µ���������Ç��
�š�Œ���v�•�(�����Ÿ�}�v���}�(���s���Œ�}���ò�r�����o�o�•���(�}�o�o�}�Á���������Ç���]�v�}���µ�o���Ÿ�}�v���}�(�����u���Œ�Ç�}�v���š���������Z�]���l���v�����P�P�•�X���t�E�s�r�Œ�E���s���Á���•���Ÿ�š�Œ���š������
���v�������‰�‰�o�]���������•���‰�}�•�]�Ÿ�À�������}�v�š�Œ�}�o�����v�������•���t�E�s�r�‰�}�•�]�Ÿ�À�����u���š���Œ�]���o���š�}���•�‰�]�l�����ñ�î�������d���r���o�}�}�����•���u�‰�o���•���(�Œ�}�u���Z�}�Œ�•���•�X���/�v��
�������]�Ÿ�}�v�U���š�Z�����t�E�s���‰�Œ�}�.���]���v���Ç���š���•�š���}�(���î�ì�î�ì���Á���•���Œ���r���v���o�Ç�Ì�����X�� 
�/�v���š�}�š���o�U���v�]�v�����‰�Œ�]�u���Œ�r�‰�Œ�}�����•���š�•���Á���Œ�����(�}�µ�v�����]�v���š�Z�����o�]�š���Œ���š�µ�Œ�����}�(���Á�Z�]���Z���>�]�v�l�������š�����o�X�����v�������]�����v�����š�����o�X���•�Z�}�Á�������š�Z����
�����•�š���Œ���•�µ�o�š�•���Á�]�š�Z���Œ���•�‰�����š���š�}���]�v���•�]�o�]���}���•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç�����v�����•�‰�����]�.���]�š�Ç�X���d�Z���•�����W���Z�r�š���Œ�P���š�•���Á���Œ�����]�v�š�Œ�}���µ���������]�v���E���s�����v����
�t�E�s�r�Œ�E���s�� �Á���•�� �•�µ�������•�•�(�µ�o�o�Ç�� �Œ���•���µ������ �Á�]�š�Z�� ���� �À�]�Œ���o�� �Ÿ�š�Œ���� �}�(�� �í�ì�õ�U�î�í���d���/���ñ�ì�l�u�o�X���d�Z���� ���v���o�Ç�Ÿ�����o�� �•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç�� �Á���•�� ���v��
���‹�µ�]�À���o���v�š���}�(�� �í�ì�í�X�î�í���d���/���ñ�ì�l�u�>�U�� �Á�Z�]�o���� �W���Z�� �š���•�Ÿ�v�P�� �}�(�� �š�Z���� �•�‰�]�l������ �����d���r���o�}�}���•�� �•�Z�}�Á������ �v�}�� �]�v�Z�]���]�Ÿ�}�v�� ���µ�Œ�]�v�P��
���u�‰�o�]�.�����Ÿ�}�v�X���&�]�v���o�o�Ç�U���š���•�Ÿ�v�P���}�(���š�Z�����t�E�s���‰�Œ�}�.���]���v���Ç���š���•�š���Á�]�š�Z���š�Z�����}�‰�Ÿ�u�]�Ì�������Œ�����o�r�Ÿ�u�����W���Z���š���•�š���•�Z�}�Á�������v�}��
���Œ�}�•�•���Œ�������Ÿ�À�]�š�Ç���Á�]�š�Z���}�š�Z���Œ���Œ���o���š�������&�o���À�]�À�]�Œ�µ�•���•�X�� 
���������µ�•�����}�(���š�Z�����o�����l���}�(���t�E�s�r�‰�}�•�]�Ÿ�À�����•���u�‰�o���•�U���Á�����Z���À���������À���o�}�‰���������v�����o�š���Œ�v���Ÿ�À�����]�v���š�Z�����(�}�Œ�u���}�(�������Œ�����}�u���]�v���v�š��
�E���s�����}�v�š���]�v�]�v�P���š�Á�}���W���Z�r�š���Œ�P���š�•�X���d�Z�����t�E�s�r�Œ�E���s���Á���•�����‰�‰�o�]���������•���‰�}�•�]�Ÿ�À�������}�v�š�Œ�}�o���]�v���š�Z�����Œ�����o�r�Ÿ�u�����W���Z�����v�������•��
�‰�}�•�]�Ÿ�À�����u���š���Œ�]���o���š�}���•�‰�]�l�����•���u�‰�o���•���]�v���š�Z�����u���š�Œ�]�Æ���}�(���]�v�š���Œ���•�š�X�����Ç���š�Z�����µ�•�����}�(���t�E�s�r�Œ�E���s�U���Á�����Z���À�����À���o�]�����š���������v����
�]�u�‰�o���u���v�š�����������‰�Œ���À�]�}�µ�•�o�Ç���‰�µ���o�]�•�Z�������W���Z�r�š���•�š���]�v���}�µ�Œ���Œ�}�µ�Ÿ�v�������]���P�v�}�•�Ÿ���•���]�v���š�Z�����À�]���Á���}�(�����v���}�µ�š���Œ�����l���}�(���t�E�s��
�]�v���š�Z�����E���š�Z���Œ�o���v���•�X 
 
Keywords: West Nile virus, Real-time PCR, Newcastle Disease Virus, Reverse genetics 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���d�Z�]�•���Œ���•�����Œ���Z���Á���•���(�µ�v�����������Ç���š�Z�������µ�š���Z���u�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(���� �P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���U���E���š�µ�Œ�������v�����&�}�}�����‹�µ���o�]�š�Ç���µ�v�����Œ���‰�Œ�}�i�����š��
�v�µ�u�����Œ�W���t�K�d�r�ì�í�r�ì�ì�î�r�ì�ð�í�X 
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�E�}�À���o�����]���P�v�}�•�Ÿ�����‰�o���ž�}�Œ�u�������•�������}�v���>���D�W�����•�•���Ç�•���(�}�Œ���š�Z�������8���]���v�š�������š�����Ÿ�}�v���}�(��
���(�Œ�]�����v�����v�������o���•�•�]�����o���•�Á�]�v�����(���À���Œ���À�]�Œ�µ�•���•���µ�•�]�v�P���u�]�v�]�u���o�����‹�µ�]�‰�u���v�š 
 
�:�}�•���� ���o���i���v���Œ�}�� ���}�Z�}�Œ�‹�µ���Ì�í�U�� �^���Œ���•�Á���š�Z�]�� �>���v�l���í�U�� �����Œ�]���v���� �D�µ�y�}�Ì�î�ï�ð�U�� �Z�}�•���� �Z�}�•���o�o�î�U�ï�U�ð�U�ñ�U�� �D���Œ�š���� �W� �Œ���Ì�r�^�]�u�•�î�U�ï�U�ð�U��
�D�~�v�]���������o�����Œ���Z�î�U�ï�U�ð�U���&���Œ�v���v���}���Z�}���Œ�]�P�µ���Ì�ï�ð�U�������Œ�}�o���t���D�������}�Æ�í�U�ò�U�•�����v�����>�o�]�o�]���v�v�����'���v�P���•�î�U�ï�U�ð�U�•�Ž 

 
�í���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����]���P�v�}�•�Ÿ�����>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç�U�����}�o�o���P�����}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���/�o�o�]�v�}�]�•�����š���h�Œ�����v�������Z���u�‰���]�P�v�U���h�Œ�����v���U��
�/�>�U���h�v�]�š�������^�š���š���•�X���� 
�î���t�K���,���Z���(���Œ���v�������>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ�����o���•�•�]�����o���^�Á�]�v�����&���À���Œ�U���/�Z�d���U���W�Œ�}�P�Œ���u�����������^���v�]�����������v�]�u���o���~���Z���^���•�U�������Œ�����o�}�v���U���^�‰���]�v�X�� 
�ï���h�v�]�š���š�� �u�]�Æ�š���� ���[�/�v�À���•�Ÿ�P�����]�}�ò�� �/�Z�d���r�h������ ���v�� �^���v�]�š���š�� ���v�]�u���o�U�� �����v�š�Œ���� ������ �Z�������Œ������ ���v�� �^���v�]�š���š�� ���v�]�u���o�� �~���Z���^���•�U�� �����o�o���š���Œ�Œ���U��
�����Œ�����o�}�v���U���^�‰���]�v�X�� 
�ð���t�K���,�� ���}�o�o�����}�Œ���Ÿ�v�P�� �����v�š�Œ���� �(�}�Œ�� �š�Z���� �Z���•�����Œ���Z�� ���v���� ���}�v�š�Œ�}�o�� �}�(�� ���u���Œ�P�]�v�P�� ���v���� �Z���r���u���Œ�P�]�v�P�� �^�Á�]�v���� ���]�•�����•���•�� �]�v�� ���µ�Œ�}�‰����
�~�/�Z�d���r���Z���^���•�U���ì�ô�í�õ�ï�������Œ�����o�}�v���U���^�‰���]�v�X�� 
�ñ�������‰���Œ�š���u���v�š�����[�������]�}�ò�����o�]�u���Ÿ�����U�����o�]�u���v�š�����]�}�ò���]�����P���v�������Z�µ�Œ���o�U���'���v���Œ���o�]�š���š�������������š���o�µ�v�Ç���U�������Œ�����o�}�v���U���^�‰���]�v�X�� 

�ò�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���W���š�Z�}���]�}�o�}�P�Ç�U�����}�o�o���P�����}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���/�o�o�]�v�}�]�•�����š���h�Œ�����v���r���Z���u�‰���]�P�v�U���h�Œ�����v���U���/�>�U���h�^���X���� 
�•�d�Z���•�������µ�š�Z�}�Œ�•���•�Z���Œ�����•���v�]�}�Œ�����µ�š�Z�}�Œ�•�Z�]�‰ 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W��llilianne.ganges@irta.cat  
 
���o���•�•�]�����o���•�Á�]�v�����(���À���Œ���~���^�&�•�����v�������(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���~���^�&�•�����Œ���������À���•�Ÿ�v�P���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•�������µ�•���������Ç�����o���•�•�]�����o��
�•�Á�]�v�����(���À���Œ���À�]�Œ�µ�•���~���^�&�s�•�����v�������(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���À�]�Œ�µ�•���~���^�&�s�•�X�����^�&�s�����µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç���Œ���‰�Œ���•���v�š�•���š�Z�������]�P�P���•�š���š�Z�Œ�����š���š�}��
�š�Z�����‰�}�Œ���]�v�����]�v���µ�•�š�Œ�Ç���Á�}�Œ�o���Á�]�����U���Á�]�š�Z���Z�]�P�Z�������}�v�}�u�]�����]�u�‰�����š�����v�����•���À���Œ�������v�]�u���o���Z�����o�š�Z�����v�����Á���o�(���Œ�������}�v�����Œ�v�•�X��
�K�µ�š���Œ�����l�•�� �Z���À���� �}�����µ�Œ�Œ������ �]�v�� ���µ�Œ�}�‰���� ���v���� ���•�]���� ���v���� �Œ�������v�š�o�Ç�� �]�v�� �,�]�•�‰���v�]�}�o���U�� �����Œ�]���������v�X�� ���^�&�s�� ���}�v�Ÿ�v�µ���•�� �š�}�� ������
�‰�Œ���À���o���v�š���]�v���u���v�Ç���Œ���P�]�}�v�•���}�(���š�Z�����Á�}�Œ�o���X���d�Z�]�•���Á�}�Œ�l�����]�u�������š�}�������À���o�}�‰�����v�����À���o�]�����š���������v�}�À���o�����]���P�v�}�•�Ÿ�����‰�o���ž�}�Œ�u��
�����•�������}�v���>���D�W�����•�•���Ç�•���(�}�Œ���š�Z�����������µ�Œ���š�������v�����Œ���‰�]���������š�����Ÿ�}�v���}�(���š�Z���•�����š�Á�}���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����P���v�š�•�X���/�•�}�š�Z���Œ�u���o���W���Z��
�š�����Z�v�]�‹�µ���•�U�� �•�µ���Z�� ���•�� �>���D�W�U�� �Z���À���� �������}�u���� �]�v���Œ�����•�]�v�P�o�Ç�� ���©�Œ�����Ÿ�À���� ���•�� �‰�}�]�v�š�r�}�(�r�����Œ���� ���]���P�v�}�•�Ÿ���� �š�}�}�o�•�� �P�]�À���v�� �š�Z����
�u�]�v�]�u���o���u���š���Œ�]���o�����Æ�‰���v�•���U�����‹�µ�]�‰�u���v�š�U�����v�����š�Œ���]�v�]�v�P���Œ���‹�µ�]�Œ�����X���d�Á�}���>���D�W���‰�Œ�]�u���Œ���•���š�•���(�}�Œ�����^�&�s�����v�������^�&�s�U���Á���Œ����
�����•�]�P�v������ ���v���� �À���o�]�����š�����X�� ���}�š�Z�� �‰�Œ�]�u���Œ�� �•���š�•�� �•�Z�}�Á������ �š�Z���Œ�u���o�� �•�š�����]�o�]�š�Ç�U�� ���u�‰�o�]�(�Ç�]�v�P�� �š�Z���� ���^�&�s�� �}�Œ�� ���^�&�s�� �š���Œ�P���š��
�P���v�}�u�������š���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���•�������š�Á�����v���ò�ì�r�ó�ì�£�����µ�•�]�v�P�����}�š�Z���G�µ�}�Œ�}�u���š�Œ�]�������v�������}�o�}�Œ�]�u���š�Œ�]�����u���š�Z�}���•�X���d�Z�����•���o�����š������
�‰�Œ�]�u���Œ�•�����]�����v�}�š���Ç�]���o�����(���o�•�����‰�}�•�]�Ÿ�À�����}�Œ�����Œ�}�•�•�r�Œ�������Ÿ�À�����Œ���•�µ�o�š�•���Á�]�š�Z���}�š�Z���Œ�����}�u�u�}�v���•�Á�]�v�����‰���š�Z�}�P���v�•�X���W���v���o�•���(�Œ�}�u��
���]�À���Œ�•���� �š�Ç�‰���•�� �}�(�� �•���u�‰�o���•�� ���}�o�o�����š������ �(�Œ�}�u�� �‰�]�P�•�� ���Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�o�Ç�� �]�v�(�����š������ �Á�]�š�Z�� ���^�&�s�� �}�Œ�� ���^�&�s�� �Á���Œ���� �µ�•������ �]�v�� �š�Z����
�À���o�]�����Ÿ�}�v���}�(���š�Z�������•�•���Ç�U���]�v���Á�Z�]���Z���š�Z�����Œ���(���Œ���v�������š�����Z�v�]�‹�µ���•���������Œ�����]�š���������Ç���š�Z�����t�K���,���(�}�Œ���š�Z�����u�}�o�����µ�o���Œ�����]���P�v�}�•�]�•��
�}�(���š�Z���•�����À�]�Œ�µ�•���•���Á���Œ�����µ�•�����X���d�Z�����Œ���•�µ�o�š�•���•�Z�}�Á���š�Z���š�����}�š�Z���>���D�W���š���•�š�•���Á�}�µ�o���������������µ�•���(�µ�o���š�}�}�o���(�}�Œ���Œ���‰�]���U���Z�]�P�Z�o�Ç��
�•���v�•�]�Ÿ�À���� ���v���� �}�v�r�•�]�š���� ���^�&�� ���v���� ���^�&�� ���]���P�v�}�•�Ÿ���� ���v���� �Á�]�o�o�� �����•�]�o�Ç�� �š�Œ���v�•�(���Œ�� �š�}�� �}�š�Z���Œ�� �o�����}�Œ���š�}�Œ�]���•�U�� �]�u�‰�Œ�}�À�]�v�P�� �š�Z����
���]���P�v�}�•�Ÿ���������‰�����]�š�Ç���(�}�Œ�����}�š�Z�����]�•�����•���•�X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W��African swine fever, classical swine fever, LAMP assay, molecular diagnosis, on-site diagnostic  
 
�&�µ�v���]�v�P�� �•�}�µ�Œ�����W���d�Z�]�•�� �Œ���•�����Œ���Z�� �Á���•�� �(�µ�v�������� �µ�v�����Œ���š�Z���� �P�Œ���v�š�•�� ���W�î�í�s�^���˜���ì�ì�ì���ì�í�í�� ���Ç�� �š�Z���� �E���Ÿ�}�v���o�� ���v�]�u���o�� �,�����o�š�Z��
�>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç�� �E���š�Á�}�Œ�l�� �(�Œ�}�u�� �š�Z���� �h�v�]�š������ �^�š���š���•�� �����‰���Œ�š�u���v�š�� �}�(�� ���P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���U�� �W�/���î�ì�í�õ�r�í�ì�ó�ò�í�ò�Z���r�/�ì�ì�� ���v���� �W�/���î�ì�î�í�r
�í�î�ñ�ñ�õ�õ�K���r�/�ì�ì���(�Œ�}�u���š�Z�����^�‰���v�]�•�Z���^���]���v�������D�]�v�]�•�š�Œ�Ç 
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�W�í�õ�X���D�}�o�����µ�o���Œ���W���v�r�^�]�������š���•�š���(�}�Œ���š�Z���������š�����Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����W���•�š���������•���W���Ÿ�š�•���Z�µ�u�]�v���v�š�•��
�s�]�Œ�µ�• 
 
�D�]�o�}�À���v���D�]�o�}�À���v�}�À�]���í�Ž�U���<�o�����•�����]���š�Ì���í�U�������Œ�v�����,�}�+�u���v�v�í 
 
�í���&�Œ�]�����Œ�]���Z�r�>�}���K���Œ�r�/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U���&�������Œ���o���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����(�}�Œ�����v�]�u���o���,�����o�š�Z�U���^�º���µ�(���Œ���í�ì�U���í�ó�õ�ð�ï���'�Œ���]�(�•�Á���o�����t���/�v�•���o���Z�]���u�•�U���'���Œ�u���v�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���D�]�o�}�À���v�X�D�]�o�}�À���v�}�À�]���›�G�]�X������ 
 
Peste des Petits Ruminants (PPR) is a contagious and in most cases severe disease of small domestic 
ruminants caused by Pest des Petits Ruminants virus (PPRV). Next to small domestic ruminates different 
species of wild small ruminants show to be susceptible to PPRV. Infection with PPRV is mostly characterized 
by fever, mucopurulent ocular and nasal discharge, mucosal lesion, pneumonia and diarrhea of different 
intensity. Early detection of the virus, with methods moving the process closer to the field, play a crucial role 
in providing precious time for immediate implementation of control measures in order to halt virus 
transmission concerning envisaged disease eradication. 
Cell culture isolated PPRV lineage IV originated from Gazelle from an outbreak in the United Arab Emirates 
(UAE) was used for intranasal infection of six goats and two goats were kept in-contact. Daily goats were 
monitored, and clinical score was recorded. Conjunctiva, nasal and rectal swab were collected for the 
detection of the PPRV genome. A standard RT-qPCR method on BioRad CFX96 cycler, a short RT-qPCR method 
using transportable Real-Time Thermocycler Genechecker and a commercially available ID Rapid Peste des 
Petits Ruminants Antigen test (rapid pen-side test) were used to compare the detection of PPRV genome in 
sample material. The NucleoMag VET kit with half-automated King Fisher platform and IndiMag Pathogen kit 
with manual easy express extraction method (TripleE) was used for the extraction of viral nucleic acid from 
swab sample material. 
���o�o�� �]�v�(�����š������ ���v���� �]�v�r���}�v�š�����š�� �P�}���š�•�� �]�v�� �š�Z���� �•�š�µ���Ç�� �����À���o�}�‰������ ���o�]�v�]�����o�� �•�]�P�v�•�� �š�Ç�‰�]�����o�� �(�}�Œ�� �W�W�Z�� �]�v���]�����Ÿ�v�P�� �•�µ�������•�•�(�µ�o��
�]�v�(�����Ÿ�}�v�����v�����À���Œ�Ÿ�����o���š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���}�(���š�Z�����À�]�Œ�µ�•�X���&�}�o�o�}�Á�]�v�P�����o�]�v�]�����o���Œ�������Ÿ�}�v���•���}�Œ���U�����o�o���]�v�(�����š�������P�}���š�•���Œ�������Z������
�Z�µ�u���v�����v�����‰�}�]�v�š�������(�}�Œ�����š�Z�������v�����}�(���š�Z�������Æ�‰���Œ�]�u���v�š�X�������š�����Ÿ�}�v���}�(���W�W�Z�s���P���v�}�u�����µ�•�]�v�P�����o�o���š�Z�Œ�������u���š�Z�}���•���Á���•��
�(�����•�]���o���� �]�v�� ���o�o�� �š�Z�Œ������ ���]�+���Œ���v�š�� �u���š�Œ�]�����•�X�� �������}�Œ���]�v�P�� �š�}�� �}���š���]�v������ �Œ���•�µ�o�š�•�U�� �•�š���v�����Œ���� �Z�d�r�‹�W���Z�� �u���š�Z�}���� �•�Z�}�Á������
�Z�]�P�Z���•�š���•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç�U���•�o�]�P�Z�š�o�Ç���o�}�Á���Œ���•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç���Z�������•�Z�}�Œ�š���Z�d�r�‹�W���Z���u���š�Z�}�������v�����o�}�Á���•�š���•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç���Á���•���}���•���Œ�À������
�]�v���Œ���‰�]�����‰���v�r�•�]�������š���•�š�X 
�d�Z���� �]�v�À���•�Ÿ�P���š�������W�W�Z�s�� �•�š�Œ���]�v�� �}�Œ�]�P�]�v���š������ �(�Œ�}�u�� �'���Ì���o�o���� �(�Œ�}�u�� �š�Z���� �h������ �•�Z�}�Á�•�� �š�}�� ������ �Z�]�P�Z�o�Ç�� �À�]�Œ�µ�o���v�š�� ���v���� �����•�]�o�Ç��
�š�Œ���v�•�u�]�©�����o�����]�v�����}�u���•�Ÿ�����P�}���š�•�������µ�•�]�v�P���•���À���Œ�������]�•�����•���X���^�š���v�����Œ�����Z�d�r�‹�W���Z���u���š�Z�}�����µ�•�]�v�P���•�š���v�����Œ�����À�]�Œ���o���v�µ���o���]����
�����]�������Æ�š�Œ�����Ÿ�}�v���u���š�Z�}�����Á�]�o�o���‰�Œ�}�À�]�������š�Z�����u�}�•�š���Œ���o�]�����o�����Œ���•�µ�o�š�•�����µ�š���Œ���‹�µ�]�Œ���•���u�}�Œ�����Ÿ�u���X���K�v���š�Z�����}�š�Z���Œ���Z���v���U���š�Z����
�•�Z�}�Œ�š���Z�d�r�‹�W���Z���u���š�Z�}�����•�Z�}�Á�������š�}���������Œ���o�]�����o�������v�����Z�]�P�Z�o�Ç���•���v�•�]�Ÿ�À���U���‰�Œ�}�À�]���]�v�P���Œ���•�µ�o�š�•���]�v���•�Z�}�Œ�š���Œ���‰���Œ�]�}�����}�(���Ÿ�u����
�~�í�l�ð���}�(���•�š���v�����Œ���•�����v���������v���������‰���Œ�(�}�Œ�u���������]�Œ�����š�o�Ç���]�v���š�Z�����.���o���X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���W���•�š���������•���W���Ÿ�š�•���Z�µ�u�]�v���v�š�•���s�]�Œ�µ�•�U���Z�d�r�‹�W���Z�U���d�Œ�]�‰�o�����U���W���v�r�^�]�������š���•�š�U���.���o���������š�����Ÿ�}�v 
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�W�î�ì�X���/�u�‰�Œ�}�À���u���v�š���}�(���‰�}�]�v�š���}�(�������Œ�������]���P�v�}�•�]�•���}�(�����(�Œ�]�����v���^�Á�]�v�����&���À���Œ�� 
 
���Œ�]�•�Ÿ�v���� ���]�Œ���í�Ž�U�� �'�����Œ�]���o���� �'�}�v�Ì���o���Ì�r�'���Œ���_���í�U�� �:�µ���v�� �D���Œ�¡�v���Ì�r�����v�}�í�U�� �E�����]���� �����•�����}�î�U�� �����Œ�u�]�v���� �'���o�o���Œ���}�î�U�� �D���Œ�P����
�'���Œ���_���r���µ�Œ���v�í�U���W���o�}�u�����Z�µ�������í�U�����o�������&�Œ���•���}�r�d�����}�������í�� 
 
�í�����µ�Œ�}�.�v�•�r�/�v�P���v���•���X�������o�o�����������o�}�•���,���Œ�u���v�}�•���'���Œ���_�����E�}���o���i���•�U���ï�õ�X���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v 
�î�����µ�Œ�}�‰�����v���h�v�]�}�v���Z���(���Œ���v�������>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ�����^�&�U�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v���^���v�]�����������v�]�u���o���~���/�^���U���/�E�/���r���^�/���•�X�������Œ�Œ���š���Œ����
���o�P���š���r���o�������•���Œ���������d���o���u���v�����U���<�u�X���ô�U�í�X���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v�X 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�}�Œ�W�����Œ�]�•�Ÿ�v���X���]�Œ���W�]�v�}�›���µ�X�P�}�o���•�š���v�����Œ�����]���P�v�}�•�Ÿ���•�X���}�u�� 
 
���(�Œ�]�����v���^�Á�]�v�����&���À���Œ���~���^�&�•���]�•�������Z�]�P�Z�o�Ç���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•�����}�(���•�Á�]�v���U�������µ�•���������Ç�����v�����v�À���o�}�‰���������}�µ���o���r�•�š�Œ���v��������
���E�����À�]�Œ�µ�•�U���š�Z�������^�&���À�]�Œ�µ�•���~���^�&�s�•�X���/�v�(�����Ÿ�}�v���Á�]�š�Z�����^�&�s�����}�Œ�Œ���o���š���•���Á�]�š�Z�������Á�]�������Œ���v�P�����}�(�����o�]�v�]�����o���•�Ç�v���Œ�}�u���•���(�Œ�}�u��
���o�u�}�•�š�� �µ�v���‰�‰���Œ���v�š�� ���]�•�����•���� �š�}�� �Z�����u�}�Œ�Œ�Z���P�]�����(���À���Œ�� �Á�]�š�Z�� �Z�]�P�Z�� �(���š���o�]�š�Ç�� �Œ���š���•�� �~�õ�ñ�t�í�ì�ì�9�•�X�� �d�}�� �����š���U�� ���]�•�����•���� �]�•��
�����Ÿ�À���o�Ç�������]�v�P���š�Œ���v�•�u�]�©���������o�o���}�À���Œ���š�Z�����Á�}�Œ�o���U�����v�����š�Z���Œ�������Œ�����v�}���o�]�����v�•�������À�������]�v���•�X���d�Z���Œ���(�}�Œ���U�����^�&�����}�v�š�Œ�}�o���]�•��
�����•�������}�v�������Œ�o�Ç�����]���P�v�}�•�]�•�����v�����š�Z�������v�(�}�Œ�����u���v�š���}�(���•���v�]�š���Œ�Ç���u�����•�µ�Œ���•�X�� 
���µ�����š�}���š�Z���]�Œ�����Z���Œ�����š���Œ�]�•�Ÿ���•�U���o���š���Œ���o���G�}�Á�����•�•���Ç�•�����Œ�����}�v�����}�(���š�Z�����u�}�•�š���Á�]�����o�Ç���µ�•�������š�����Z�v�]�‹�µ���•���(�}�Œ���‰�}�]�v�š�r�}�(�r�����Œ����
�š���•�Ÿ�v�P�U�����������o���Œ���Ÿ�v�P���š�Z�����.�v���o�����]���P�v�}�•�]�•�X���/�v���š�Z�]�•���Á�}�Œ�l�U���Á�����]�u�‰�Œ�}�À�������š�Z�������]���P�v�}�•�Ÿ�����‰���Œ�(�}�Œ�u���v�������}�(���Œ���‰�]�����š���•�š�•��
�(�}�Œ�����}�š�Z�U�����v�Ÿ���}���Ç�����v�������v�Ÿ�P���v�������š�����Ÿ�}�v�U���š�Z�Œ�}�µ�P�Z���š�Z�������‰�‰�o�]�����Ÿ�}�v���}�(���v���Á���Œ�����P���v�š�•�����v���������•�•���©���•�X���� 
�&�}�Œ���š�Z�����]�u�‰�Œ�}�À���u���v�š���}�(�����v�Ÿ�P���v�������š�����Ÿ�}�v�U�������v���Á���Œ�����}�u���]�v���v�š���u�}�v�}���o�}�v���o�����v�Ÿ���}���Ç���‰�Œ�}���µ�����������š�����µ�Œ�}�.�v�•�r
�/�v�P���v���•�����Á���•���µ�•�������š�}�������À���o�}�‰�������o���š���Œ���o���G�}�Á�����•�•���Ç���µ�•�]�v�P���o���š���Æ���v���v�}�‰���Œ�Ÿ���o���•�X���d�Z�]�•���v���Á�����•�•���Ç���Á���•�����}�u�‰���Œ�������š�}��
�š�Z�������}�u�u���Œ���]���o���/�E�P���Ì�]�u� �����^�&�����Z�K�D�����P�����v�����š�Z�����W���Z�������•���Œ�]���������µ�v�����Œ���š�Z�����t�K���,���u���v�µ���o�U�����À���o�µ���Ÿ�v�P�������š�}�š���o��
�}�(���í�î�ð�����Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o���‰�}�•�]�Ÿ�À�������v�����í�ò�ì���v���P���Ÿ�À�������o�}�}���•�X�� 
�&�}�Œ�����v�Ÿ���}���Ç�������š�����Ÿ�}�v�U�������v���Á���À���Œ�•�]�}�v���}�(���š�Z�����Œ�����}�u���]�v���v�š���s�W�ó�î���Á���•�����u�‰�o�}�Ç�������š�}�������À���o�}�‰���������}�o�}�Œ�]�u���š�Œ�]�������•�•���Ç��
���u�‰�o�}�Ç�]�v�P�� ���}�o�o�}�]�����o�� �P�}�o���X�� �d�Z�]�•�� ���•�•���Ç�� �Á���•�� ���}�u�‰���Œ������ �š�}�� �}�š�Z���Œ�� ���}�u�u���Œ���]���o�� ���•�•���Ç�•�� ���À���o�µ���Ÿ�v�P�� ���� �š�}�š���o�� �}�(�� �í�ì�ó��
���Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o���‰�}�•�]�Ÿ�À�����•���Œ���U���ó�ï���.���o�����v���P���Ÿ�À�������o�}�}���•�����v�����ñ�ì���.���o�����v���P���Ÿ�À�����•���Œ���X�� 
�/�v�����}�š�Z�����•�•���Ç�•�U���v���Á�����}�µ���o���������•�•���©���•���~�}�v�������v�Ÿ�P���v�����v�����}�v�������v�Ÿ���}���Ç���•�š�Œ�]�‰���‰���Œ�������•�•���©���•�U���Á�]�š�Z�����v���������]�Ÿ�}�v���o��
�Á�]�v���}�Á���(�}�Œ���•���u�‰�o�����������]�Ÿ�}�v���Á���Œ�����]�u�‰�o���u���v�š�����X�� 
The new assay for antigen detection exhibited the same sensitivity as the commercial assay evaluated but 
with improved specificity. Out of the 160 samples evaluated, no false positive results were detected. The 
new assay for antibody detection exhibited better sensitivity than the commercial rapid test INgezim® PPA 
CROM Anticuerpo, but also when compared to the reference ELISA INgezim® PPA Compac, and with the 
INgezim® ASFV-R ELISA, based on early expressed antigens.  
���}�v�����Œ�v�]�v�P�������Z�]�P�Z�o�Ç�����}�v�š���P�]�}�µ�•�����]�•�����•�����o�]�l�������^�&�s�U���Œ���‰�]�����š���•�š�•�����Œ�����}�(���P�Œ�����š���]�v�š���Œ���•�š���š�}�����}�v�š�Œ�}�o���š�Z�������‰�]�����u�]�������µ����
�š�}�� �š�Z���]�Œ�� �(���•�š�� �]�v�š���Œ�‰�Œ���š���Ÿ�}�v�U�� �š�Z���š�� ���������o���Œ���š���� �š�Z���� �]�����v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v�� �}�(�� �]�v�(�����š������ �‰�]�P�•�� ���v���� �Á�]�o���� ���}���Œ���X�� �d�Z���� ���•�•���Ç�•��
�����•���Œ�]���������]�v���š�Z�]�•���Á�}�Œ�l���]�u�‰�Œ�}�À�������^�&�����]���P�v�}�•�]�•�U���P�]�À�]�v�P���u�}�Œ�����������µ�Œ���š�����Œ���•�µ�o�š�•���(�}�Œ�����v�Ÿ�P���v�������š�����Ÿ�}�v�����v���������Œ�o�]���Œ��
���v�Ÿ���}���Ç�������š�����Ÿ�}�v�X���d�Z���Œ���(�}�Œ���U���š�Z�������}�u���]�v���Ÿ�}�v���}�(���š�Z���•�������•�•���Ç�•���]�v�������•�]�v�P�o���������•�•���©�����Œ���‰�Œ���•���v�š�•�������‰�Œ�����]�•�����š�}�}�o��
�(�}�Œ���š�Z�����Œ���‰�]���������š�����Ÿ�}�v���}�(�����^�&�X�� 
 
Keywords: African Swine Fever, Rapid Test, Antigen detection, Antibody detection 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���d�Z�]�•���‰�Œ�}�i�����š���Á���•���‰���Œ�Ÿ���o�o�Ç���(�µ�v�����������Ç���s�������/�s�����‰�Œ�}�i�����š���~�,�}�Œ�]�Ì�}�v���î�ì�î�ì�U���'�Œ���v�š�����P�Œ�����u���v�š���/���W���ô�ò�î�ô�ó�ð�•�X 
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�W�î�í�X���h�Ÿ�o�]�Ì���Ÿ�}�v���}�(���K�E�d���E�'�^���]�v���š�Z�����Á�}�Œ�l�G�}�Á���}�(���À���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����]���P�v�}�•�Ÿ���• 
 
�>�X�>�X�����µ�����•�r�'���}�v���í�Ž�U���d�X���&���Œ�l���•�í�U���d�X���D���š�•�í�U���d�X���d���š���Œ�r�<�]�•�í�U�����X���D�}�}�Œ�u���]���Œ�î�U���:�X���D�����o�Œ�����š�Z�î�U���:�X���'�}�Ì���î�U�����X���d�}���������v�î�U���^�X��
�Z�������î�U���&�X�����}�u�����î�U���/�X���<�]�•�•�í�U���:�X�����o�r���©�Œ�����Z���î�U�����v�����^�X�������o�o�]�•�}�v�î 
 
�í���^�/���U�������À�������v�]�u���o���,�����o�š�Z�U���W�Z�Ç�o���Æ�]���U�����µ�����‰���•�š�U���,�µ�v�P���Œ�Ç 
�î���^�/���U�������À�������v�]�u���o���,�����o�š�Z�U���>���v���Æ���U���<���v�•���•�U���h�^�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���o�]�o�]���v���X���µ�����•�r�P���}�v���›�����À���X���}�u�� 
 
�E���Æ�š�� �P���v���Œ���Ÿ�}�v�� �•���‹�µ���v���]�v�P�� �~�E�'�^�•�� �Z���•�� �������v�� ���‰�‰�o�]������ �š�}�� �š�Z���� ���]���P�v�}�•�]�•�� ���v���� �u�}�o�����µ�o���Œ�� ���‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�� �}�(��
�]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•���]�u�‰�����Ÿ�v�P���š�Z�����‰�}�µ�o�š�Œ�Ç�����v�����•�Á�]�v�����]�v���µ�•�š�Œ�]���•�X���E�'�^���‰�Œ�}�À�]�����•�������•�Z�}�Œ�š���µ�š���š�}���}���š���]�v���•���‹�µ���v������
�]�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v���v�������������(�}�Œ���]�����v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v�����v�����š�Ç�‰�]�v�P���}�(���‰���š�Z�}�P���v�•���t�����}�u�‰���Œ�������š�}���š�Z�����š�Œ�����]�Ÿ�}�v���o���Á�}�Œ�l�G�}�Á�•�X 
�^���u�‰�o���� �š�Ç�‰���•�U�� ���u�}�v�P�� �}�š�Z���Œ�� �(�����š�}�Œ�•�U�� �u���Ç�� �‰�Œ�}�(�}�µ�v���o�Ç�� ���+�����š�� �š�Z���� �}�µ�š���}�u���� �}�(�� ���]���P�v�}�•�Ÿ���� �‰�Œ�}�������µ�Œ���•�X�� �t����
�����u�}�v�•�š�Œ���š���� �š�Z���š�� �K�Æ�(�}�Œ���� �E���v�}�‰�}�Œ���� �d�����Z�v�}�o�}�P�]���•�� �~�K�E�d�•�� ���‰�‰�Œ�}�����Z�� �����•������ �E�'�^�� �‰�Œ�}�š�}���}�o�•�� ���v�����o������ �µ�•�� �š�}��
�•�µ�������•�•�(�µ�o�o�Ç�� �����š�����š�� ���v���� ���Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š�� �À���š���Œ�]�v���Œ�Ç�� �‰���š�Z�}�P���v�•�� �Œ���•�‰�}�v�•�]���o���� �(�}�Œ�� ���]�Œ�����š�� �}�Œ�� �]�v���]�Œ�����š��
�����}�v�}�u�]�����o�}�•�•���•���š�}�����v�]�u���o���Z�µ�•�����v���Œ�Ç�X���d�Z�����•���u�‰�o���•���Œ���‰�Œ���•���v�š���������]�+���Œ���v�š���š�Ç�‰���•�l�u���š�Œ�]�����•�����v�����}�Œ�]�P�]�v���š�������(�Œ�}�u��
���]�+���Œ���v�š���P���}�P�Œ���‰�Z�]�����Œ���P�]�}�v�•�X 
The applied protocols were as follows: 1) chicken infectious bronchitis virus (IBV) whole S1 gene sequencing 
from dry swabs, allantoic fluid, DNA/RNA shield (Zymo), and FTA card; 2) fowl adenovirus (FAdV) whole 
genome sequencing (WGS) from cell culture supernatants and tissue homogenate; 3) avian influenza virus 
(AIV) WGS from allantoic fluid and 4) swine influenza virus (SIV) WGS from nasal and tracheobronchial swabs 
into virus transport media, DNA/RNA shield, organs and allantoic fluid.  
�&�]�v���o�o�Ç�U���]�š�� �u�µ�•�š�� ������ ���u�‰�Z���•�]�Ì������ �š�Z���š�� �}�µ�Œ�� �‰�Œ�}�š�}���}�o�•�� ���v���� ���v���o�Ç�•�]�•�� �‰�]�‰���o�]�v���•�� ���Œ���� ���}�v�•�š���v�š�o�Ç�� �����]�v�P�� �À���Œ�]�.������ ���v����
�À���o�]�����š�����U�����v�����]�u�‰�Œ�}�À�����U���]�(���v�������•�•���Œ�Ç�U���]�v���}�Œ�����Œ���š�}���������o���Á�]�š�Z���š�Z�������]�+���Œ���v�š���•���u�‰�o�����š�Ç�‰�����‰���v���o�•�U�����v�����š�}�������o�]�À���Œ��
���+�����Ÿ�À���U�����}�•�š�r���8���]���v�š�U�����v�����Ÿ�u���r�•���À�]�v�P���‰�Œ�}�š�}���}�o�•�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���À���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����]���P�v�}�•�Ÿ���•�U���•���‹�µ���v���]�v�P�U���K�E�d�U���•���u�‰�o�����š�Ç�‰�� 
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�W�î�î�X���>���š���Œ���o�� �G�}�Á�� �����À�]�����W�� ���� �‰�Œ�}�u�]�•�]�v�P�� �š�}�}�o�� �(�}�Œ�� �.���o���� ���]���P�v�}�•�]�•�� �}�(�� �>�µ�u�‰�Ç�� �•�l�]�v��
���]�•�����•���� 
 
�^�š���(���v�}�� �����•���o�o�]�í�Ž�U�� �����Œ�v���� �,�}�+�u���v�v�î�U�� �^�]�u�}�v���� �����À���o���Œ���ï�U�� �>���µ�Œ���� ���v�(�}�•�•�]�ï�U�� �^���Œ�P�]�}�� �Z�}�•���Ÿ�ð�U�� �^���v�Ÿ�v���� �'�Œ���Ì�]�}�o�]�í�U��
���u�]�o�]���v�������Œ�}�����Z�]�í�U���'�]�µ�o�]�����W���Ì�Ì�}�v�]�í 
 
1 Istituto �•�}�}�‰�Œ�}�(�]�o���š�š�]���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����>�}�u�����Œ���]�������������o�o�[���u�]�o�]�����Z�}�u���P�v�����~�/�•�^�>���Z�•�U�����Œ���•���]���U���/�š���o�Ç 
�î���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(�����]���P�v�}�•�Ÿ�����s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�U���&�Œ�]�����Œ�]���Z�r�>�}���K���Œ�r�/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U���&�������Œ���o���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����(�}�Œ�����v�]�u���o���,�����o�š�Z�U���^�º���µ�(���Œ���í�ì�U�����r
�í�ó�ð�õ�ï���'�Œ���]�(�•�Á���o���r�/�v�•���o���Z�]���u�•�U���'���Œ�u���v�Ç 
3 University of Turin, Department of Chemistry, Turin, Italy 
4 University of Turin, Department of Veterinary Science, Turin, Italy 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���•�š���(���v�}�X�����•���o�o�]�›�]�Ì�•�o���Œ�X�]�š�� 
 
Lumpy skin disease (LSD) is a transboundary cattle disease caused by the lumpy skin disease virus (LSDV), a 
dsDNA virus that belongs to the Capripoxvirus genus, Poxviridae family. Since LSD is a notifiable disease 
according to WOAH, innovative and effective tools for detecting on-site virus are of great interest to expedite 
diagnosis and implementation of control measures. Lateral flow devices (LFD) could contribute to this goal 
given their extreme simplicity which make them feasible in field conditions. This study aimed to preliminary 
evaluate the performance of an LFD produced using monoclonal antibodies (mAbs) to detect LSDV. 
Two mAbs (2C6 and 2F10) were selected to set up the LFD; they recognize two epitopes of the LSDV p32 
protein and cross-reacted with GTPV and SPPV. To evaluate the analytical sensitivity, serial dilutions of an in 
vitro culture of LSDV Neethling strain were tested, and the results were compared to those obtained with a 
sandwich ELISA based on the same mAbs. Analytical specificity was investigated by testing other viruses 
causing similar infectious diseases (e.g. Bovine papular stomatitis virus and Pseudocowpox virus, both 
belonging to Parapoxvirus genus). Eleven skin nodules from an experimental infection with the LSDV-
Macedonia2016 strain, collected nine days post-infection, were also analysed. The results were compared to 
those obtained with the qPCR.  
The evaluation of analytical sensitivity showed that the test detection line was still visible at a 400-fold 
dilution of the viral culture, corresponding to 103.4 TCID50/mL, whereas the ELISA detection limit was set at a 
1/250 dilution. No cross-reactivity was identified with viruses from other genera.  Skin nodules from 
experimental infection with Ct values in the range of 14-17 showed a strong signal (8/11), while a weaker 
signal was present when samples with a lower viral load were tested (Ct values 22-25). By analysing isolates 
with similar genome loads, we identified a reduced analytical sensitivity for GTPV and SPPV compared to 
LSDV. 
LFDs represent the simplest tool for rapid on-site diagnosis. For all the tested samples, the sensitivity of the 
developed LFD correlated with the viral load. Ongoing analyses involving field samples will provide a better 
understanding of the test perform���v�����X���&�µ�Œ�š�Z���Œ���]�v�À���•�š�]�P���š�]�}�v���]�•���v�������������š�}�����À���o�µ���š�����š�Z�����>�&���[�•���‰���Œ�(�}�Œ�u���v������
for detecting GTPV and SPPV. 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���>�µ�u�‰�Ç���•�l�]�v�����]�•�����•���U�������‰�Œ�]�‰�}�Æ�À�]�Œ�µ�•�U���o���š���Œ���o���G�}�Á�������À�]�����U���.���o�����š���•�š�U���u�}�v�}���o�}�v���o�����v�Ÿ���}���]���• 
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�W�î�ï�X���Z�����}�u���]�v���v�š�����}�À�]�v�������‰�Z���u���Œ���o���&���À���Œ���s�]�Œ�µ�•���~�����&�s�•���E���‰�Œ�}�š���]�v���‰�Œ�}���µ���Ÿ�}�v�W����
���À���o�µ���Ÿ�}�v���]�v���������}�u�‰���Ÿ�Ÿ�À�������>�/�^���� 
���� 
�Z�}�����Œ�š�}�� �����v���À���v�]���í�U�������À�]������ �>���o�o�]�í�Ž�U�� ���v�v���� �����•�š���o�o�]�í�U�� �D���v�µ���o�� ���}�Œ�•���í�U�� ���v�š�}�v�]�}�� �>���À���Ì�Ì���í�U�� ���v�Œ�]������ �^�}�Ì�Ì�]�í�U�� ���v����
�D�}�Œ���v�}���í�U�����u�]�o�]���v�������Œ�}�����Z�]�í�U���'�]�µ�o�]�����W���Ì�Ì�}�v�]�í 
 
�í���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����>�}�u�����Œ���]�������������o�o�[���u�]�o�]�����Z�}�u���P�v�����~�/�•�^�>���Z�•���t�����Œ���•���]���U���/�š���o�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�������À�]�����X�o���o�o�]�›�]�Ì�•�o���Œ�X�]�š�� 
 
Bovine Ephemeral Fever virus (BEFV), member of the genus Ephemerovirus within the family Rhabdoviridae, 
is an arthropod-borne virus transmitted by many species of biting midges and mosquitoes. It can have serious 
economic impacts due to losses in milk production and of general condition in beef cattle and water buffalo. 
Although in Europe this disease has not been reported yet, the main threat is represented by possible 
spreading through neighbouring countries (especially Middle East). The viral genome encodes five structural 
and four accessory proteins. In this work, a recombinant structural nucleoprotein (N), was expressed and its 
use in competitive ELISA was evaluated. 
�d�Z�����•���‹�µ���v�������:�y�î�ï�ð�ñ�ó�î�X�í���Á���•���µ�•���������•�������š���u�‰�o���š�����š�}�������•�]�P�v���š�Z�����‰�Œ�]�u���Œ�•���•���š�X���d�Z�������}�u�‰�o���š�����E�����}���]�v�P���Œ���P�]�}�v��
�Á���•���]�v�•���Œ�š�������]�v�š�}�������‰���d�ð�ñ�����‰�o���•�u�]�����š�Z�Œ�}�µ�P�Z�����}�µ���o�������]�P���•�Ÿ�}�v�U�����o�}�v�������]�v���K�v���^�Z�}�š���d�K�W�í�ì�������o�o�•�����v�������Æ�‰�Œ���•�•������
�]�v�����>�î�í�~�����ï�•�������o�o�•�X���d�Z�����Œ�����}�u���]�v���v�š���‰�Œ�}�š���]�v���Á���•���‰�µ�Œ�]�.�������š�Z�Œ�}�µ�P�Z���E�]�r�E�d�������P���Œ�}�•�������v�������Z�����l�������]�v���^���^���‰���P���X��
�/�š���Á���•���š���•�š���������v�������Z���Œ�����š���Œ�]�Ì�������]�v���Á���•�š���Œ�v�����o�}�«�v�P�U���]�v���]�Œ�����š�U�����v�������}�u�‰���Ÿ�Ÿ�À�������>�/�^�����Á�]�š�Z�������‰���v���o���}�(���í�õ���u�����•��
�‰�Œ���À�]�}�µ�•�o�Ç�� �‰�Œ�}���µ�������� ���P���]�v�•�š�� �š�Z���� �]�v�����Ÿ�À���š������ �À�]�Œ�µ�•�� �š�Z�Œ�}�µ�P�Z�� �š�Z���� �Z�Ç���Œ�]���}�u���� �š�����Z�v�}�o�}�P�Ç�X�� ���� �š�}�š���o�� �}�(�� �•�]�Æ�������&�s��
�v���š�µ�Œ���o�o�Ç���]�v�(�����š���������}�À�]�v�����•���Œ�����~�s�E�d���Ÿ�š�Œ�����Œ���v�P�]�v�P���(�Œ�}�u���í�l�ô���š�}���í�l�î�ñ�ò�•�����v�����ñ�ì���v���P���Ÿ�À�����•���Œ�����Á���Œ�����š���•�š�������Á�]�š�Z��
�š�Z�����Œ�����}�u���]�v���v�š���E���]�v���������}�u�‰���Ÿ�Ÿ�À�������>�/�^�����‰�Œ�}�š�}�š�Ç�‰���U���‰�Œ���À�]�}�µ�•�o�Ç���•���š���µ�‰���Á�]�š�Z���š�Z�����]�v�����Ÿ�À���š�������À�]�Œ���o�����v�Ÿ�P���v�X�� 
The recombinant protein was successfully expressed and purified with yield of 20 mg/l in bacterial culture. 
The SDS page showed a band at 50 kDa, consistent with the expected 49 kDa product weight. Ten out of 19 
available mAbs were able to recognise a linear epitope in western blotting. The recombinant N was then 
tested in indirect ELISA and 16 out of 19 mAbs were likely recognising it. Two mAbs, namely 3E6 and 3A2-
HRP, previously selected to design a competitive ELISA with the complete viral antigen, showed to work well 
also with the recombinant N, allowing to discriminate between BEF positive and negative sera. 
���}�v�•�]�����Œ�]�v�P���š�Z���š���À�]�Œ���o�����v�Ÿ�P���v�•�����Œ�������]�8���µ�o�š�����v�������Æ�‰���v�•�]�À�����š�}���‰�Œ�}���µ�����U���Z���]�P�Z�š���v�]�v�P���š�Z�������]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç���]�•�•�µ���•�U������
�À���o�]���� ���o�š���Œ�v���Ÿ�À���� �š�}�� �š�Z���]�Œ�� �µ�•���� �]�v�� ���]���P�v�}�•�Ÿ���� ���•�•���Ç�•�� �]�•�� �(�µ�v�����u���v�š���o�X�� �d�Z���� ���]�u�� �}�(���š�Z�]�•�� �•�š�µ���Ç�U�� �š�Z���Œ���(�}�Œ���U�� �Á���•�� �š�}��
�����À���o�}�‰�������u�}�Œ�������}�v�À���v�]���v�š�����v�������}�•�š�r���+�����Ÿ�À�������}�u�‰���Ÿ�Ÿ�À�������>�/�^�����Á�]�š�Z�������Œ�����}�u���]�v���v�š���‰�Œ�}�š���]�v�X���K�µ�Œ���‰�Œ���o�]�u�]�v���Œ�Ç��
�Œ���•�µ�o�š�•���•�µ�P�P���•�š���š�Z���š���š�Z�����Œ�����}�u���]�v���v�š���E���Œ���‰�Œ�}���µ�����•���š�Z�������v�Ÿ�P���v�]�������v�����]�u�u�µ�v�}�P���v�]�����(�����š�µ�Œ���•���}�(���š�Z�����À�]�Œ���o���}�v���U��
�•�Z�}�Á�]�v�P���š�}���������•�µ�]�š�����o�����(�}�Œ���š�Z�����•���š�r�µ�‰���}�(���u���š�Z�}���•���µ�•�����o�����(�}�Œ���š�Z�����•���Œ�}�o�}�P�]�����o�������&�����]���P�v�}�•�]�•�X 
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�W�î�ð�X�����v�Z���v�����u���v�š�� ���v���� ���Æ�š���v�•�]�}�v�� �}�(�� �t�E�s�� ���v���� �h�^�h�s�� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ �]�v�� �&�Œ���v������
�š�Z�Œ�}�µ�P�Z�������v���Ÿ�}�v���o���•���Œ�}�•�µ�Œ�À���Ç�����}�v���µ���š�������]�v���Á�]�o���������‰�Ÿ�À�������]�Œ���•�����v�����]�u�‰�Œ�}�À���u���v�š��
�}�(���u�}�o�����µ�o���Œ�����]���P�v�}�•�Ÿ�����š�}�}�o�• 
 
�����u�]�o�o���� �s�]���š�}�]�Œ���� �D�]�P�v� �í�Ž�U�� �D���Œ�]�v���� ���µ�u���Œ���•�š�í�U�� �d���Z���]�‰�µ���µ�Œ���� �,���o�o���í�U�� �Z���Ç���v�������u���Œ���o�r�D�}�Œ�����•�í�U�����v�}�µ�l�� �������}�Œ�•�î�U��
�W�]���Œ�Œ���� �d�Œ�]�š�Ì�ï�U�� �^�Ç�o�À�]���� �>�����}�o�o�]�v���š�ð�U�� �^�š���‰�Z���v�� �•�]���v�š���Œ���í�U�� ��� ���]�o���� �������l�í�U�� �'�Œ���P�}�Œ�Ç�� �:�}�µ�À�]�}�v�ñ�U�� �W���•�����o�� ���Œ�v� �ñ�U�� �W�Z�]�o�]�‰�‰����
�'�}�µ�Œ�o���Ç�ò�U���'�µ�]�o�o���µ�u�����>�����>�}���[�Z�ó�U���>���µ�Œ���©�����,�]�À���Œ�š�ó�U���E�}�o�Á���v�v���D�����Z���]�o�o�Ç�í�U���'���#�o�o�����'�}�v�Ì���o���Ì�í 

 
 

�í�����v�•���•�U���>�����}�Œ���š�}�]�Œ�����������^���v�š� �����v�]�u���o���U���D���]�•�}�v�•�r���o�(�}�Œ�š�U���&�Œ���v�����X 
�î���K�&���r�h�v�]�š� �����À�]�(���µ�v�����D�]�P�Œ���š�Œ�]�����U���s�]�o�o�]���Œ�•�����v�����}�]�•�U���&�Œ���v���� 
�ï���Z���^�W�����~�Z� �•�����µ�����–� �‰�]��� �u�]�}�r�•�µ�Œ�À���]�o�o���v���������v���‰���š�Z�}�o�}�P�]����� �‹�µ�]�v���•�U���^���]�v�š�r���}�v�š���•�š�U���&�Œ���v���� 
�ð�����]�Œ�����U���W���Ÿ�š�r���}�µ�Œ�P�U���'�µ�������o�}�µ�‰�� 
�ñ�������}�o�����E���Ÿ�}�v���o�����s� �š� �Œ�]�v���]�Œ�������–���o�(�}�Œ�š�U���D���]�•�}�v�•�r���o�(�}�Œ�š�U���&�Œ���v������ 
�ò�������v�š�Œ�����������•�}�]�v�•���������o�����(���µ�v�����•���µ�À���P�������š�������•�������}�•�Ç�•�š���u���•���~���s�&�^���•�U���K�v�]�Œ�]�•�U���ð�ð�ï�ì�ì���E���v�š���• 
�ó���h�v�]�À���Œ�•�]�š� ���������d�}�µ�o�}�µ�•���U���/�E�W�U�����E�s�d�U���d�}�µ�o�}�µ�•���U���&�Œ���v������ 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�������u�]�o�o���X�u�]�P�v���›���v�•���•�X�(�Œ�� 
 

�t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•���~�t�E�s�•�����v�����h�•�µ�š�µ���À�]�Œ�µ�•���~�h�^�h�s�•�����Œ�������u���Œ�P�]�v�P���À�����š�}�Œ�r���}�Œ�v�����Ì�}�}�v�}�Ÿ�����G���À�]�À�]�Œ�µ�•���•�X�����}�š�Z���À�]�Œ�µ�•���•��
���Œ���� �š�Œ���v�•�u�]�©������ �š�Z�Œ�}�µ�P�Z�����v�� ���v�Ì�}�}�Ÿ���� ���Ç���o���� �]�v�À�}�o�À�]�v�P�����µ�o���Æ���u�}�•�‹�µ�]�š�}���•�� ���v���� ���� �Œ���v�P���� �}�(�� ���À�]���v�� �Z�}�•�š�•�� ���µ�š�� �š�Z���Ç��
�}�������•�]�}�v���o�o�Ç���]�v�(�����š���u���u�u���o�•���•�µ���Z�����•�����‹�µ�]�v���•���}�Œ���Z�µ�u���v�•�X���s���Œ�š�����Œ���š�����Z�}�•�š�•�������v�������À���o�}�‰�����]�•�����•���•���Œ���v�P�]�v�P���(�Œ�}�u��
�u�]�o�����]�o�o�v���•�•���š�}���•���À���Œ�����v���µ�Œ�}�o�}�P�]�����o�����]�•�}�Œ�����Œ�X���,�µ�u���v�•�����v�����Z�}�Œ�•���•�����Œ�����������]�����v�š���o���Z�}�•�š�•�����v�������‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�����o������������
���v���•�X���^�]�v�������š�Z���]�Œ���.�Œ�•�š���]�v�š�Œ�}���µ���Ÿ�}�v���š�Z�Œ�}�µ�P�Z���u�]�P�Œ���š�}�Œ�Ç�����]�Œ���•���(�Œ�}�u�����(�Œ�]�������]�v���š�Z�����í�õ�ò�ì�[�•�����v�����í�õ�õ�ì�[�•���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�U��
�t�E�s�����v�����h�^�h�s���Z���À�����������v���~�Œ���•���u���Œ�P�]�v�P���š�Z�Œ�}�µ�P�Z�����µ�Œ�}�‰�����Á�]�š�Z�������Z�]�P�Z�����‰�]�����u�]�����Ç�����Œ���Á�]�š�v���•�•�������]�v���î�ì�í�ô�U�����v����
�P���}�P�Œ���‰�Z�]�����o�� �•�‰�Œ�������� �Á�]�š�Z�� �v�}�À���o�� �]�v�š�Œ�}���µ���Ÿ�}�v�•�� ���v���� �•�}�u���Ÿ�u���•�� ���}�v�À���Œ�•�]�}�v�� �š�}�� ���v�� ���v�����u�]���� �•�š���š�µ�•�� �]�v�� �•���À���Œ���o��
���µ�Œ�}�‰�����v�� ���}�µ�v�š�Œ�]���•�X�� ���}�v�š�Œ�}�o�� �u���]�v�o�Ç�� �Œ���o�]���•�� �}�v�� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ ���v���� �‰�Œ���À���v�Ÿ�À���� �u�����•�µ�Œ���•�� �]�v�� �����•���� �}�(�� �����š�����Ÿ�}�v�X��
�W���•�•�]�À�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������‰�Œ�}�P�Œ���u�u���•���]�v�����‹�µ�]���•�����v�������]�Œ���•�����Œ�����]�u�‰�o���u���v�š�������]�v���u�}�•�š�����µ�Œ�}�‰�����v�����}�µ�v�š�Œ�]���•�X���t�Z���Œ����
�‰�Œ���À���o���v�������]�•���Z�]�P�Z�U�������Ÿ�À�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������‰�Œ�}�P�Œ���u�u���•���š�Z���š���]�v�À�}�o�À�����Ç�����Œ�o�Ç���•���Œ�����v�]�v�P���}�(�������•�]�P�v�]�.�����v�š���v�µ�u�����Œ���}�(��
�]�v���]�À�]���µ���o�•�� �~���]�Œ���•�� ���v���� �u�}�•�‹�µ�]�š�}���•�•�� ���Œ���� �]�u�‰�o���u���v�š�����X�� �^�š�Œ���v�P�š�Z���v�]�v�P�l�]�u�‰�Œ�}�À�]�v�P�� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ �•�š�Œ���š���P�]���•�� �(�}�Œ��
�t�E�s�����v�����h�^�h�s���]�•�������l���Ç�����}�v�����Œ�v���(�}�Œ���E���Ÿ�}�v���o�����v�������µ�Œ�}�‰�����v���Œ���(���Œ���v�������o�����}�Œ���š�}�Œ�]���•�X���/�v���&�Œ���v�����U�����]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}�(��
���}�š�Z���À�]�Œ�µ�•���•�����Œ�������µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç���u�}�v�]�š�}�Œ�������š�Z�Œ�}�µ�P�Z���‰���•�•�]�À�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������š�Z���š�����v���}�u�‰���•�•���•���~�]�•���•���Œ�}�o�}�P�]�����o���š���•�Ÿ�v�P���}�(��
���o�]�v�]�����o�o�Ç���•�Ç�u�‰�š�}�u���Ÿ�����Z�}�Œ�•���•���}�Œ�������‰�Ÿ�À�������]�Œ���•���u���v�]�(���•�Ÿ�v�P���v���µ�Œ�}�o�}�P�]�����o���•�]�P�v�•�����v�����~�]�]�•���u�}�o�����µ�o���Œ�������š�����Ÿ�}�v���}�(��
�À�]�Œ���o�� �P���v�}�u���� �]�v�� �š���Œ�P���š������ �}�Œ�P���v�•�� ���Ç�� �Z�d�r�‹�W���Z�X�� �t���� ���]�u�� �š�}�� �Œ���]�v�(�}�Œ������ ���v���� ���Æ�š���v���� �š�Z���� �]�v�š���P�Œ���š������ �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������
�•�Ç�•�š���u�� �]�v�� �‰�o�������X�� ���•�� ���v�� �]�v�]�Ÿ���o�� ���‰�‰�Œ�}�����Z�U�� �Á���� ���}�v���µ���š������ ���� �•���Œ�}�•�µ�Œ�À���Ç�� �]�v�� �����‰�Ÿ�À���� ���]�Œ���•�� �(�Œ�}�u�� �Ì�}�}�•�� ���]�•�š�Œ�]���µ�š������
�����Œ�}�•�•�� �š�Z���� ���}�µ�v�š�Œ�Ç�X�� �/�v�� �}�Œ�����Œ�� �š�}�� �•�š�Œ���v�P�š�Z���v�� �š�Z���� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ �}�(�� �š�Z���•���� �š�Á�}�� �À�]�Œ�µ�•���•�U�� �Á���� �Z���À���� ���Æ�š���v�������� �}�µ�Œ��
�•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������v���š�Á�}�Œ�l���š�Z�Œ�}�µ�P�Z�}�µ�š���š�Z�������}�µ�v�š�Œ�Ç�����v�����}�‰�Ÿ�u�]�•�������u�}�o�����µ�o���Œ�����]���P�v�}�•�Ÿ�����š�}�}�o�•���š�Z���š�������v���������������‰�š������
�������}�Œ���]�v�P���š�}�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�����o�����Œ�]�š���Œ�]�����~�Œ���P�]�}�v�U���‰���Œ�]�}���U���•���u�‰�o���•�•�X���d�Z�µ�•�U���Á�����Á�]�o�o���µ�•�����Á�]�o�������]�Œ���•�����•���•���v�Ÿ�v���o�����v����
�‰�Œ�}�‰�}�•���� ���v�� ���8���]���v�š�U�� �•�]�u�‰�o���U�� ���v���� ���}�•�š�r���+�����Ÿ�À���� �•�š�Œ���š���P�Ç�� �š�Z���š�� �]�•�� �������‰�š�����o���� �����‰���v���]�v�P�� �}�v�� �š�Z���� �]�v�š���v�•�]�š�Ç�� �}�(��
���]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}�(�� �t�E�s�� ���v���� �h�^�h�s�X�� ���µ�Œ�]�v�P�� �š�Z���� �š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v�� �•�����•�}�v�U�� �(�Œ�}�u�� �:�µ�v���� �š�}�� �E�}�À���u�����Œ�U�� �Á�Z���v�� �À�]�Œ�µ�•���•��
�‰�Œ���À���o���v�������]�•���Z�]�P�Z�U���Á�����Á�]�o�o���µ�•���������u�µ�o�Ÿ�‰�o���Æ���Z�d�r�‹�W���Z�����•�•���Ç���(�}�Œ���š�Z�����•�]�u�µ�o�š���v���}�µ�•�������š�����Ÿ�}�v���}�(���š�Z���•�����š�Á�}���À�]�Œ�µ�•���•��
���•���Á���o�o�����•���š�Z�����Z�}�µ�•�����l�����‰�]�v�P���P���v�����t�r�����Ÿ�v�X�����‰���Œ�š���(�Œ�}�u���š�Z�]�•���•�����•�}�v���Á�����Á�]�o�o���•���Œ�����v�����]�Œ�����•���u�‰�o���•���µ�•�]�v�P�U�������W���v�G���À�]��
�Z�d�r�‹�W���Z�����•���.�Œ�•�š���]�v�š���v�Ÿ�}�v�����]���P�v�}�•�Ÿ�����š���•�š�X�� 
�d�Z���������À���o�}�‰�u���v�š���}�(�������o�}�Á�����}�•�š�������Ÿ�À�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������•�Ç�•�š���u���•�Z�}�µ�o�������o�o�}�Á�������Œ�o�]���Œ�������š�����Ÿ�}�v���}�(���t�E�s�����v�����h�^�h�s��
�]�v�(�����Ÿ�}�v�•�����v�����P�µ�]�������‰�}�o�]���Ç���u���l���Œ�•���š�}���������‰�š���‰�Œ���À���v�Ÿ�}�v�����v�������}�v�š�Œ�}�o���u�����•�µ�Œ���•�X 
 
 

�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•�U���h�•�µ�š�µ���À�]�Œ�µ�•�U���•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����U�����]���P�v�}�•�Ÿ�� 
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�W�î�ñ�X�����]���P�v�}�•�Ÿ�����š�}�}�o�•���]�v���o�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ�����Œ�µ�����o�o�����•�µ�]�•�� 
 
�^���Œ���� �^���À�]���í�Ž�U�� �D���Œ�]�v�����•���l�]���í�U�� �•�]�À�}�•�o���À�� �'�Œ�P�]���í�U�� �:���•�v���� �W�Œ�}�����v�}�À�r�Z�����µ�o�}�À�]���í�U�� �^�]�v�]�“���� �'�Œ�µ�������í�U�� �����i���v�� ���µ�P���Œ�•�l�]�í�U��
�s�o�����]�u�]�Œ���W�}�o�������l�í�U���/�À���v���W�µ�“�]���í�U���^���À�����>���Ì�]���í 

 
�í���^���]���v�Ÿ�.�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����v�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���•���Œ���›�v�]�À�X�v�•�X�����X�Œ�•������ 
 
Brucellosis is one of the most important zoonotic diseases in the world. The overall laboratory capacity, as 
well as available diagnostic tools are equally important in the diagnostic process. In Serbia there have been 
outbreaks of swine brucellosis caused by Brucella suis (B. suis) in the past and the last one occurred in 2022. 
Brucella suis severely affects pigs with abortion in pregnant sows and orchitis as the most common symptom. 
The outbreaks of swine brucellosis result in high economic losses due to both abortions and stamping out 
policy.   
�&�}�Œ�� �š�Z�]�•�� �•�µ�Œ�À���Ç�� �ñ�ì�� �•���u�‰�o���•�� �}�(�� �•�Á�]�v���� ���o�}�}���� �•���Œ���� �Á���Œ���� ���Æ���u�]�v�����U�� �š���l���v�� �(�Œ�}�u�� ���� �(���Œ�u�� �Á�]�š�Z�� �•�µ�•�‰�����š���������X�� �•�µ�]�•��
�}�µ�š���Œ�����l�X���/�v���š�}�š���o���•�]�Æ�����]���P�v�}�•�Ÿ�����š�}�}�o�•���Á���Œ�����µ�•���������v�������}�u�‰���Œ�����W���Z�}�•���������v�P���o���š���•�š���~�Z���d�•�U�����}�u�‰���Ÿ�Ÿ�À�������>�/�^�����~���r
���>�/�^���•�����v�����]�v���]�Œ�����š�����>�/�^�����~�]�r���>�/�^���•���l�]�š�•�X���d�Z�Œ���������>�/�^�����l�]�š�•���Á���Œ�����•�‰�����]�.�����(�}�Œ�����]���P�v�}�•�Ÿ�����}�(�����X���•�µ�]�•�U�����v�����š�Á�}���Á���Œ����
�u�µ�o�Ÿ�•�‰�����]���•���l�]�š�•�X���K�v�����}�(���š�Z�����u�µ�o�Ÿ�•�‰�����]���•���l�]�š�•���Z�������‰�o���š���•�����}���š�������Á�]�š�Z�����Œ�µ�����o�o���������}�Œ�š�µ�•�X���� 
From the total of 50 samples, 6 were negative with RBT (12%). With i-ELISA specialised for B. suis, the same 
samples were negative plus one more sample (which was suspicious with RBT), in total 7 (14%) negative 
samples. With c-ELISA specialised for B. suis, the same samples were negative, plus two more (which were 
suspicious with RBT) so in total 8 (16%). With multispecies c-ELISA, the same samples were negative plus 
three more samples (which were suspicious with RBT) so in total 9 (18%). With multispecies ELISA coated 
with B. abortus, all of the samples were negative. 
�d�Z�������µ�š�Z�}�Œ�]�•�������o�����}�Œ���š�}�Œ�]���•���(�}�Œ�����]���P�v�}�•�Ÿ���•���}�(�����X���•�µ�]�•���Z���À�����š�}���������À���Œ�Ç�������µ�Ÿ�}�µ�•���]�v�����Z�}�}�•�]�v�P���š�Z�����l�]�š�•�X���Z�}�•���������v�P���o��
�š���•�š���]�•���•�µ�8���]���v�š�����•���•���Œ�����v�]�v�P���š���•�š���(�}�Œ�����X���•�µ�]�•���}�µ�š���Œ�����l�•�X���������}�Œ���]�v�P���š�}���}�µ�Œ���.�Œ�•�š���Œ���•�µ�o�š�•�U���]�š���]�•���v�}�š�����v�}�µ�P�Z���š�}���µ�•����
�i�µ�•�š�� �š�Á�}�� �š���•�š�•�� �(�}�Œ�� ���]���P�v�}�•�Ÿ���� �}�(�����X�� �•�µ�]�•���~�•���Œ�����v�]�v�P�� ���v���� ���}�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v�•�� ���������µ�•���� �]�š�� �u�]�P�Z�š�� �o�������� �š�}�� �u�]�•�•�]�v�P�� �}�(��
�‰�}�•�]�Ÿ�À���������•���•�X 
 
Keywords: Brucella suis, diagnostics, ELISA, Rose Bengal, swine  
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���d�Z�]�•���Á�}�Œ�l���Á���•���(�µ�v�����������Ç���D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(���^���]���v�����U���d�����Z�v�}�o�}�P�]�����o�������À���o�}�‰�u���v�š�����v�����/�v�v�}�À���Ÿ�}�v���}�(���Z���‰�µ���o�]����
�}�(���^���Œ���]�������Ç���š�Z�������}�v�š�Œ�����š���E�}�W���ð�ñ�í�r�ì�ï�r�ð�ó�l�î�ì�î�ï�r�ì�í�l�î�ì�ì�ì�ï�í�X 
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�W�î�ò�X���^���Œ�}�‰�Œ���À���o���v�������}�(���•���o�����š�������]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•���]�v���Œ�������������Œ���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v���]�v��
�^���Œ���]�� 
 
�s���•�v���� �D�]�o�]�����À�]���í�Ž�U���•�}�Œ���v���� �•�µ�Œ�}�À������ �^���‰�µ�v���Î�]���í�U�����]�u�]�š�Œ�]�i���� �'�o�]�“�]���í�U���>�i�µ���]�“�����s���o�i�}�À�]���í�U���D�]�o���v�� �E�]�v�l�}�À�]���í�U���:�����Œ���v�l����
�•�µ�Ÿ���í�U���:�}�À���v���D�]�Œ�����š���î 
 
�í���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�����}�(���^���Œ���]���U�������o�P�Œ�������U���^���Œ���]�� 
�î���W�����^�s�}�i�À�}���]�v���“�µ�u���_�U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]�� 

���Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����v�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���À���•�v���X�u�]�o�]�����À�]���›�v�]�À�•�X�Œ�•�� 
 
While domestic and wild animals share the same pathogens, wildlife is recognized as the reservoir of many 
diseases. Considering their role as indicators, victims, bridge hosts, or maintenance hosts, the monitoring of 
wildlife should be an integrated part of country surveillance and disease control strategy. Thus, the main aim 
of this study was to determine the presence and the spread of selected infectious diseases in red deer 
population in Serbia through seroprevalence estimation.  
�����Œ���v���}�u���P���}�P�Œ���‰�Z�]�����o�����}�o�o�����Ÿ�}�v���}�(���•���u�‰�o���•���(�Œ�}�u���í�î�ï���•�Z�}�š���Œ�������������Œ���Á���•���}�Œ�P���v�]�Ì���������µ�Œ�]�v�P���š�Z�����Z�µ�v�Ÿ�v�P���•�����•�}�v���(�Œ�}�u��
���µ�P�µ�•�š���î�ì�î�î���š�}���&�����Œ�µ���Œ�Ç���î�ì�î�ï�X���d�Z�������o�}�}�����Á���•�����}�o�o�����š���������]�Œ�����š�o�Ç���(�Œ�}�u���š�Z�����Z�����Œ�š���µ�•�]�v�P�������•�Ç�Œ�]�v�P�������v�����v�������o���X���&�}�Œ���������Z��
�•���u�‰�o���U�������š�����}�v���P���}�o�}�����Ÿ�}�v�U���•�‰�����]���•�U�����P���U�����v�����•���Æ���Á���Œ�������}�o�o�����š�����X���^���Œ�����•���u�‰�o���•���Á���Œ�������������v�š���������L���Œ�������v�š�Œ�]�(�µ�P���Ÿ�}�v�����š��
�î�ì�ì�ì�� �P�� �(�}�Œ�� �í�ì�� �u�]�v�µ�š���•�� ���v���� �š���•�š������ �(�}�Œ�� �š�Z���� �‰�Œ���•���v������ �}�(�� �•�‰�����]�.���� ���v�Ÿ���}���]���•�� ���P���]�v�•�š�� �����‰�Œ�]�‰�}�Æ�� �À�]�Œ�µ�•�� �~���>�/�^���W�� �/���� �^���Œ�����v� ��
�����‰�Œ�]�‰�}�Æ�� ���}�µ���o���� ���v�Ÿ�P���v�� �D�µ�o�Ÿ�r�•�‰�����]���•�U���/���À���š�•�U�� �t���•�š�� �E�]�o���� �(���À���Œ�� �À�]�Œ�µ�•�� �~���>�/�^���W�� �/�E�P���Ì�]�u�� �t���•�š�� �E�]�o�� ���}�u�‰�����U�� �/�v�P���v���•���•�U��
�^���Z�u���o�o���v�����Œ�P�� �À�]�Œ�µ�•�� �~���>�/�^���W�� �/���� �^���Œ�����v� �� �^���Z�u���o�o���v�����Œ�P�� �À�]�Œ�µ�•�� �/�v���]�Œ�����š�� �D�µ�o�Ÿ�r�•�‰�����]���•�U�� �/���À���š�•�U�� ���o�µ���š�}�v�P�µ���� ���]�•�����•���� �À�]�Œ�µ�•��
�~���>�/�^���W���/�E�P���Ì�]�u�����d�s ���Z�U���/�v�P���v���•���•�U�����}�À�]�v�����À�]�Œ���o�����]���Œ�Œ�Z�������À�]�Œ�µ�•���~���>�/�^���W���W�Œ�]�}���,�����<�¡ ���Z�µ�u�]�v���v�š ���s�����‰�ô�ì �������^���Œ�µ�u���˜���D�]�o�l�U��
�W�Œ�]�}�v�]���•�•�U�� ���}�À�]�v���� �,���Œ�‰���•�À�]�Œ�µ�•�r�í�� �~���>�/�^���W�� �/�� �^���Œ�����v�  �/���Z�� �P�� ���}�u�‰���Ÿ�Ÿ�}�v�U�� �/���À���š�•�U�� �Y�� �(���À���Œ�� �~���>�/�^���W���/���� �^���Œ�����v� �� �Y�� �&���À���Œ��
�/�v���]�Œ�����š���D�µ�o�Ÿ�r�•�‰�����]���•�U���/���À���š�•�U�����Œ�µ�����o�o�����•�‰�‰�X���~�Z���d�V�����>�/�^���W���/�E�P���Ì�]�u� �����Œ�µ�����o�o�������}�u�‰�������î�X�ì���/�v�P���v���•���•�����v�����>���‰�š�}�•�‰�]�Œ�����•�‰�‰�X��
�~�D���d�•�X���� 
Specific antibodies against Capripox virus, Bovine Viral Diarrhea Virus and Leptospira spp. were not detected 
in any of tested samples. Seroprevalence of Brucella spp. infection was 0.8%. Q fever infection was indirectly 
confirmed in 3 red deer (2.4%) from the same hunting ground. Seroprevalence of vector-borne diseases in 
the red deer population was 18.5% for Schmallenberg disease, 39% for Bluetongue disease, and 58.5% for 
West Nile fever. Bovine Herpesvirus-1 antibodies were detected in 43.1% of samples.  
The red deer population can be considered the reservoir of vector-borne viral diseases such as Bluetongue 
disease, West Nile fever and Schmallenberg disease. Based on estimated seroprevalence, red deer should 
not be considered a risk for maintaining Q fever, Brucellosis, Capripox virus, Bovine Viral Diarrhea Virus and 
Leptospira spp. infection. The results of the present study indicate that the red deer population should be 
thoughtfully considered during livestock disease eradication programs, particularly infectious bovine 
rhinotracheitis and Bluetongue disease. 
 
Keywords: red deer, seroprevalence, Serbia  
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���d�Z�����•�š�µ���Ç���Á���•���(�µ�v�����������Ç���š�Z�����^���Œ���]���v���D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(���^���]���v�����U���d�����Z�v�}�o�}�P�]�����o�������À���o�}�‰�u���v�š�����v�����/�v�v�}�À���Ÿ�}�v��
�~���}�v�š�Œ�����š���E�}���ð�ñ�í�r���ì�ï�r�ò�ô�l�î�ì�î�î�r���í�ð�l�î�ì�ì�ì�ï�ì�• 
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�W�î�ó�X���^�µ�Œ�À���Ç�� �}�(�� ���v�Ÿ���}���]���•�� �š�}�� ���Œ�]�u�����v�r���}�v�P�}�� �Z�����u�}�Œ�Œ�Z���P�]���� �(���À���Œ�� �À�]�Œ�µ�•�� �]�v��
�o�]�À���•�š�}���l�� �(�Œ�}�u�� �'���}�Œ�P�]���U�� �<�}�•�}�À�}�U�� �D���������}�v�]���� ���v���� �D�}�v�š���v���P�Œ�}�U�� �µ�•�]�v�P�� �•���Œ�����v�]�v�P��
���v�������}�v�.�Œ�u���š�}�Œ�Ç�����]���P�v�}�•�Ÿ�����š���•�š�•�� 
 
�&�Œ���v���]�•���}���>�o�}�Œ���v�š���í�U�����}�i���v�������Ì�]���î�U���/�P�}�Œ�����i�����i�}�À�•�l�]�ï�U�����Ç�l�µ�š���K�Ì�l�µ�o�ð�U���<�µ�Œ�š���•�Z���^�Z���Œ�]�.�ñ�U���E���š���o�����d�}�l�o�]�l�]�•�Z�À�]�o�o�]�ò�U�����o�]�•����
�W� �Œ���Ì�r�Z���u�_�Œ���Ì�í�U���W���o�}�u�����&���Œ�v���v�����Ì�r�W�����Z�����}�í�U���D�]�P�µ���o�����X���:�]�u� �v���Ì�r���o���À���Œ�}���í�U�ó�Ž 
 
�í�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v���^���v�]�����������v�]�u���o���~���/�^���r�/�E�/���•�U�����^�/���U���s���o�����}�o�u�}�•�U���^�‰���]�v 
�î�����]���P�v�}�•�Ÿ�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç�U���W�}���P�}�Œ�]�����U���D�}�v�š���v���P�Œ�} 
�ï���&�����µ�o�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���^�•�X�����Ç�Œ�]�o���˜���D���š�Z�}���]�µ�•�U���^�l�}�‰�i���U���E�}�Œ�š�Z���D���������}�v�]�� 
�ð���s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�������‰���Œ�š�u���v�š�U���&�����µ�o�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U�����v�l���Œ�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U�����v�l���Œ���U���d�µ�Œ�l���Ç 
�ñ�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U���&�����µ�o�š�Ç���}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ�������v�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���^���]���v�����•�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���W�Œ�]�•�Z�Ÿ�v���U���W�Œ�]�•�š�Z�]�v���U��
�<�}�•�}�À�}�X 
�ò���>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���}�(���s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�����v�����D�}�o�����µ�o���Œ�����]�}�o�}�P�Ç�U���>���W�>���^�š���š�����>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ�����~�^�>���•�U���d���]�o�]�•�]�U���'���}�Œ�P�]�� 
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�Á�Z�]���Z���]�•�����u���Œ�P�]�v�P���]�v�����]�+���Œ���v�š�����µ�Œ�}�‰�����v�����}�µ�v�š�Œ�]���•�X���d�Z�������Ÿ�}�o�}�P�]�����o�����P���v�š�U�����Œ�]�u�����v�r���}�v�P�}���Z���u�}�Œ�Œ�Z���P�]�����(���À���Œ��
�À�]�Œ�µ�•���~�����,�&�s�•���]�•���š�Œ���v�•�u�]�©�������]�v���v���š�µ�Œ�������Ç���Ÿ���l�����]�š���•�U�����v���������v�µ�u�����Œ���}�(���u���u�u���o���•�‰�����]���•���~�]�v���o�µ���]�v�P���o�]�À���•�š�}���l�•�������š��
���•���Œ���•���Œ�À�}�]�Œ���Z�}�•�š�•�X�����v�]�u���o�•�����Œ�����v�}�š�����o�]�v�]�����o�o�Ç�����+�����š�����X�� 
�^���Œ�}�o�}�P�]�����o���•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������]�v�����v�]�u���o�•���‰�Œ�}�À�]�����•���]�u�‰�}�Œ�š���v�š���]�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v�������}�µ�š���o�}�����o�����]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�]�•���‰���š�Z�}�P���v�X��
�d�Z�]�•�U���š�}�P���š�Z���Œ���Á�]�š�Z���u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P���}�(���Ÿ���l�•���~�]�v���o�µ���]�v�P���]�v�(�����š�������Ÿ���l�•�•�����v�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������}�(���Z�µ�u���v�������•���•�U�����}�v�•�Ÿ�š�µ�š���•��
���v���}�‰�Ÿ�u���o���K�v�����,�����o�š�Z���•�µ�Œ�À���]�o�o���v���������v�����o�]�v�P���‰�Œ���À���v�Ÿ�}�v�����v�������}�v�š�Œ�}�o���u�����•�µ�Œ���•�������i�µ�•�š�������š�}���‰�µ���o�]�����Z�����o�š�Z���Œ�]�•�l�X��
�,�}�Á���À���Œ�U���Œ���o�]�����o�������]���P�v�}�•�Ÿ�����š�}�}�o�•���(�}�Œ���u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P���}�(�������,�&�s�����v�Ÿ���}���]���•���]�v�����v�]�u���o�•���Á�]�š�Z���•�}�µ�v�����À���o�]�����Ÿ�}�v�������š����
���Œ�����•�Ÿ�o�o���•�����Œ�����X���/�v���������U���o�����l���}�(���Œ���(���Œ���v�������u���š���Œ�]���o�•�����v�����P�}�o�����•�š���v�����Œ�����š���•�š�•���u���l�����š�Z�]�•���š���•�l�����À���v���u�}�Œ�������]�8���µ�o�š�X 
�d�Z���� �}���i�����Ÿ�À���� �}�(�� �š�Z�]�•�� �•�š�µ���Ç�� �Á���•�� �š�}�� ���À���o�µ���š���� �š�Z���� �•�µ�]�š�����]�o�]�š�Ç�� �}�(�� ���� �^�•���Œ�����v�]�v�P�r���}�v�.�Œ�u���š�}�Œ�Ç�� �š���•�š�_�� ���‰�‰�Œ�}�����Z�� �š�}��
�����š�����š���•���Œ�µ�u�����v�Ÿ���}���]���•�����P���]�v�•�š�������,�&�s���]�v�����]�+���Œ���v�š���Œ���•���Œ�À�}�]�Œ�����v�]�u���o���•�‰�����]���•�U�����v�����š�}�����‰�‰�o�Ç���š�Z�]�•�����‰�‰�Œ�}�����Z���š�}��
�‰���Œ�(�}�Œ�u���•���Œ�}�o�}�P�]�����o���•�µ�Œ�À���Ç�•���]�v�����v�]�u���o�•���]�v�����]�+���Œ���v�š�������•�š���Œ�v�����µ�Œ�}�‰�����v�����}�µ�v�š�Œ�]���•���Á�]�š�Z���l�v�}�Á�v�������,�&�s�����]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v��
�}�Œ�����š���Œ�]�•�l���}�(���]�š�X 
After examination of different serological tools we selected a double antigen (DA) ELISA (ID Screen CCHF 
Double Antigen Multispecies, IDVet, France) as screening test and an indirect immunofluorescence assay 
(IFA) (CCHFV Mosaic 2, IgG, Euroimmun, Germany) adapted to animals, as confirmatory test. Panels of serum 
samples from Georgia (n=60), Kosovo (n=80), Macedonia (n=110) and Montenegro (n=44), mostly from 
domestic ruminants, were analyzed. 
Antibodies to CCHFV were found in livestock from all countries examined. Overall, 56% of the DA ELISA-
positive samples were confirmed as positive by IFA, while none of the DA ELISA negative samples was IFA-
positive. No relevant differences between species (cattle, sheep, goat, horses) or countries were found.  
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�/�u�‰�o���u���v�Ÿ�v�P�� ���� �u�]���Œ�}���]�}�o�}�P�]�����o�� �u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P�� �‰�Œ�}�P�Œ���u�� �(�}�Œ�� �Œ���•�����Œ���Z�� ���v�]�u���o�•�U�� �•�µ���Z�� ���•�� �Ì�����Œ���.�•�Z�U�� �P�µ���Œ���v�š�����•��
�Œ���•�����Œ���Z���Œ�•�� �š�Z���� �Œ���o�]�����]�o�]�š�Ç�����v���� �Œ���‰�Œ�}���µ���]���]�o�]�š�Ç���}�(�����Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�� �����š���� ���•�� �Á���o�o�� ���•�� �P�Œ�����š���Œ���‰�Œ�}�š�����Ÿ�}�v���}�(�� ���v�]�u���o��
�Á���o�(���Œ���X���/�v���������}�Œ�����v�������Á�]�š�Z���ï�Z�•���‰�Œ�]�v���]�‰�o�����~�í�•�U���š�Z���������À���o�}�‰�u���v�š���}�(���u�}�o�����µ�o���Œ���u���š�Z�}���}�o�}�P�]���•���(�}�Œ���•���(���P�µ���Œ���]�v�P��
�š�Z�����Z�����o�š�Z���}�(���Z�}�µ�•���������v�]�u���o�•���(���o�o�•���µ�v�����Œ���š�Z�������}�v�����‰�š�•���}�(���Z���.�v���u���v�š�����v�����Z�����µ���Ÿ�}�v�X���d�Z�����&�������Œ���Ÿ�}�v���}�(�����v�]�u���o��
�^���]���v�������>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç�����•�•�}���]���Ÿ�}�v�•���~�&���>���^���•���Œ�����}�u�u���v���•�U���(�}�Œ���P�}�}�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����U���š�}���u�}�v�]�š�}�Œ���.�•�Z���‰���Œ�(�}�Œ�u���v�����U��
�u�}�Œ�š���o�]�š�Ç�U�� �u�}�Œ���]���]�š�Ç�U�� �����š���Œ�u�]�v���� ���]�•�����•���•�� �}�(�� �]�v�š���Œ���•�š�U�� ���•�š�����o�]�•�Z�� ���� �•���Œ�����v�]�v�P�� �‰���©���Œ�v�U�� �µ�•���� �•�‰�����]�.���� �š�}�}�o�•�� �š�}��
���]���P�v�}�•�����‰���š�Z�}�o�}�P�]���•�����v�����Œ���‰�}�Œ�š���Œ���•�µ�o�š�•���~�î�•�X���d�Z�����‰�Œ���•���v�š���•�š�µ���Ç�����]�u�������š�}�����Œ�����š���������Z�����o�š�Z���u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P���‰�o���v���(�}�Œ��
�Ì�����Œ���.�•�Z�U���]�v�À���•�Ÿ�P���Ÿ�v�P���‰���š�Z�}�P���v�•�����]�Œ���µ�o���Ÿ�v�P���]�v�����‹�µ���Œ�]�µ�u���•�Ç�•�š���u�•�X���d�Z�������]���P�v�}�•�Ÿ�����‰�Œ�}�P�Œ���u���Á���•�������•�������}�v���š�Z����
�u�}�o�����µ�o���Œ�� ���v���o�Ç�•�]�•�� �}�(�� ���v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���o�� �•���u�‰�o���•�� ���}�o�o�����š������ �(�Œ�}�u�� ���v�]�u���o�•�X�� ���v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���o�� �•���u�‰�o���•�� �����v�� ������
���}�v�•�]�����Œ���������v�������i�µ�v���š���š�}�����v�]�u���o���š���•�š�•�U���Á�Z�]���Z�����}�µ�o�����]�u�‰�Œ�}�À�����š�Z�������}�v���]�Ÿ�}�v�•���}�(���Z�}�µ�•�]�v�P�����v���U�����š���š�Z�����•���u�����Ÿ�u���U��
�o�]�u�]�š���š�Z�����v�µ�u�����Œ���}�(���•���v�Ÿ�v���o���•�µ���i�����š�•���•�����Œ�]�.�������X 
Sequences of interest, specific primers and probes have been identified for the detection of the pathogens. 
Sampling was performed at the IZSLER animal facility, and the filtering system of the aquariums was analysed: 
sludge, contained in the pre-filter, and the water cartridge filter of the recirculation system were collected. 
DNA was isolated by extraction kits provided by different companies (Qiagen, Promega, Zymo Research, 
Macherey-Nagel�¡ ) and evaluated in this study. DNA extracted was quantified and analysed by PCR, qPCR for 
the detection of Mycobacterium spp., Mycobacterium chelonae, Mycobacterium marinum, Pseudocapillaria 
tomentosa, Pseudoloma neurophilia, Ichthyophthiriu multifilis, Infectious Spleen and kidney necrosis virus, 
Infectious pancreatic necrosis virus. 
���}�u�u���Œ���]���o���l�]�š�•���•�Z�}�Á�������P�}�}�������Æ�š�Œ�����Ÿ�}�v�����8���]���v���Ç�X���d�Z�����š���•�š�•���‰���Œ�(�}�Œ�u�����������š�����š�������D�Ç���}�������š���Œ�]�µ�u���•�‰�‰�X�U���u�}�Œ����
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�š�Z�����Á�}�Œ�l���š�}���������‰���Œ�(�}�Œ�u�����X�� 
�d�Z�]�•�� �š�Ç�‰���� �}�(�� ���‰�‰�Œ�}�����Z�� ���]�u�•�� �š�}�� �Œ�����o�]�Ì���� �•���Œ�����v�]�v�P�� �(�}�Œ�� �‰���š�Z�}�P���v�]���� �u�]���Œ�}�}�Œ�P���v�]�•�u�•�U�� �]�u�‰�Œ�}�À�]�v�P�� ���}�v�š�Œ�}�o�� �}�(�� �š�Z����
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�(�}�Œ���D�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P�����v�����Z���‰�}�Œ�Ÿ�v�P���}�(���>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���&�]�•�Z�����]�•�����•���•�����v�����,�����o�š�Z���^�š���š�µ�•�U���Á�]�š�Z�����v�����u�‰�Z���•�]�•���}�v���•�����Œ���.�•�Z���~�����v�]�}��
�Œ���Œ�]�}�•�����}�u�‰���Œ���Ÿ�À�����u�����]���]�v���U���‰�‰���í�î�ó�t�í�ð�ô 
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�W�î�õ�X�������v���Á���Z�d�r���W���Z���(�}�Œ�����o���•�•�]�����o���^�Á�]�v�����&���À���Œ���s�]�Œ�µ�•�������š�����Ÿ�}�v���]�v���^�Á�]�v�������v�����t�]�o����
���}���Œ�U�����o�o�}�Á�]�v�P���(�}�Œ���‰���Œ���o�o���o���š���•�Ÿ�v�P���Á�]�š�Z���š�Z�����/�����'���v�������^�&���‹�W���Z�• 
 
�>� ���������•�‰�}�]�•�í�U���>�}�b�����^���À���Œ�]�š�U�����u�]�o�]�������]���v���Z�]�v�]�U�������Œ�]���v���>�]�u�}�Ì�]�v�í�U���>�}�b�������}�u�š���š�í�U���W�Z�]�o�]�‰�‰�����W�}�µ�Œ�‹�µ�]���Œ�í 

 
�í���/�v�v�}�À���Ÿ�À�������]���P�v�}�•�Ÿ���•���~�/���À���š�•�U���'�Œ�������o�•�U���&�Œ���v���� 

�Ž�����}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���‰�Z�]�o�]�‰�‰���X�‰�}�µ�Œ�‹�µ�]���Œ�›�]�v�v�}�À���Ÿ�À���r���]���P�v�}�•�Ÿ���•�X���}�u�� 
 
���o���•�•�]�����o���•�Á�]�v�����(���À���Œ���~���^�&�•���]�•���������}�v�š���P�]�}�µ�•���À�]�Œ���o�����]�•�����•�����}�(�����}�u���•�Ÿ�������v�����Á�]�o�����•�Á�]�v���U�������µ�•���������Ç���š�Z�������^�&���s�]�Œ�µ�•��
�~���^�&�s�•�U�������•�]�v�P�o���r�•�š�Œ���v���������Z�E�����À�]�Œ�µ�•�U���u���u�����Œ���}�(���P���v�µ�•���‰���•�Ÿ�À�]�Œ�µ�•���o�]�l�������}�À�]�v�����s�]�Œ���o�����]���Œ�Œ�Z�������s�]�Œ�µ�•���~���s���s�•�����v����
�š�Z�������}�Œ�����Œ�����]�•�����•�����À�]�Œ�µ�•���~�����s�•���Á�Z�]���Z�����+�����š�•���^�Z�����‰�X 
�Z���o�]�����o���� ���v�����������µ�Œ���š���� ���]���P�v�}�•�Ÿ���•�� ���Œ���� �š�Z�����l���Ç�� �(�}�Œ���Œ���‰�]�����]�u�‰�o���u���v�š���Ÿ�}�v�� �}�(�����}�v�š�Œ�}�o���u�����•�µ�Œ���•���š�}�� �����š�����š�� ���v����
�‰�Œ���À���v�š���š�Z�����•�‰�Œ���������}�(�����^�&�s�X 
�/�v�v�}�À���Ÿ�À�������]���P�v�}�•�Ÿ���•���Z���•�������À���o�}�‰�����������Œ���‰�]�������v�����•�‰�����]�.�����Z�d�r�‹�W���Z���(�}�Œ�������š�����Ÿ�}�v���}�(�����^�&�s���Z�E���U���š�Z�����/�����'���E���¡ ��
���o���•�•�]�����o���•�Á�]�v�����(���À���Œ���s�]�Œ�µ�•�����µ�‰�o���Æ�X���/�š�•���‰�Œ�}�š�}���}�o���]�•�����}�u�‰���Ÿ���o�����Á�]�š�Z���š�Z�}�•�����}�(���}�µ�Œ���š�Á�}���/�����'���v���¡ �����(�Œ�]�����v���^�Á�]�v����
�&���À���Œ���‹�W���Z���l�]�š�•�U�����o�o�}�Á�]�v�P�U���(�Œ�}�u���š�Z�����•���u�������Æ�š�Œ�����š�•�U���(�}�Œ�������‰���Œ���o�o���o���š���•�Ÿ�v�P���}�v���š�Z�����•���u�����‹�W���Z���Œ�µ�v���}�(�����^�&�s�����v����
���^�&�s�U���Á�Z�]���Z���•�Z���Œ�����•�]�u�]�o���Œ�����o�]�v�]�����o���‰���©���Œ�v�•�X�� 
�d�Z�����š���•�š�U���Á�Z�]���Z���š���Œ�P���š�•���š�Z�����v�}�v���ñ�[���h�d�Z���Œ���P�]�}�v�U���Á���•���‰���Œ�(�}�Œ�u���������•���‰���Œ���l�]�š�[�•���]�v�•�š�Œ�µ���Ÿ�}�v�•�X���Z���•�µ�o�š�•�����Œ�����}���š���]�v������
�]�v���ò�ñ�u�]�v���Á�]�š�Z�������Œ���‰�]�������u�‰�o�]�.�����Ÿ�}�v���‰�Œ�}�š�}���}�o�X 
���v���o�Ç�Ÿ�����o���•�‰�����]�.���]�š�Ç���Á���•�����À���o�µ���š�������}�v���î�í�����o���•�•�]�����o���•�Á�]�v�����(���À���Œ���À�]�Œ�µ�•���~���^�&�s�•���•�š�Œ���]�v�•���‰�Œ�}�À�]�����������Ç���š�Z�����&�Œ�]�����Œ�]���Z�r
�>�}���K���Œ�r�/�v�•�Ÿ�š�µ�š���~�&�>�/�•�U���í�í�����^�&�s���]�•�}�o���š���•���(�Œ�}�u���E���Ÿ�}�v���o���Z���(���Œ���v�������>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���~���E�^���^���r���W�o�}�µ�(�Œ���P���v�U���&�Œ���v�����•�����v����
�ò�î�� �}�š�Z���Œ�� �‰���š�Z�}�P���v�•�� �]�v�À�}�o�À������ �]�v�� ���v�]�u���o�� ���]�•�����•���� �]�v���o�µ���]�v�P�����s���s�� ���v���� �W�}�Œ���]�v���� �Œ���‰�Œ�}���µ���Ÿ�À���� ���v���� �Œ���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç��
�•�Ç�v���Œ�}�u�����À�]�Œ�µ�•���~�W�Z�Z�^�s�•�X�� 
�>�]�u�]�š���}�(�������š�����Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����W���Z���~�>���W���Z�•���Á���•�������š���Œ�u�]�v�������Á�]�š�Z�������•�Ç�v�š�Z���Ÿ�����Z�E�����(�Œ���P�u���v�š�����v�����D���š�Z�}���������š�����Ÿ�}�v��
�>�]�u�]�š�� �~�D���>�•�� �Á���•�� �����š���Œ�u�]�v������ ���Ç�� �µ�•�]�v�P�� �v���P���Ÿ�À���� �•�Á�]�v���� ���o�}�}���U�� �•���Œ�µ�u�� ���v���� �•�‰�o�����v�� �•���u�‰�o���•�� �•�‰�]�l������ �Á�]�š�Z�� �š�Z����
�u�}���]�.�������o�]�À�����À�]�Œ�µ�•���À�������]�v�����~�W���^�d�/�&�&�����r�����}���Z�Œ�]�v�P���Œ�•�X�� 
���]���P�v�}�•�Ÿ�����•�‰�����]�.���]�š�Ç�����v�����•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç���Á���Œ�������À���o�µ���š�������}�v���ò�ò���•���u�‰�o���•�X 
���o�o���š���•�š���������^�&�s���•�š�Œ���]�v�•���Á���Œ�����•�µ�������•�•�(�µ�o�o�Ç�������š�����š���������Ç���š�Z�����/�����'���v�����‹�W���Z�U���Á�]�š�Z�}�µ�š�����v�Ç�����Œ�}�•�•���Œ�������Ÿ�}�v���Á�]�š�Z���}�š�Z���Œ��
�‰���š�Z�}�P���v�•�U���P�]�À�]�v�P���í�ì�ì�9���]�v���o�µ�•�]�À�]�š�Ç�����v�������Æ���o�µ�•�]�À�]�š�Ç�X 
�d�Z���� �>���W���Z�� �~�õ�ñ�9�•�� �Á���•�� �ð�� ���}�‰�]���•�l�W���Z�����v���� �š�Z���� �D���>�� �}���š���]�v�������}�v�� �•�Á�]�v���� ���o�}�}�����Á���•�� �ð�X�í�ì�ï�����}�‰�]���•�l�u�o���Á�]�š�Z��
���µ�š�}�u���š���������Æ�š�Œ�����Ÿ�}�v���u���š�Z�}�����~�/�����'���v���¡ ���D���P���&���•�š�����Æ�š�Œ�����Ÿ�}�v���<�]�š�•�X 
�d�Z�����u�����•�µ�Œ���������]���P�v�}�•�Ÿ�����•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç�����v�����•�‰�����]�.���]�š�Ç���Á���Œ�����í�ì�ì�9�X 
The RT-PCR kit shows high analytical performance. It is easy-to-use, with a single reaction mix containing an 
internal control. If differential diagnosis is needed, samples can be processed on the same plate in parallel 
with our ASF PCRs (ID Gene® African Swine Fever Duplex and ID Gene® African Swine Fever Triplex). The kit 
was Approved in Germany by the Friedrich-Loeffler-Institut (FLI C-106). 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����]���P�v�}�•�Ÿ���U�����o���•�•�]�����o���^�Á�]�v�����&���À���Œ�U���Z�d�r�W���Z�U�����µ�‰�o���Æ 
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�W�ï�ì�X�������v���Á���]�v���]�Œ�����š�����>�/�^�����(�}�Œ���š�Z�������]�•���Œ�]�u�]�v���Ÿ�}�v���}�(�����v�Ÿ�r���‹�µ�]�v�����,���Œ�‰���•���s�]�Œ�µ�•���d�Ç�‰����
�í�����v�����d�Ç�‰�����ð�����v�Ÿ���}���]���•���]�v���Z�}�Œ�•�����•���Œ�� 
 
�K��� ���v�����D���Œ���]���Œ�í�U�����o�]�Æ�������Œ�‰���v�Ÿ���Œ�í�Ž�U���>�}�]�������}�u�š���š�í�U���W�Z�]�o�]�‰�‰�����W�}�µ�Œ�‹�µ�]���Œ�í 

 
�����/�v�v�}�À���Ÿ�À�������]���P�v�}�•�Ÿ���•�U���'�Œ�������o�•�U���&�Œ���v���� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���D�O�L�[���F�D�U�S�H�Q�W�L�H�U�#�L�Q�Q�R�Y�D�W�L�Y�H���G�L�D�J�Q�R�V�W�L�F�V���F�R�P�� 
 
���‹�µ�]�v�����Z���Œ�‰���•���À�]�Œ�µ�•���š�Ç�‰�����í�����v�����ð���~���,�s�r�í�����v�������,�s�r�ð�•���]�v�(�����Ÿ�}�v�•�����Œ�����Á�]�����•�‰�Œ���������]�v���Z�}�Œ�•�����‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�����Œ�}�µ�v����
�š�Z�����Á�}�Œ�o���X�����}�š�Z���À�]�Œ�µ�•���•�����Œ�����Œ���•�‰�}�v�•�]���o�����(�}�Œ���Œ���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç���•�Ç�v���Œ�}�u���•�U�����µ�š�����,�s�r�í���]�•���u�}�Œ�����}�(�����}�v�����Œ�v���(�}�Œ���Z�}�Œ�•����
�]�v���µ�•�š�Œ�Ç�����������µ�•�����}�(���•���À���Œ�����•�Ç�u�‰�š�}�u�•�U���•�µ���Z�����•���v���µ�Œ�}�o�}�P�]�����o�����]�•�}�Œ�����Œ�•�����v���������}�Œ�Ÿ�}�v�•�U���š�Z���š�����}���v�}�š���}�����µ�Œ�����µ�Œ�]�v�P��
���,�s�r�ð�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�•�X���W���Œ�(�}�Œ�u���v�����•�� �}�(�� �•�‰�}�Œ�š�� �Z�}�Œ�•���•�� ���Œ���� ���+�����š������ ���•�� �u�µ���Z�� ���•�� ���‹�µ�]�v���� ���Œ�������]�v�P�U���Œ���•�µ�o�Ÿ�v�P�� �]�v��
���}�v�•�]�����Œ�����o���������}�v�}�u�]�����o�}�•�•�X 
�d�Z���•���� �š�Á�}�� ���o�‰�Z���Z���Œ�‰���•�À�]�Œ�µ�•���•�����Œ�������o�}�•���o�Ç�� �Œ���o���š�����U�� �u���l�]�v�P���•���Œ�}�o�}�P�]�����o�����]���P�v�}�•�]�•�� ���]�8���µ�o�š�� ���Ç�� ���}�v�À���v�Ÿ�}�v���o��
�u���š�Z�}���•�X�� 
�d�Z���Œ���(�}�Œ���U���š�Z�����/�����^���Œ�����v� �����,�s�r�í�l���,�s�r�ð�����]�•���Œ�]�u�]�v���Ÿ�}�v���š���•�š���/�v���]�Œ�����š�����>�/�^�����l�]�š���Á���•�������À���o�}�‰���������•���������]�À���o���v�š��
���>�/�^�����]�v���}�Œ�����Œ���š�}�����]�•�Ÿ�v�P�µ�]�•�Z�������š�Á�����v�����v�Ÿ���}���]���•�����P���]�v�•�š�����,�s�r�í���}�Œ�����,�s�r�ð���]�v�����‹�µ�]�v�����•���Œ�µ�u���l���‰�o���•�u���U���Á�]�š�Z�}�µ�š��
���Œ�}�•�•�r�Œ�������Ÿ�}�v�•�X�� 
���]���P�v�}�•�Ÿ���� �•�‰�����]�.���]�š�Ç�� ���v���� �•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç�� �}�(�� �š�Z�]�•�� �š�}�}�o�� �Á���•�����À���o�µ���š�������µ�•�]�v�P�� �Z�}�Œ�•���� �•���Œ���� �(�Œ�}�u���&�Œ���v������ ���v���� �/�����o���v���X��
�Z���•�µ�o�š�•���Á���Œ�������}�u�‰���Œ�������š�}�����v�}�š�Z���Œ�����}�u�u���Œ���]���o�����>�/�^���X�� 
�^���Œ�}���}�v�À���Œ�•�]�}�v���}�(���ó�����Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�o�Ç���]�v�(�����š�������Z�}�Œ�•���•���~���,�s�r�í���•�š�Œ���]�v���&�Z�r�ñ�ò�ò�î�ô�•���Á���•���(�}�o�o�}�Á�����r�µ�‰�X���,�}�Œ�•���•���Á���Œ����
�•���u�‰�o�����������š�Á�����v�������Ç���ì�����v�����î�ì�����‰�]�X���^���Œ�����Á���Œ�����š���•�š�������]�v���‰���Œ���o�o���o�����Ç���s�E�d���š���•�š�����v�����/�����^���Œ�����v� �����>�/�^���X�� 
�&�}�Œ�����,�s�r�ð�U�����]�P�Z�š���Z�}�Œ�•���•���Á���Œ�����u�}�v�]�š�}�Œ���������µ�Œ�]�v�P�������v���š�µ�Œ���o�����,�s�r�ð���]�v�(�����Ÿ�}�v���~�&�Œ���v�����•�X���^���Œ�������v�����v���•���o���•�Á�����•���Á���Œ����
���}�o�o�����š�������Œ���P�µ�o���Œ�o�Ç���(�Œ�}�u���š�Z���•�����ô���Z�}�Œ�•���•�U���(�Œ�}�u���š�Z�������‰�‰�����Œ���v�������}�(���š�Z�����.�Œ�•�š�����o�]�v�]�����o���•�]�P�v�•���]�v���š�Z�����•�š�����o�����~�����Ç���ì�•��
���v�����µ�v�Ÿ�o���ó�ó�������Ç�•�X�����o�o���•���Œ�����Á���Œ�����š���•�š�������Á�]�š�Z���š�Z�����/�����^���Œ�����v� �����>�/�^���X�� 
���}�Œ�Œ���o���Ÿ�}�v���Á�]�š�Z���š�Z�����}�š�Z���Œ�����}�u�u���Œ���]���o�����>�/�^�����Á���•���P�}�}�����Á�]�š�Z���������}�Œ�Œ���o���Ÿ�}�v���}�(���ô�ï�9���(�}�Œ�����,�s�r�í���~�l���A���ì�X�ó�ò�V�����/�õ�ñ�9���A��
�€�ì�X�ó�ï�V���ì�X�õ�ì�•�•�U�����v�����õ�î�9���(�}�Œ�����,�s�r�ð���~�l���A���ì�X�ò�ñ�V�����/�õ�ñ�9���A���€�ì�X�ñ�í�V���ì�X�õ�ï�•�•�X 
�Z���P���Œ���]�v�P�����,�s�r�í���•���Œ�}���}�v�À���Œ�•�]�}�v�U�����,�s�r�í�r���v�Ÿ���}���]���•���Á���Œ���������š�����š�����������š�Á�����v���í�ï�����v�����í�ó�����‰�]�����Ç���š�Z�����/�����^���Œ�����v� ��
���>�/�^���X 
���µ�Œ�]�v�P�� ���,�s�r�ð�� �}�µ�š���Œ�����l�U�� ���,�s�r�ð�� ���v�Ÿ���}���]���•�� �Á���Œ���� �����š�����š������ ���Ç�� �š�Z���� �/���� �^���Œ�����v� �����>�/�^���� �����š�Á�����v�� �ò�� ���v���� �í�ì�� �����Ç�•��
�(�}�o�o�}�Á�]�v�P���.�Œ�•�š�����o�]�v�]�����o���•�]�P�v�•�X 
�E�}�����Œ�}�•�•�r�Œ�������Ÿ�À�]�š�Ç���Á���•���}���•���Œ�À�����������š�Á�����v�����,�s�r�í�����v�������,�s�r�ð�����v�Ÿ���}���]���•�U�����o�o�}�Á�]�v�P���(�}�Œ�����]�•�Ÿ�v���Ÿ�}�v�������š�Á�����v�����}�š�Z��
�À�]�Œ���o���]�v�(�����Ÿ�}�v�•�X 
�d�Z�����/�����^���Œ�����v� �����>�/�^�����]�•�������•�Ç�r�š�}�r�µ�•�����Á�]�š�Z�����}�š�Z�����,�s�r�í�����v�������,�s�r�ð���š���•�Ÿ�v�P���‰���Œ�(�}�Œ�u�������Á�]�š�Z�]�v���š�Z�����•���u�������v���o�Ç�Ÿ�����o��
�Œ�µ�v�U���š�Z���v�l�•���š�}���]�š�•�����]�Á���o�o���‰�o���š�����(�}�Œ�u���š�X���/�š���‰�Œ���•���v�š�•�����Æ�����o�o���v�š�����]�•���Œ�]�u�]�v���š�}�Œ�Ç�������‰�����]�š�Ç�������š�Á�����v�����,�s�r�í�����v�������,�s�r�ð��
�]�v�(�����š�������Z�}�Œ�•���•�����v�����•�Z�}�Á�•���P�}�}�������}�Œ�Œ���o���Ÿ�}�v���Á�]�š�Z�����v�}�š�Z���Œ�����}�u�u���Œ���]���o�����>�/�^�����<�]�š�U�������•�������}�v���.���o�����•���u�‰�o���•�X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����‹�µ�]�v�����Z���Œ�‰���•�À�]�Œ�µ�•�U�����]�•���Œ�]�u�]�v���Ÿ�}�v�����>�/�^���U���•���Œ�}�o�}�P�Ç 
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�W�ï�í�X�������v���Á���‰���v���Z�d�r�W���Z���(�}�Œ���š�Z���������š�����Ÿ�}�v���}�(�����‰�]�Ì�}�}�Ÿ�����,�����u�}�Œ�Œ�Z���P�]�������]�•�����•����
�s�]�Œ�µ�•���]�v�������©�o�������v�����•�u���o�o���Œ�µ�u�]�v���v�š�• 
 
�>� ���������•�‰�}�]�•�í�U���>�}�b�����^���À���Œ�]�š�U�����u�]�o�]�������]���v���Z�]�v�]�U�������Œ�]���v���>�]�u�}�Ì�]�v�U���>�}�b�������}�u�š���š�í�Ž�U���W�Z�]�o�]�‰�‰�����W�K�h�Z�Y�h�/���Z�í 

 

�í���/�v�v�}�À���Ÿ�À�������]���P�v�}�•�Ÿ���•���t���/�� �À���š���U���'�Œ�������o�•�U���&�Œ���v���� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���o�}�]���X���}�u�š���š�›�]�v�v�}�À���Ÿ�À���r���]���P�v�}�•�Ÿ���•�X���}�u�� 
 
���‰�]�Ì�}�}�Ÿ���� �Z���u�}�Œ�Œ�Z���P�]���� ���]�•�����•���� �~���,���•�� �]�•�� ���� ���µ�o�]���}�]�����•�r���}�Œ�v���� �À�]�Œ���o�� ���]�•�����•���� �����µ�•������ ���Ç�� �š�Z�������,�� ���À�]�Œ�µ�•���~���,���s�•�U��
���•�•�}���]���š�������Á�]�š�Z�����o�]�v�]�����o���u���v�]�(���•�š���Ÿ�}�v�•���]�v�����}�u���•�Ÿ�������v�����Á�]�o�����Œ�µ�u�]�v���v�š�•�U���‰�Œ�]�u���Œ�]�o�Ç���Á�Z�]�š���r�š���]�o�������������Œ�U�����v���������©�o���X����
���o�}�v�P���Á�]�š�Z�����o�µ���d�}�v�P�µ�����s�]�Œ�µ�•���~���d�s�•�U�����,���s���]�•�����o���•�•�]�.�������Á�]�š�Z�]�v���š�Z�����P���v�µ�•���K�Œ���]�À�]�Œ�µ�•�X�����,���s���Z���•�������í�ì�r�•���P�u���v�š������
�Z�E���� �P���v�}�u���� ���v���}���]�v�P�� �(�}�Œ�� �•���À���v�� �•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o�� �‰�Œ�}�š���]�v�•�� �~�s�W�í�r�s�W�ó�•�� ���v���� �.�À���� �v�}�v�•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o�� �‰�Œ�}�š���]�v�•�� �~�E�^�í�r�E�^�ð�U��
�E�^�ï���•�X 
�/�v���o���š���� �^���‰�š���u�����Œ�� �î�ì�î�í�U�� ���,���s�� �Á���•�� �Œ���‰�}�Œ�š������ �]�v�� �����©�o���� �(���Œ�u�•�� �]�v�� �����v�š�Œ���o�l�Á���•�š���Œ�v�� �d�µ�v�]�•�]���X�� �/�š�� �Œ���‰�]���o�Ç�� �•�‰�Œ��������
�š�Z�Œ�}�µ�P�Z�}�µ�š�� �š�Z���� ���}�µ�v�š�Œ�Ç�� �Á�]�š�Z�� �u�}�Œ���� �š�Z���v�� �î�ì�ì�� ���}�v�.�Œ�u������ �}�µ�š���Œ�����l�•�X�� �&�}�Œ�� �š�Z���� �.�Œ�•�š�� �Ÿ�u���� �]�v�� �î�ì�î�î�U�� ���,���s�� �Á���•��
�����š�����š�������]�v�����}�v�Ÿ�v���v�š���o�����µ�Œ�}�‰���X�� 
�/�v�v�}�À���Ÿ�À�������]���P�v�}�•�Ÿ���•���Z���•�� �����À���o�}�‰������ ���� �‹�µ���o�]�š���Ÿ�À���� ���µ�‰�o���Æ���Œ�����o�r�Ÿ�u���� �W���Z���~�Z�d�r�W���Z�•�� �(�}�Œ���‰���v�����,���s�������š�����Ÿ�}�v�X��
�d�Z���� �š���•�š�� �����v�� ������ �µ�•������ �}�v�� �Á�Z�}�o���� ���o�}�}���U���•�‰�o�����v�U���}�Œ�� �}�Œ�P���v�•�� �(�Œ�}�u�� ���}�À�]�v���� �}�Œ�� �•�u���o�o�� �Œ�µ�u�]�v���v�š�•�[�� �•�‰�����]���•�X�� �/�š��
�•�]�u�µ�o�š���v���}�µ�•�o�Ç�� ���u�‰�o�]�.���•�� ���� �•�‰�����]�.���� �š���Œ�P���š�� �(�Œ�}�u�� �š�Z���� ���,���s�� �P���v�}�u���� ���•�� �Á���o�o�� ���•�����v�� ���v���}�P���v�}�µ�•�� �v�}�v�r�š���Œ�P���š��
�‰�}�•�]�Ÿ�À�����~�Œ�µ�u�]�v���v�š���Z�}�µ�•���l�����‰�]�v�P���P���v���•�X�� 
���L���Œ���Z�E���������v���š�µ�Œ���Ÿ�}�v���~�Z�����Ÿ�v�P�����š���õ�ñ�£�����(�}�Œ���ï���u�]�v�µ�š���•�•�U���ñ���…�o���}�(�������v���š�µ�Œ�������Z�E�����Á���•���������������š�}���š�Z�����Œ�������Ç�r�š�}�r
�µ�•�����u���•�š���Œ�u�]�Æ�����v�����š�Z�������u�‰�o�]�.�����Ÿ�}�v�•���Á���Œ���������Œ�Œ�]�������}�µ�š���µ�•�]�v�P�������Œ���‰�]�������u�‰�o�]�.�����Ÿ�}�v���‰�Œ�}�P�Œ���u���~�ò�ñ���u�]�v�•�X�� 
�^�‰�����]�.�����•�Ç�v�š�Z���Ÿ�����Z�E�����Á���•�������•�]�P�v�������š�}�����•�Ÿ�u���š�����š�Z�����o�]�u�]�š���}�(�������š�����Ÿ�}�v���}�(���W���Z���~�>���W���Z�•�����v�����š�}�������š���Œ�u�]�v�����š�Z����
�Z�d�r�W���Z�� ���8���]���v���Ç�X�� �Z�E���•�� �‰���v���o�•�� �~�‰�Œ�}�À�]�������� ���Ç�� ���E�^���^�U�� �D���]�•�}�v�•�r���o�(�}�Œ�š�U�� �&�Œ���v�����•�� �(�Œ�}�u�� �š�Z���� �ó�� ���,���s�� �l�v�}�Á�v��
�•���Œ�}�š�Ç�‰���•�U�����v�����î�ó�����d�s���•���Œ�}�š�Ç�‰���•���}�Œ���(�Œ�}�u���}�š�Z���Œ���‰���š�Z�}�P���v�•�����+�����Ÿ�v�P�������©�o�����Á���Œ�����š���•�š�������š�}�����•�•���•�•���š���•�š���]�v���o�µ�•�]�À�]�š�Ç��
���v�������Æ���o�µ�•�]�À�]�š�Ç�U���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�X���^���u�‰�o���•���Á���Œ�������o�•�}���š���•�š�������]�v���‰���Œ���o�o���o���}�v���������}�u�u���Œ���]���o�o�Ç�����À���]�o�����o�����W���Z���l�]�š�X�� 
�d�Z�����>���W���Z���~�õ�ñ�9�•���Á���•�����•�Ÿ�u���š���������Œ�}�µ�v�����í�ì�����}�‰�]���•�l�W���Z�����v�����W���Z�����8���]���v���Ç���Á���•�������š���Œ�u�]�v�����������}�À�����õ�ô�9���Á�]�š�Z��
�š�Z�����•�Ç�v�š�Z���Ÿ�����Z�E���X���d�Z�������v���o�Ç�Ÿ�����o���•�‰�����]�.���]�š�Ç���}�(���Z�d�r�W���Z�����•�•���Ç���Á���•�����À���o�µ���š�������]�v���•�]�o�]���}�����Ç�����o�]�P�v�]�v�P���š�Z�����š���Œ�P���š���W���Z��
�•�Ç�•�š���u�•�� �Á�]�š�Z�� �š�Z���� �����š�������•���•�� ���À���]�o�����o���� �}�v�� �E�����/�� �~�E���Ÿ�}�v���o�� �����v�š���Œ�� �(�}�Œ�� ���]�}�š�����Z�v�}�o�}�P�Ç�� �/�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v�•�X�� �d�Z����
���o�]�P�v�u���v�š�•�� �•�Z�}�Á�� �í�ì�ì�9���]�v�� �•�]�o�]���}�� �•�‰�����]�.���]�š�Ç�� �(�}�Œ�� �š�Z���� ���,���s�� �š���Œ�P���š������ �Œ���P�]�}�v�U�� ���v���� �v�}�� �Z�}�u�}�o�}�P�Ç�� �Á�]�š�Z�� �}�š�Z���Œ��
�‰���š�Z�}�P���v�•�X 
�d�Z�]�•�� �Á���•�� ���}�v�.�Œ�u������ ���Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�o�Ç�U�� ���•�� �š�Z���� �‰���v���,���s�� �Z�d�r�W���Z�� �•�µ�������•�•�(�µ�o�o�Ç�� �����š�����š������ ���o�o�� �ó�� ���,���s�� �•���Œ�}�š�Ç�‰���•�U��
�]�v���o�µ���]�v�P���d�µ�v�]�•�]���r�î�ì�î�í���•�š�Œ���]�v�•���Á�Z�]���Z�����u���Œ�P�������]�v�����µ�Œ�}�‰���U���Á�]�š�Z�}�µ�š���•�Z�}�Á�]�v�P�����v�Ç�����Œ�}�•�•�r�Œ�������Ÿ�}�v�•���Á�]�š�Z���v���]�š�Z���Œ��
���d�s���v�}�Œ���}�š�Z���Œ���‰���š�Z�}�P���v�•�X 
���}�u�‰���Œ�������š�}���������}�u�u���Œ���]���o�o�Ç�����À���]�o�����o�������>�/�^���U���/���À���š�[�•���Z�d�r�W���Z���P���À���������Œ�o�]���Œ�����‹���À���o�µ���•���Á�]�š�Z�������u�����v�����]�+���Œ���v������
�P���]�v���}�(���î�X�ô�����‹�X���� 
���o�}�v�P���Á�]�š�Z���š�Z�����/�����^���Œ�����v� �����,���s�����}�u�‰���Ÿ�Ÿ�}�v�����>�/�^���U���Á�Z�]���Z���]�•�����À���]�o�����o�����(�}�Œ���•�‰�����]�.�������,���s�����v�Ÿ���}���Ç�������š�����Ÿ�}�v�U��
�š�Z�����v���Á���‰���v���,���s���Z�d�r�W���Z�����o�o�}�Á�•���(�}�Œ���Œ���‰�]�������v�����������µ�Œ���š���������š�����Ÿ�}�v���}�(�����,���s�U���Œ���P���Œ���o���•�•���}�(���š�Z�����•���Œ�}�š�Ç�‰���X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����]���P�v�}�•�Ÿ���U�����,���s�U���Z�d�r�W���Z�U�����µ�‰�o���Æ 
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�W�ï�î�X�������v���Á�����o���•�•�]�����o���^�Á�]�v�����&���À���Œ���]�v���]�Œ�����š�����>�/�^�����(�}�Œ���Z���Œ�����‰�Œ�}�.�o�]�v�P�����v�����À�������]�v���Ÿ�}�v��
�u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P 
 
�>���µ�Œ�����K�o���P�v�}�v�í�Ž�U���'�µ�]�o�o���µ�u�����^���À���v�]���í�U�������Œ�]���v���>�]�u�}�Ì�]�v�í�U���>�}�b�������}�u�š���š�í�U���W�Z�]�o�]�‰�‰�����W�}�µ�Œ�‹�µ�]���Œ�í 

 

�í���/�v�v�}�À���Ÿ�À�������]���P�v�}�•�Ÿ���•���t���/�� �À���š�U���'�Œ�������o�•�U���&�Œ���v���� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���o���µ�Œ���X�}�o���P�v�}�v�›�]�v�v�}�À���Ÿ�À���r���]���P�v�}�•�Ÿ���•�X���}�u�� 
 
���o���•�•�]�����o�� �•�Á�]�v���� �(���À���Œ�� �~���^�&�•�� �]�•�� ���� �Z�]�P�Z�o�Ç�� ���}�v�š���P�]�}�µ�•���•�Á�]�v�������]�•�����•���������µ�•������ ���Ç�� �š�Z���� ���^�&�� �À�]�Œ�µ�•�� �~���^�&�s�U�� �P���v�µ�•��
�W���•�Ÿ�À�]�Œ�µ�•�•�U�����o�}�•���o�Ç���Œ���o���š�������š�}���š�Z�����Œ�µ�u�]�v���v�š���‰���•�Ÿ�À�]�Œ�µ�•���•���Á�Z�]���Z�������µ�•�������}�À�]�v�����s�]�Œ���o�����]���Œ�Œ�Z���������v�������}�Œ�����Œ�����]�•�����•���X 
�/�v���]�š�•�������µ�š�����(�}�Œ�u�U���š�Z�������]�•�����•�����]�•�����Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���������Ç���(���À���Œ�U�������‰�Œ���•�•�]�}�v�U���•�µ�‰���Œ�.���]���o�����v�����]�v�š���Œ�v���o���Z���u�}�Œ�Œ�Z���P���•�U���Z�]�P�Z��
�u�}�Œ���]���]�š�Ç�����v�����u�}�Œ�š���o�]�š�Ç�X���/�v���]�š�•�����Z�Œ�}�v�]�����(�}�Œ�u�U���š�Z�������o�]�v�]�����o���•�]�P�v�•�����Œ�����o���•�•���•���À���Œ���U�����v�����Œ�����}�À���Œ�Ç���]�•���}�������•�]�}�v���o�o�Ç���•�����v��
�]�v�� �u���š�µ�Œ���� ���v�]�u���o�•�X�� �d�Œ���v�•�‰�o�������v�š���o�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �Á�]�š�Z�� �o�}�Á�� �À�]�Œ�µ�o���v������ �À�]�Œ���o�� �•�š�Œ���]�v�•�� �}�L���v�� �Œ���•�µ�o�š�•�� �]�v�� �‰���Œ�•�]�•�š���v�š�o�Ç��
�]�v�(�����š�������‰�]�P�o���š�•�U���Œ���•�‰�}�v�•�]���o�����(�}�Œ���À�]�Œ�µ�•�����]�•�•���u�]�v���Ÿ�}�v�X 
�^���Œ�}�o�}�P�]�����o���š���•�š�•���•�µ���Z�����•���•���Œ�µ�u���v���µ�š�Œ���o�]�Ì���Ÿ�}�v���}�Œ�����v�Ì�Ç�u���r�o�]�v�l�������]�u�u�µ�v�}�•�}�Œ�����v�š�����•�•���Ç���~���>�/�^���•�����Œ�������}�u�u�}�v�o�Ç��
�µ�•�������(�}�Œ�����^�&�s�����v�Ÿ���}���]���•���u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P�X���/���À���š�����o�Œ�������Ç���}�+���Œ�•���������}�u�‰���Ÿ�Ÿ�À�������>�/�^�����~�����>�/�^���•�U���š�Z�����/�����^���Œ�����v� �����^�&��
���}�u�‰���Ÿ�Ÿ�}�v�����>�/�^�� ���(�}�Œ�����v�Ÿ�r���^�&�s�����î�r�P�o�Ç���}�‰�Œ�}�š���]�v�����v�Ÿ���}���Ç�������š�����Ÿ�}�v�X���/�v���š�Z�]�•���•�š�µ���Ç�U���Á���������•���Œ�]�����������v���Á���l�]�š�U���š�Z����
�/���� �^���Œ�����v� �� ���o���•�•�]�����o�� �^�Á�]�v���� �&���À���Œ�� ���î�� �/�v���]�Œ�����š�� ���>�/�^�����~�]���>�/�^���•�� �Á�Z�]���Z�� �Á�]�o�o�� ���o�o�}�Á�� �š�}�� ���•�•���•�•�� �š�Z�������v�Ÿ�r���^�&�s�� ���î�r
�P�o�Ç���}�‰�Œ�}�š���]�v�����v�Ÿ���}���]���•���Ÿ�š���Œ���]�v���•�Á�]�v�����•���Œ�µ�u���}�Œ���‰�o���•�u���U�������©���Œ���‹�µ���v�Ÿ�(�Ç�]�v�P���š�Z�������î���Œ���•�‰�}�v�•�������L���Œ���À�������]�v���Ÿ�}�v��
�}�Œ���v���š�µ�Œ���o���]�v�(�����Ÿ�}�v�X 
���]���P�v�}�•�Ÿ�����•�‰�����]�.���]�š�Ç���Á���•�����À���o�µ���š�������}�v���î�ð�ó���•�Á�]�v�����•���u�‰�o���•���(�Œ�}�u�����^�&�s�r�(�Œ�������Z���Œ���•���]�v���&�Œ���v�����U���Á�]�š�Z�}�µ�š���Z�]�•�š�}�Œ�Ç���}�(��
���^�&�s���À�������]�v���Ÿ�}�v���}�Œ���]�v�(�����Ÿ�}�v�X 
���]���P�v�}�•�Ÿ�����•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç���Á���•�����•�•���•�•�������µ�•�]�v�P���í�ó�õ���•�Á�]�v�����•���Œ�����•���u�‰�o���•���(�Œ�}�u���À�������]�v���š�������Z���Œ���•���]�v�����•�]���v�����}�µ�v�š�Œ�]���•�X��
�K�µ�š�� �}�(�� �š�Z���� �í�ó�õ�� �•���u�‰�o���•�U�� �õ�î�� �Á���Œ���� �š���•�š������ �]�v�� �‰���Œ���o�o���o�� �µ�•�]�v�P�� �š�Z�����]���>�/�^���U���š�Z���������>�/�^�������v���� �<�]�š�� ���U�� ���v�� �]�v���]�Œ�����š��
���}�u�u���Œ���]���o�o�Ç�����À���]�o�����o�������>�/�^���X�� 
�d�Á�}���•���Œ�µ�u���•���u�‰�o���•���(�Œ�}�u���À�������]�v���š�������‰�]�P�•�U���}�v�����Á�]�š�Z���������r�•�š�Œ���]�v���À�������]�v�������v�����}�v�����Á�]�š�Z�������Œ�����}�u���]�v���v�š�����î���•�µ���µ�v�]�š��
�À�������]�v���U���Á���Œ�����•���Œ�]���o�o�Ç�����]�o�µ�š���������v�����š���•�š�������]�v���‰���Œ���o�o���o���Á�]�š�Z�����o�o�����>�/�^���•�X�� 
�D�����•�µ�Œ������ �•�‰�����]�.���]�š�Ç�� �Á���•�� �õ�ô�X�ð�9�� �~���/�õ�ñ�9�W�� �õ�ñ�X�õ�9���r���õ�õ�X�ð�9�•�U�� �v�A�î�ð�ó�X�� �D�����•�µ�Œ������ �•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç�� �Á���•�� �õ�õ�X�ð�9�� �~���/�õ�ñ�9�W��
�õ�ò�X�ô�9���r���õ�õ�X�õ�9�•�U���v�A�í�ó�õ�X���K�µ�š���}�(���š�Z�����õ�î���À�������]�v���š�������•���u�‰�o���•�U���õ�ì�U���ô�õ�����v�����ò�ì���•���u�‰�o���•���Á���Œ�����(�}�µ�v�����‰�}�•�]�Ÿ�À�����Á�]�š�Z��
�š�Z���������>�/�^���U���š�Z�����]���>�/�^���U�����v�����<�]�š�����U���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�X 
�d�Z�������r�•�š�Œ���]�v���À�������]�v���š�������•���u�‰�o�����Á���Œ�����(�}�µ�v�����‰�}�•�]�Ÿ�À�����µ�v�Ÿ�o�����]�o�µ�Ÿ�}�v���í�W�ï�î���Á�]�š�Z���š�Z�����ï�����>�/�^���•�X���d�Z�����Œ�����}�u���]�v���v�š�����î��
�•�µ���µ�v�]�š���À�������]�v���š�������•���u�‰�o�����Á���Œ�����(�}�µ�v�����‰�}�•�]�Ÿ�À�����µ�v�Ÿ�o�����]�o�µ�Ÿ�}�v���í�W�î�ñ�ò�U���í�W�í�î�ô�����v�����í�W�ï�î���Á�]�š�Z���š�Z���������>�/�^���U���š�Z�����]���>�/�^����
���v�����<�]�š�����U���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�X 
�d�Z�����/�����^���Œ�����v� �����^�&���]�v���]�Œ�����š�����>�/�^���������u�}�v�•�š�Œ���š���•���P�}�}�����•�‰�����]�.���]�š�Ç�����8���]���v�š�o�Ç�������š�����š�•�����v�Ÿ�r���^�&�s�����î�����v�Ÿ���}���]���•��
���v�����•�Z�}�Á�•���Z�]�P�Z�����v���o�Ç�Ÿ�����o���•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç�U�������o�]�À���Œ�]�v�P���]�u�‰�Œ�}�À�������Œ���•�µ�o�š�•�����}�u�‰���Œ�������š�}���<�]�š�����X�� 
�d�Z�����v���Á���]���>�/�^�����]�•�������Œ���o�]�����o�����š�}�}�o���(�}�Œ���š�Z���������š�����Ÿ�}�v���}�(���‰�]�P�����v�Ÿ���}���]���•�����]�Œ�����š���������P���]�v�•�š�����^�&�s�X���&�µ�Œ�š�Z���Œ���Á�}�Œ�l���]�•���v�}�Á��
�}�v�P�}�]�v�P�� �š�}�� �.�v���o�]�Ì���� ���� �‹�µ���v�Ÿ�š���Ÿ�À���� ���‰�‰�Œ�}�����Z�� ���o�o�}�Á�]�v�P�� ���v�Ÿ���}���Ç���Ÿ�š���Œ�������š���Œ�u�]�v���Ÿ�}�v�X�� ���v�Ç�� ���}�o�o�����}�Œ���Ÿ�}�v��
�Á���o���}�u�����J�� 
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�W�ï�ï�X�������v���Á���Z�]�P�Z�o�Ç���‰���Œ�(�}�Œ�u���v�š�����}�u�‰���Ÿ�Ÿ�À�������>�/�^�����(�}�Œ���š�Z���������š�����Ÿ�}�v���}�(�������•�v�}�]�Ÿ����
�����•�v�}�]�Ÿ�����v�Ÿ���}���]���•���]�v�������©�o�� 
 
�>���µ�Œ�����K�o���P�v�}�v�í�U���'�µ�]�o�o���µ�u�����^���À���v�]���í�U�������Œ�]���v���>�]�u�}�Ì�]�v�í�U���>�}�b�������}�u�š���š�í�U���W�Z�]�o�]�‰�‰�����W�}�µ�Œ�‹�µ�]���Œ�í�X 
 
�í���/�v�v�}�À���Ÿ�À�������]���P�v�}�•�Ÿ���•���r���/���À���š�U���'�Œ�������o�•���~�ï�ð�•�U���&�Œ���v���� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���o���µ�Œ���X�}�o���P�v�}�v�›�]�v�v�}�À���Ÿ�À���r���]���P�v�}�•�Ÿ���•�X���}�u�� 
 
�����•�v�}�]�Ÿ�}�•�]�•�� �]�•�� ���� �À�����š�}�Œ�r���}�Œ�v���� ���]�•�����•���� ���µ���� �š�}�� ���v�� ���‰�]���}�u�‰�o���Æ���v�� �‰���Œ���•�]�š���U�������•�v�}�]�Ÿ���� �����•�v�}�]�Ÿ���~�����•�U�������µ�•�]�v�P��
�����}�v�}�u�]�����o�}�•�•���•�����v�����]�v���Œ�����•�]�v�P���u�}�Œ�š���o�]�š�Ç�X�������•�v�}�]�Ÿ�}�•�]�•���Á���•�����o���•�•�]�.���������•�����v�����u���Œ�P�]�v�P�����]�•�����•�����]�v�����µ�Œ�}�‰���X�����•��
�]�����v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v���}�(���•���Œ�}�‰�}�•�]�Ÿ�À�������v�]�u���o�•���]�•�������l���Ç���š�}�����}�v�š�Œ�}�o���š�Z�������]�•�����•���U���•���Œ�}�o�}�P�]�����o���š�}�}�o�•���•�µ���Z�����•�����>�/�^���U���Á���•�š���Œ�v��
���o�}�š���~�t���•���}�Œ���/�&���d���‰�o���Ç���������Œ�µ���]���o���Œ�}�o�����(�}�Œ�����������]���P�v�}�•�]�•�X���D�}�•�š���}�(���š�Z�������}�u�u���Œ���]���o�o�Ç�����À���]�o�����o�������>�/�^�����l�]�š�•�����Œ���������•������
�}�v�� ���v�� �]�v���]�Œ�����š�� �u���š�Z�}���X�� �d�}�� �]�u�‰�Œ�}�À�����������•���Œ�}�o�}�P�]�����o�� ���]���P�v�}�•�]�•�U�� �/�v�v�}�À���Ÿ�À���� ���]���P�v�}�•�Ÿ���•�� �Z���•�� �P���v���Œ���š������ �•���À���Œ���o��
�u�}�v�}���o�}�v���o�����v�Ÿ���}���]���•�����v�����š�Z�����u�}�•�š���‰�Œ�}�u�]�•�]�v�P���}�v�����Á���•���µ�•�������š�}�������À���o�}�‰�������v���Á�����o�}���l�]�v�P�����>�/�^�����~�����>�/�^���•�X�� 
���>�/�^�����š���•�Ÿ�v�P���Á���•���‰���Œ�(�}�Œ�u���������•�������•���Œ�]���������]�v���š�Z�����l�]�š���]�v�•���Œ�š�X�����]���P�v�}�•�Ÿ�����•�‰�����]�.���]�š�Ç���Á���•�����À���o�µ���š�������}�v���ñ�ì�ì�������©�o����
�•���Œ�����•���u�‰�o���•���(�Œ�}�u�����}�À�]�v���������•�v�}�]�Ÿ�}�•�]�•�r�(�Œ�������Z���Œ���•���Á�]�š�Z�}�µ�š���Z�]�•�š�}�Œ�Ç���}�(�������•�v�}�]�Ÿ�}�•�]�•�����v���l�}�Œ���Á�]�š�Z���Œ���P�µ�o���Œ���v���P���Ÿ�À����
�•���Œ�}�o�}�P�]�����o���Œ���•�µ�o�š�•�X 
���]���P�v�}�•�Ÿ�����•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç���Á���•�����À���o�µ���š�������}�v���î�ì�ì�������©�o�����•���Œ�����•���u�‰�o���•���(�Œ�}�u���&�Œ���v�����U���Á�Z�]���Z���‰�}�•�]�Ÿ�À�����•�š���š�µ�•���Z�������������v��
�����š���Œ�u�]�v���������Ç���t���X�� 
�d�}�� ���Z�����l�� �š�Z���� �����•���v������ �}�(�� ���Œ�}�•�•�r�Œ�������Ÿ�}�v�•�� �Á�]�š�Z�� �}�š�Z���Œ�� ���‰�]���}�u�‰�o���Æ���v�� �‰�Œ�}�š�}�Ì�}���U�� �í�ì�� ���v���� �ñ�� �����©�o���� �•���Œ���� �~�&�Œ���v�����•��
�Z���À�]�v�P�������•���Œ�}�‰�}�•�]�Ÿ�À�����•�š���š�µ�•�����}�v�.�Œ�u���������Ç���š�Z�����/�����^���Œ�����v� ���E���}�•�‰�}�Œ���������v�]�v�µ�u���/�v���]�Œ�����š�����>�/�^�������v�����š�Z�����/�����^���Œ�����v� ��
�d�}�Æ�}�‰�o���•�u�}�•�]�•���/�v���]�Œ�����š�����>�/�^���U���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�U���Á���Œ�����š���•�š�������Á�]�š�Z���š�Z�����/�����^���Œ�����v� �������•�v�}�]�Ÿ�������}�u�‰���Ÿ�Ÿ�}�v�X 
�Z���‰�����š�����]�o�]�š�Ç�U���•�š�����]�o�]�š�Ç�U���Œ�}���µ�•�š�v���•�•�����v�����]�v�š���Œ�o�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���Œ���‰�Œ�}���µ���]���]�o�]�š�Ç���Á���Œ�������o�•�}�����À���o�µ���š�����X�� 
�D�����•�µ�Œ�������•�‰�����]�.���]�š�Ç���Á���•���í�ì�ì�X�ì���9���~���/�õ�ñ�9�W���õ�õ�X�î���9���r���í�ì�ì�X�ì���9�•�X���D�����•�µ�Œ�������•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç���Á���•���í�ì�ì�X�ì���9���~���/�õ�ñ�9�W���õ�ô�X�í��
�9���r���í�ì�ì�X�ì���9�•�X���d�Z�����‰���Œ�����v�š���P�����}�(�����}�Œ�Œ���o���Ÿ�}�v���Á�]�š�Z���š�Z�����t�����Á���•���í�ì�ì�9�U���]�v���]�����Ÿ�v�P���‰���Œ�(�����š�����P�Œ�����u���v�š�X�� 
���o�o���E���}�•�‰�}�Œ���� �����v�]�v�µ�u���}�Œ���d�}�Æ�}�‰�o���•�u���� �P�}�v���]�]���•���Œ�}�‰�}�•�]�Ÿ�À���� �•���u�‰�o���•�� �Á���Œ���� �(�}�µ�v���� �v���P���Ÿ�À���� �Á�]�š�Z�� �š�Z���� �����>�/�^���U��
�]�v���]�����Ÿ�v�P�� �P�}�}���� ���Æ���o�µ�•�]�À�]�š�Ç�X�� �Z���‰�����š�����]�o�]�š�Ç�U�� �•�š�����]�o�]�š�Ç�U�� ���v���� �Œ�}���µ�•�š�v���•�•�� �Á���Œ���� �À���o�]�����š�����X�� �d�Z���� �]�v�š���Œ�r�o�����}�Œ���š�}�Œ�Ç��
�Œ���‰�Œ�}���µ���]���]�o�]�š�Ç���Á���•���P�}�}���U�����•���š�Z�������}���8���]���v�š�•���}�(���À���Œ�]���Ÿ�}�v���Á���Œ�����]�v�(���Œ�]�}�Œ���š�}���í�ñ�9�X 
�d�Z���� �/���� �^���Œ�����v� �� �����•�v�}�]�Ÿ���� ���}�u�‰���Ÿ�Ÿ�}�v�� ���>�/�^���� ���8���]���v�š�o�Ç�� �����š�����š�•�� �‰�}�•�]�Ÿ�À���� ���v�]�u���o�•�U�� �����u�}�v�•�š�Œ���š���•�� ���Æ�����o�o���v�š��
�•�‰�����]�.���]�š�Ç�� ���v���� ���Æ�����o�o���v�š�� ���}�Œ�Œ���o���Ÿ�}�v�� �Á�]�š�Z�� �š�Z���� �t���X�� �� �&�µ�Œ�š�Z�µ�Œ�u�}�Œ���U�� �š�Z���� �l�]�š�� �‰���Œ�(�}�Œ�u���v�����•�� ���}�u�‰�o�Ç�� �Á�]�š�Z�� �š�Z����
�Œ���‹�µ�]�Œ���u���v�š�•���}�(���š�Z�����&�Œ���v���Z�����Æ�‰���Œ�š���>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ�������•�v�}�]�Ÿ�}�•�]�•���~���E�^���^�•�X 
�d�Z�����v���Á���/�����^���Œ�����v� �������������>�/�^�����]�•�������Œ���o�]�����o�����š�}�}�o���(�}�Œ���š�Z���������š�����Ÿ�}�v���}�(�������©�o�������v�Ÿ���}���]���•�����]�Œ�����š���������P���]�v�•�š�������•�v�}�]�Ÿ��
�����•�v�}�]�Ÿ�X�� �d�Z�]�•�� �v���Á�� �l�]�š�� �Á�]�o�o�� �Œ���]�v�(�}�Œ������ �/���À���š�[�•�� �µ�v�]�‹�µ���� ���Æ�‰���Œ�Ÿ�•���� �]�v�� �����•�v�}�]�Ÿ�}�•�]�•�� ���]���P�v�}�•�Ÿ���•�U�� �}�+���Œ�]�v�P���š�Z���� �u�}�•�š��
���}�u�‰�o���š�����Œ���v�P���U���Á�]�š�Z���l�]�š�•���(�}�Œ�����µ�o�l���š���v�l���u�]�o�l���•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����U���u�]�o�l���}�Œ���•���Œ�µ�u���š���•�Ÿ�v�P�X 
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�W�}�µ�Œ�‹�µ�]���Œ�í 
 
�í���/�v�v�}�À���Ÿ�À�������]���P�v�}�•�Ÿ���•���r���/���À���š�U���ï�í�ì���Œ�µ�����o�}�µ�]�•���‰���•�š���µ�Œ�U���ï�ð�ó�õ�ì���'�Œ�������o�•�U���&�Œ���v���� 
2 CIRAD, INRAE, UMR ASTRE, University of Montpellier, 34398 Montpellier, France 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�������Œ�]���v�X�o�]�u�}�Ì�]�v�›�]�v�v�}�À���Ÿ�À���r���]���P�v�}�•�Ÿ���•�X���}�u���� 
 
�Z�]�L�� �s���o�o���Ç�� �(���À���Œ�� �~�Z�s�&�•�� �]�•�� ���� �Ì�}�}�v�}�Ÿ���� ���]�•�����•���� �����µ�•�]�v�P�� ���v�� �����µ�š���� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �]�v�� ���}�u���•�Ÿ���� �Œ�µ�u�]�v���v�š�•�U�� �Á�]�š�Z�� ���� �Z�]�P�Z��
�u�}�Œ�š���o�]�š�Ç���Œ���š�������u�}�v�P���Ç�}�µ�v�P�����v�]�u���o�•�X���/���À���š�������À���o�}�‰�����������u�µ�o�Ÿ�•�‰�����]���•�������>�/�^�����(�}�Œ���š�Z���������š�����Ÿ�}�v���}�(���Z�s�&�s���•�‰�����]�.����
���v�Ÿ���}���]���•�U�����v�����Œ�µ�u�]�v���v�š���Z�s�&�s���•�‰�����]�.�����/�P�D�����v�Ÿ���}���]���•�X���&���•�š�����v�����Œ���o�]�����o�����š�}�}�o�•�����Œ�����v�������������š�}���Œ���‰�]���o�Ç�����]���P�v�}�•����
�•�µ�•�‰�����š���������o�]�v�]�����o�������•���•�X 
�� �]���P�v�}�•�Ÿ�����‰���Œ�(�}�Œ�u���v�����•���}�(�������v���Á���‰���v�r�•�]�������š���•�š���š�}�������š�����š���Z�s�&�s���]�v���o���•�•���š�Z���v���í�ñ���u�]�v�µ�š���•�W���š�Z�����/�����Z���‰�]��� ���Z�]�L��
�s���o�o���Ç���(���À���Œ���]�•���‰�Œ���•���v�š�������Z���Œ���X�� 
�d�Z���� �š���•�š�� �]�•�� �����•������ �}�v�����]�}�o�}�P�]�����o�� �u���š���Œ�]���o�•�� �Œ���]�•������ ���š�� ���/�Z������ �~���!�š�Œ���r�^�}�•�•���Z�� ���X�����š�����o�X�U�� �î�ì�í�õ�•�X�����v�Ÿ�r�Z�s�&�s��
�v�µ���o���}�����‰�•�]���r�•�‰�����]�.�������v�Ÿ���}���]���•�����Œ�������}�µ�v�����š�}�����}�o�o�}�]�����P�}�o�����‰���Œ�Ÿ���o���•���}�Œ���]�u�u�}���]�o�]�Ì�������}�v�š�}���š�Z�����u���u���Œ���v�����š���•�š��
�o�]�v���X���������}�v�š�Œ�}�o���o�]�v�����À���o�]�����š���•���š�Z�����u�]�P�Œ���Ÿ�}�v�X���d�Z�����l�]�š�����}�v�š���]�v�•�������u�]�P�Œ���Ÿ�}�v�����µ�+���Œ�����Œ�}�‰�‰���Œ�����v�����u�]���Œ�}�‰�]�‰���©���•���(�}�Œ��
�•���u�‰�o�����š�Œ���v�•�(���Œ���~�í�ñ���R�o���•���Œ�µ�u�U���ï�ì���R�o�����o�}�}���•�X�� 
���]���P�v�}�•�Ÿ���� �•�‰�����]�.���]�š�Ç�� �Á���•�� ���•�•���•�•������ ���Ç�� �š���•�Ÿ�v�P�� �ñ�ô�ì�� �v���P���Ÿ�À���� �•���Œ���� �~�î�õ�î�� �����©�o���U�� �õ�ò�� �•�u���o�o�� �Œ�µ�u�]�v���v�š�•�� ���v���� �í�õ�î��
�����u���o�]���•�•�����v�����í�ô�ð���Z���‰���Œ�]�v�]�Ì�������Á�Z�}�o�������o�}�}�����~�����©�o���•���(�Œ�}�u���Z�s�&���(�Œ���������Œ�����•�X 
���v���o�Ç�Ÿ�����o���•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç���Á���•�����À���o�µ���š�������µ�•�]�v�P�������Ÿ�š�Œ���š�������Z�s�&�s���•�š�Œ���]�v���~�^�u�]�š�Z���µ�Œ�v�•���•�‰�]�l�������]�v���v���P���Ÿ�À�����Á�Z�}�o�������o�}�}����
�}�Œ���•���Œ�µ�u���~���}�À�]�v�������v���������‰�Œ�]�v���•�X�� 
�D�����•�µ�Œ�������•�‰�����]�.���]�š�Ç���}�v���•���Œ�µ�u���Á���•���õ�õ�X�ó�9���~�õ�ô�X�í���t���õ�õ�X�õ�9�•���(�}�Œ�������©�o���U���õ�õ�X�ì�9���~�õ�ð�X�ï���t���õ�õ�X�í�9�•���(�}�Œ���•�u���o�o���Œ�µ�u�]�v���v�š�•��
���v�����í�ì�ì�9���~�õ�ô�X�ì���t���í�ì�ì�9�•���(�}�Œ�������u���o�]���•�V���}�v�����}�À�]�v�����Á�Z�}�o�������o�}�}�����Á���•���õ�ô�X�õ�9���~�õ�ò�X�í�9���t���õ�õ�X�ó�9�•�X 
�&�}�Œ���š�Z�]�•���D�������‰���]�Œ�U���]�v���o�µ�•�]�À�]�š�Ç���Z�������������v���‰�Œ���À�]�}�µ�•�o�Ç�����•�•���•�•�������µ�•�]�v�P�����]�+���Œ���v�š���Z�s�&�s���À�]�Œ���o���•�š�Œ���]�v�•�U�����o�o���•�µ�������•�•�(�µ�o�o�Ç��
�����š�����š�����U���]�v���]�����Ÿ�v�P���í�ì�ì�9�� �]�v���o�µ�•�]�À�]�š�Ç�X�����Æ���o�µ�•�]�À�]�š�Ç�� �Á�]�š�Z���G���À�]�À�]�Œ�µ�•���•�� ���v�������o�‰�Z���À�]�Œ�µ�•���•���Á���Œ�������o�•�}�����}���µ�u���v�š�����U��
���Æ���o�µ���]�v�P���‰�}�•�•�]���o�������Œ�}�•�•�r�Œ�������Ÿ�À�]�š�Ç���Á�]�š�Z���}�š�Z���Œ���À�]�Œ���o���P���v���Œ�����Á�]�š�Z���•���u�������o�]�v�]�����o���(�����š�µ�Œ���•�X�����d�Z�����o�]�u�]�š���}�(�������š�����Ÿ�}�v��
�~�>�K���•�� �Á���•�� �ï�X�ñ�Æ�í�ì�ï���‰�(�µ�� �(�}�Œ�� �•���Œ�µ�u�U�� ���v���� �ó�X�ñ�� �Æ�í�ì�ð���‰�(�µ�� �(�}�Œ�� �Á�Z�}�o���� ���o�}�}���X�� ���]���P�v�}�•�Ÿ���� �•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç�� �}�v�� �•���Œ�µ�u�� �}�(�� ����
�‰�Œ���À�]�}�µ�•�� �•�]�u�]�o���Œ�� �š���•�š�� �Z���À�]�v�P�� �š�Z���� �•���u���� �>�K���� �Á���•�� �‰�Œ���À�]�}�µ�•�o�Ç�� ���•�•���•�•������ ���Ç�� �š���•�Ÿ�v�P�� �î�ñ�� �]�•�}�o���š������ �•�š�Œ���]�v�•�� �}�(�� �(�Œ�}�u��
���]�+���Œ���v�š���P���}�P�Œ���‰�Z�]�����o���}�Œ�]�P�]�v�•���u�]�u�]���l�]�v�P�����o�]�v�]�����o���•�‰�����]�u���v�•�����v�����í�ì�� ���o�]�v�]�����o���•���u�‰�o���•���(�Œ�}�u���š�Z�����î�ì�í�õ���D���Ç�}�©����
�}�µ�š���Œ�����l�U���Á�Z�]���Z���Á���Œ�����‰�}�•�]�Ÿ�À�������Ç���Z�d�‹�W���Z���~���]�Œ�������š�����o�X�U���î�ì�ì�ó�•�X�����]���P�v�}�•�Ÿ�����•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç���Á���•���í�ì�ì�9���~���/�õ�ñ�9�W���õ�ì�U�í���t���í�ì�ì��
�v���A���ï�ñ�•�X�� 
�d�Z�����/���� �Z���‰�]��� �� �Z�]�L�� �s���o�o���Ç���(���À���Œ�� ���v�Ÿ�P���v�������u�}�v�•�š�Œ���š���•�� �À���Œ�Ç�� �Z�]�P�Z�� �o���À���o�•�� �}�(�� �•�‰�����]�.���]�š�Ç�� ���v���� �]�v���o�µ�•�]�À�]�š�Ç�U�� ���v���� ����
�•���v�•�]�Ÿ�À�]�š�Ç���o���À���o���������‰�š�������š�}�������•�‰�����]�.���U���������µ�Œ���š�������v�����Œ���‰�]���������š�����Ÿ�}�v���}�(���Z�s�&�s���]�v���•���Œ�µ�u���}�Œ���Á�Z�}�o�������o�}�}���X���/�š���]�•������
�Œ���o�]�����o�����š�}�}�o�������o�����š�}�����}�v�.�Œ�u�������Z�s�&�����o�]�v�]�����o���•�µ�•�‰�]���]�}�v�����v�������v�Z���v�������À�]�Œ�µ�•�������š�����Ÿ�}�v�����µ�Œ�]�v�P�����v���}�µ�š���Œ�����l���]�v���o���•�•��
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This research presents the current state of the most important bacterial zoonoses, tuberculosis, brucellosis, 
Q fever and leptospirosis in domestic animals in Croatia. Tuberculosis, together with brucellosis, represent 
the world's most widespread bacterial zoonosis, and in addition to being a public health problem they also 
cause large economic losses. Q fever as an endemic disease of the coastal area and leptospirosis which 
represents one large natural focus of almost entire continental part of Croatia are constantly present diseases 
in our country, causing economical and health problems.  
The animals had been sampled between 2017 and 2022 as part of programs run by the Croatian Ministry of 
Agriculture to eradicate and monitor the mentioned diseases. Disease diagnosis was carried out by 
serological, bacteriological and molecular methods specific to each disease. 
The results for each disease are shown below in Table 1. 
Regarding to brucellosis, we can see the successful implementation of the national program for disease 
control. There are still some cases of tuberculosis, mainly in fattening herds. Implementation of eradication 
programme for tuberculosis is in line with the new EU requirements, which now imposes additional testing 
and includes fattening animals, should accelerate disease eradication. Control of Q fever is necessary to 
prevent the uncontrolled spread of the disease to people in endemic areas. In the case of leptospirosis, we 
search only cattle abortions which leads to incomplete information about the prevalence. 
 
Keywords:  tuberculosis, brucellosis, Q fever, leptospirosis, zoonosis 
 

Table 1. Number of confirmed infections (establishments) in Croatia in the period 2017-2022 
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�W�ï�ò�X���'���v���Ÿ���� ���]�À���Œ�•�]�š�Ç�� �}�(�� �Œ�}�š���À�]�Œ�µ�•���•�� �]�v�� �Z�����o�š�Z�Ç�� ���v���� ���]���Œ�Œ�Z���]���� �‰�]�P�•�� �]�v�� �š�Z����
�W�Z�]�o�]�‰�‰�]�v���•������ 
 
���}�o�����v���W���v�P�]�o�]�v���v�í�Ž�U���'���}�v�]�v�����E�}�Œ�]���o�����}�Œ�v�����Ç�í�U���Z�}�Z���v�]���E���À���Œ�Œ�}�í 
 
�í���E���Ÿ�}�v���o���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���D�}�o�����µ�o���Œ�����]�}�o�}�P�Ç�����v�������]�}�š�����Z�v�}�o�}�P�Ç�U���E���Ÿ�}�v���o���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���•���}�(���,�����o�š�Z�r���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���š�Z�����W�Z�]�o�]�‰�‰�]�v���•��
�D���v�]�o���U���D���v�]�o�������]�š�Ç�U���W�Z�]�o�]�‰�‰�]�v���• 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����u�‰���v�P�]�o�]�v���v�›�µ�‰�X�����µ�X�‰�Z�� 
 
Rotavirus (RV) is one of the major diarrhea-causing agents in pig populations worldwide. In the Philippines, 
the prevalence of rotavirus infections in pig farms is not monitored and the economic impact of the pathogen 
is poorly described. In this study, the fecal viral composition of healthy and diarrheic pigs from the Philippines 
was characterized using high-throughput sequencing to generate the full genome of rotaviruses circulating 
in the country. 
�^�š�}�}�o���•���u�‰�o���•���Á���Œ�������}�o�o�����š�������(�Œ�}�u�������µ�o�š���‰�]�P�•���]�v���}�v�������}�u�u���Œ���]���o�����v�����}�v�����������l�Ç���Œ�����(���Œ�u�X���Z�E�����Á���•�����Æ�š�Œ�����š������
�(�Œ�}�u�� �]�v���]�À�]���µ���o�� �•���u�‰�o���•�����v���� �‰�}�}�o������ �������}�Œ���]�v�P���š�}�� ���}�v�����v�š�Œ���Ÿ�}�v�X�������š�}�š���o�� �}�(���ò�����]���Œ�Œ�Z���]���� ���v���� �ñ�� �Z�����o�š�Z�Ç���‰�}�}�o�•��
�Á���Œ�����•���‹�µ���v���������µ�•�]�v�P���š�Z�����E�}�À���^���‹���‰�o���ž�}�Œ�u�����v�����•�µ���•���‹�µ���v�š���À�]�Œ���o���u���š���P���v�}�u�]�������]�}�]�v�(�}�Œ�u���Ÿ���•�����v���o�Ç�•�]�•���Á���•��
�‰���Œ�(�}�Œ�u������ �µ�•�]�v�P�� ���v�� �]�v�r�Z�}�µ�•���� �‰�]�‰���o�]�v���X�� �Z�}�š���À�]�Œ�µ�•�r���•�•�}���]���š������ �Œ�������•�� �Á���Œ���� �•�µ���i�����š������ �š�}�� ���}�Á�v�•�š�Œ�����u�� ���v���o�Ç�•�]�•��
���v�����‰�Z�Ç�o�}�P���v���Ÿ�����š�Œ�����•���(�}�Œ���s�W�ð�����v�����s�W�ó���Á���Œ�������}�v�•�š�Œ�µ���š�������µ�•�]�v�P���š�Z�����D���'�����•�}�L�Á���Œ���X 
�t�Z�]�o���� �]�v�]�Ÿ���o�� ���v���o�Ç�•�]�•�� �•�Z�}�Á������ �š�Z���š�� �Z�s�� ���v���� �}�š�Z���Œ���‰�}�Œ���]�v���� ���v�š���Œ�]���� �À�]�Œ�µ�•���•���Á���Œ���� �(�}�µ�v���� �]�v�� ���}�š�Z�����}�Z�}�Œ�š�•�U���š�Z���•����
�À�]�Œ�µ�•���•�����}�u�]�v���š�������š�Z�����À�]�Œ���o���u���š���P���v�}�u�����}�(�����]���Œ�Œ�Z���]�����‰�]�P�•�X���D�}�Œ���}�À���Œ�U���}�v�o�Ç���Z�s���Z�����������Z�]�P�Z���Œ�������š�����Ÿ�}�v���Œ���š�����]�v��
���]���Œ�Œ�Z���]���� �‰�]�P�•�� �š�Z���v�� �š�Z���� �Z�����o�š�Z�Ç�� ���}�Z�}�Œ�š�X�� �Z�s���U�� �Z�s���U�� ���v���� �Z�s�����Á���Œ���� �(�}�µ�v���� �����Œ�}�•�•�� ���o�o�� �‰�}�}�o�•�U�� �Z�}�Á���À���Œ�� �Z�s�,�r
���•�•�}���]���š�������Œ�������•���Á���Œ�����}�v�o�Ç�������š�����š�������]�v���š�Z�����Z�����o�š�Z�Ç���•���u�‰�o���•�X���'���v�}�š�Ç�‰�������Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����]�v�(�����Ÿ�v�P���Z�s����
�•�š�Œ���]�v�•���µ�•�]�v�P���s�W�ó�����v�����s�W�ð���]�����v�Ÿ�.�������'�ï�U���'�ñ�U���'�õ�U���'�î�ò�U���W�€�í�ï�•�����v�����W�€�î�ï�•�����•���š�Z�����‰�Œ�����}�u�]�v���Ÿ�v�P���P���v�}�š�Ç�‰���•���]�v���š�Z����
�•���u�‰�o���•�X���d�Z�����‰�Œ���•���v�������}�(���Z�s���Œ�������•���]�v�����}�š�Z�����]���Œ�Œ�Z���]�������v�����Z�����o�š�Z�Ç���•���u�‰�o���•���•�µ�‰�‰�}�Œ�š���‰�Œ���À�]�}�µ�•���Œ���‰�}�Œ�š�•���}�v���š�Z����
���•�Ç�u�‰�š�}�u���Ÿ�������]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����À�]�Œ�µ�•�X�� 
�d�Z�]�•�� �Á�}�Œ�l�� �‰�Œ�}�À�]�����•�� �š�Z���� �.�Œ�•�š�� �(�µ�o�o�� �P���v�}�u���� ���Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v�� �}�(�� �Z�s�� �•�‰�����]���•�� �‰�Œ���•���v�š�� �]�v�� �W�Z�]�o�]�‰�‰�]�v���� �‰�]�P�� �•���u�‰�o���•�X��
�/�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v���}�v���š�Z�������]�Œ���µ�o���Ÿ�v�P���P���v�}�š�Ç�‰���•���Á�]�o�o�����o�•�}�������v���.�š�����}�š�Z�����v�]�u���o�����v�����‰�µ���o�]�����Z�����o�š�Z���•�š���l���Z�}�o�����Œ�•�����•���š�Z���Ç��
�����À���o�}�‰���u�����•�µ�Œ���•���š�}�����}�v�š�Œ�}�o���Z�s�����]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���]�v���‰�]�P�����v�����Z�µ�u���v���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�•�X���'�]�À���v���]�š�•�������š�����Ÿ�}�v���]�v���Z�����o�š�Z�Ç���‰�}�}�o�•�U��
�š�Z�������+�����š���}�(���Z�s�����]�v�(�����Ÿ�}�v���]�v���š�Z�����‰�]�P���]�v���µ�•�š�Œ�Ç���u�µ�•�š���������(�µ�Œ�š�Z���Œ���•�š�µ���]�������š�}�����•�š�����o�]�•�Z���]�š�•���Œ�}�o�����]�v���š�Z���������µ�•���Ÿ�}�v���}�(��
���]���Œ�Œ�Z�����X�� 
 
Keywords: diarrhea, rotavirus, viral metagenomics, Philippines 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�������}�Œ�������l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���š�Z�����W�Z�]�o�]�‰�‰�]�v���•���D���v�]�o�����t���E���Ÿ�}�v���o���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���•���}�(���,�����o�š�Z���~�h�W�D�r�E�/�,�•��
�&�����µ�o�š�Ç���'�Œ���v�š 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

mailto:cmpangilinan@up.edu.ph


 

������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������ 

�W
���

P
���ô
�õ 

 
 

�W�ï�ó�X���^�µ�Œ�À���]�o�o���v���������v���������š�����Ÿ�}�v���}�(���>�Ç�•�•���À�]�Œ�µ�•���]�v���š�Z�����h�<�������š���W�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v 
�� 
�Z�������l���Z�� �t�]�o�l�]���í�Ž�U���>���]�P�Z���d�Z�}�Œ�v���í�U���^�Z�Á���š���� �^�Z�µ�l�o���í�U���D���P���v�� �'�}�o���]�v�P�í�U���>�]�•�����t�}�Œ�o�����P���î�U���Z�}���]�v�� �'���(�µ�Œ�í�U���>�}�Œ�Œ���]�v����
�D�����o�Z�]�v�v���Ç�í 
 
�í���d�Z�������v�]�u���o�����v�����W�o���v�š���,�����o�š�Z�����P���v���Ç�U���t���Ç���Œ�]���P���U���h�v�]�š�������<�]�v�P���}�u 
�î�������š�����}�v�•���Œ�À���Ÿ�}�v���d�Œ�µ�•�š�U���>�}�v���}�v�U���h�v�]�š�������<�]�v�P���}�u 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���Z�������l���Z�X�t�]�o�l�]���›���‰�Z���X�P�}�À�X�µ�l�� 
 
Rabies is a zoonotic disease caused by viruses in the genus Lyssavirus. Whilst classical rabies virus (RABV) is 
no longer present in the UK, European bat lyssavirus 1 (EBLV-1) and European bat lyssavirus 2 (EBLV-2) have 
been detected in UK bat species. The UK passive bat surveillance programme has been ongoing since 1987. 
Following the death of a bat conservationist in Scotland 2002 the number of bats submitted to the 
programme increased by over 70% within a year. Out of the 17 resident and breeding bat species found in 
the UK, lyssavirus has only ever been isolated in two species: namely EBLV-2 in �����µ�����v�š�}�v�[�• bats (Myotis 
daubentonii) and EBLV-1 in serotine bats (Eptesicus serotinus). The programme prioritises the testing of any 
bats submitted that have bitten, licked or scratched humans or other susceptible animal species.  
Testing of submitted bats is done using a combination of fluorescent antibody test, reverse transcription-PCR 
and the rabies tissue culture inoculation test.  
Since 1987 over 40 cases of lyssavirus have been detected in the UK. With 28 being EBLV-2 over 26 years and 
20 EBLV-1 in just 4 years. EBLV-1 has exclusively been detected in the southwest of the UK whereas EBLV-2 
cases have been distributed throughout Great Britain. 
�d�Z���Œ�����Z���•���������v���������}�v�•�]�•�š���v�š�������š�����Ÿ�}�v���}�(�������>�s�r�î���]�v���š�Z�����h�<���(�}�Œ���}�À���Œ���î�ì���Ç�����Œ�•�U�����µ�š���š�Z�����v�µ�u�����Œ�•�������š�����š�������Z���À����
�]�v���Œ�����•�������•�]�v�������î�ì�í�ð�X���d�Z�����Œ�������v�š���]�v���µ�Œ�•�]�}�v���}�(�������>�s�r�í���]�v�š�}���š�Z�����h�<���•�µ�P�P���•�š�•���š�Z���š���š�Z���Œ�������}�µ�o���������������š�����Ÿ�}�v���}�(��
�}�š�Z���Œ���o�Ç�•�•���À�]�Œ�µ�•���(�}�µ�v�����]�v���}�š�Z���Œ�����µ�Œ�}�‰�����v�����}�µ�v�š�Œ�]���•�X���d�Z�����•���Z���u�����]�•�����Æ�‰���v���]�v�P���š�}���š���•�Ÿ�v�P�������š���•�‰�����]���•���š�Z���š�����Œ����
���}�v�•�]�����Œ�����������o�}�Á���Œ�]�•�l���}�(���o�Ç�•�•���À�]�Œ�µ�•���]�v�(�����Ÿ�}�v�U���Á�]�š�Z���š�Z�������]�u���}�(�������š�����Ÿ�v�P���}�š�Z���Œ�����]�Œ���µ�o���Ÿ�v�P���o�Ç�•�•���À�]�Œ�µ�•�U���]�v���o�µ���]�v�P��
�v�}�À���o���À�]�Œ���o���•�‰�����]���•�U���‰�}�š���v�Ÿ���o�o�Ç���‰�Œ���•���v�š���]�v���š�Z�����h�<�������š���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�X�����}�v�Ÿ�v�µ�����������š�����Ÿ�}�v���}�(���o�Ç�•�•���À�]�Œ�µ�•���]�•���l���Ç���]�v��
�v�}�Ÿ�(�Ç�]�v�P���š�Z�����‰�µ���o�]���U���À���š���Œ�]�v���Œ�]���v�•�����v�������}���š�}�Œ�•���]�v���Z�]�P�Z�r�Œ�]�•�l�����Œ�����•�����•���Á���o�o�����•���]�v�(�}�Œ�u�]�v�P���š�Z�����h�<���Z�����o�š�Z���•�����µ�Œ�]�š�Ç��
���P���v���Ç���š�}�������š���µ�‰�}�v���‰�}�•�•�]���o���������•���•���}�(���Z�µ�u���v�����Æ�‰�}�•�µ�Œ���X 
 
Keywords: Lyssavirus, disease surveillance, emerging infectious diseases  
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���d�Z�����‰���•�•�]�À���������š���•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������‰�Œ�}�P�Œ���u�u�����]�•���(�µ�v�����������Ç�������(�Œ���U���š�Z�����^���}�«�•�Z���'�}�À���Œ�v�u���v�š�����v�����t���o�•�Z��
�'�}�À���Œ�v�u���v�š���š�Z�Œ�}�µ�P�Z���P�Œ���v�š���^�s�ï�ñ�ì�ì 
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���� �u�µ�o�Ÿ�� �P���v���r���‰�‰�Œ�}�����Z�� �P���v�}�š�Ç�‰�]�v�P���]�����v�Ÿ�.���•�� �î�ð�� �P���v���Ÿ���� ���o�µ�•�š���Œ�•�� �}�(�� ���µ�Œ�}�‰�����v��
���(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���P���v�}�š�Ç�‰�����/�/���À�]�Œ�µ�•���]�•�}�o���š���•�����]�Œ���µ�o���Ÿ�v�P���(�Œ�}�u���î�ì�ì�ó���š�}���î�ì�î�î�X 
 
�E�����]���������•�����}�í�Ž�U�����o���i���v���Œ�}���^�}�o���Œ�í�U���/�P�}�Œ�����i�����i�}�À�•�l�]�î�U���>���µ�Œ�����<�Œ�]�À�l�}�ï�U�����v�����Œ�v�����]�•�v���D�����µ���y�}�í�U���Z���‹�µ���o���E�]���š�}�í�U�����}�À�����}�v�P����
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Detection of African swine fever virus (ASFV) and blood meals of porcine origin 
in hematophagous insects collected on a Lithuanian pig farm without ASFV-
infected pigs 
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�~�^�š���o�����Œ�����š�����o�X�U���î�ì�î�ï�•�X�������•�������}�v���š�Z�]�•���.�v���]�v�P�U���������]�Ÿ�}�v���o���‰�}�}�o�•���}�(���]�v�•�����š�•�����}�o�o�����š�������]�v�•�]�������š�Z�����‰�Œ�}�š�����Ÿ�À�����Á�]�o���o�]�(����
�(���v�����•�� �}�(�� �š�Z���� �•���u���� �(���Œ�u�� �Á���Œ���� �•���Œ�����v������ �(�}�Œ�� �š�Z���� �‰�Œ���•���v������ �}�(�� ���^�&�s�� ���E���� ���v���� �(�}�Œ�� �š�Z���� �•�}�µ�Œ������ �}�(�� �u���u�u���o�]���v��
���o�}�}���X 
�d�Z�����]�v�•�����š�•���Á���Œ�������}�o�o�����š�������]�v���š�Z�����•�µ�u�u���Œ���}�(���î�ì�î�ì���µ�•�]�v�P�� �,�r�š�Œ���‰�•�� �o�}�����š������ �]�v�� �š�Z���� �•�µ�Œ�Œ�}�µ�v���]�v�P�•�� �}�(�� ���� �Z�]�P�Z�r
���]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç���‰�]�P���(���Œ�u���]�v���š�Z�����^�}�µ�š�Z���Œ�v���a�]���µ�o�]���]�����}�µ�v�š�Ç�U���>�]�š�Z�µ���v�]���U���Á�]�š�Z���v�}�����À�]�����v�������}�(�����^�&���]�v���š�Z�����Z���Œ���X�����}�o�o�����š������
�]�v�•�����š�•���Á���Œ�����‰�}�}�o�������������}�Œ���]�v�P���š�}���o�}�����Ÿ�}�v�U�������š���U���š�Œ���‰���v�µ�u�����Œ�����v�����P���v�µ�•�U�����v�������E�����Á���•�����Æ�š�Œ�����š�������(�Œ�}�u���š�Z����
�‰�}�}�o�•�X�����E�����(�Œ�}�u���ð�ô���‰�}�}�o�•���Á���Œ�����š���•�š�������(�}�Œ���š�Z�����‰�Œ���•���v�������}�(�����^�&�s�����v�����u���u�u���o�]���v�����o�}�}�����u�����o�•���µ�•�]�v�P���‹�W���Z�����v����
�^���v�P���Œ���•���‹�µ���v���]�v�P�X���� 
Using qPCR, ASFV DNA was detected in six insect pools (containing either (Haematopota spp., Tabanus spp. 
or Stomoxys calcitrans) and in four of these pools, DNA of suid origin was identified. In the two last pools, 
DNA of bovine origin was detected. These findings coincided with ASFV being reported in the wild boar 
population within a 10 km radius from the pig farm. 
�d�Z���•�����Œ���•�µ�o�š�•���•�Z�}�Á���š�Z���š�����o�}�}�����(�Œ�}�u�����^�&�s�r�]�v�(�����š�������•�µ�]���•���Á���•���‰�Œ���•���v�š���Á�]�š�Z�]�v���Z���u���š�}�‰�Z���P�}�µ�•���]�v�•�����š�•���}�v���š�Z����
�‰�Œ���u�]�•���•�� �}�(�� ���� �‰�]�P�� �(���Œ�u�� �Á�]�š�Z�}�µ�š�� ���^�&�s�r�]�v�(�����š������ ���}�u���•�Ÿ���� �‰�]�P�•�� ���v���� �����u�}�v�•�š�Œ���š���•�� �š�Z���š�� ���o�}�}���r�(�������]�v�P�� �]�v�•�����š�•��
�u�]�P�Z�š���‰�}�š���v�Ÿ���o�o�Ç�������š�����•�������u�����Z���v�]�����o�����Œ�]���P�����À�����š�}�Œ�������š�Á�����v���Á�]�o�������}���Œ�����v�������}�u���•�Ÿ�����‰�]�P�•�X������ 
 
Keywords: African swine fever virus, ASF, hematophagous insects, high biosecurity farm, virus transmission 
  
�Z���(���Œ���v�����W���^�š���o�����Œ���:�:�U���K�o���•���v�����^�U�������o�•�Z���u���'�:�U���Z���•�u�µ�•�•���v���d���U�����†�š�v���Œ�����U���<�i�
�Œ���>�:�U�����}�l�o�µ�v�������U�����†���l���Œ���Z���~�î�ì�î�ï�•�X���/�v�š�Œ�}���µ���Ÿ�}�v��
�}�(�� ���(�Œ�]�����v�� �•�Á�]�v���� �(���À���Œ�� �À�]�Œ�µ�•�� ���v���� ���o�}�}���� �(�Œ�}�u�� �u���u�u���o�•�� �]�v�š�}�� �Z�]�P�Z�� ���]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç�� �‰�]�P�� �(���Œ�u�•�� ���Ç���Z���u���š�}�‰�Z���P�}�µ�•�� �]�v�•�����š�•�� �]�v��
�>�]�š�Z�µ���v�]���X���/�v���Œ���À�]�•�]�}�v���(�}�Œ���d�Œ���v�•���}�µ�v���X�����u���Œ�P�X�����]�• 
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���v�� ���^�&�s�r�Z�}�•�š�� �]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�� �u���‰�‰�]�v�P�� �Œ���À�����o�•�� �š�Z���� �Œ�}�o���� �}�(�� �‰�Œ�}�š���]�v�� ���W�î�ì�ð�>�� �]�v�� �š�Z����
�Œ���P�µ�o���Ÿ�}�v���}�(�����v���}�•�}�u���o���š�Œ���8���l�]�v�P�� 
 
�<���š���Œ�Ì�Ç�v���� ���}�o���š���í�Ž�U�� �t���o�š���Œ�� �&�µ���Z�•�í�U���'�Œ� �P�}�Œ�Ç�� �����]�P�v���Œ���î�U���:�µ�o�]���©���� ���µ�‰�Œ� �î�U�� �<���š�Œ�]�v�� �W���v�v�Z�}�Œ�•�š�í�U�� �^���v���Œ���� ���o�}�u���ï�U��
�d�Z�}�u���•�����X���D���©���v�o���]�š���Œ�í�U�����Æ���o���<���Œ�P���Œ�í 
 
�í���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���D�}�o�����µ�o���Œ���s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�����v���������o�o�����]�}�o�}�P�Ç�U���&�Œ�]�����Œ�]���Z�r�>�}���K���Œ�r�/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U���'�Œ���]�(�•�Á���o���r�/�v�•���o���Z�]���u�•�U���'���Œ�u���v�Ç 
�î���h�D�Z���s�]�Œ�}�o�}�P�]���U���/�E�Z�����U�������}�o�����E���Ÿ�}�v���o�����s� �š� �Œ�]�v���]�Œ�������–���o�(�}�Œ�š�U���>�����}�Œ���š�}�]�Œ�����������•���v�š� �����v�]�u���o�������–���o�(�}�Œ�š�U�����v�•���•�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š� ��
�W���Œ�]�•�r���•�š�U���D���]�•�}�v�•�r���o�(�}�Œ�š�U���&�Œ���v���� 
�ï���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(�����]���P�v�}�•�Ÿ�����s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�U���&�Œ�]�����Œ�]���Z�r�>�}���K���Œ�r�/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U���'�Œ���]�(�•�Á���o���r�/�v�•���o���Z�]���u�•�U���'���Œ�u���v�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���l���š���Œ�Ì�Ç�v���X���}�o���š���›�G�]�X������ 
 
���(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���À�]�Œ�µ�•���~���^�&�s�•���Á���•���.�Œ�•�š���]�����v�Ÿ�.�������}�À���Œ�������Z�µ�v���Œ�������Ç�����Œ�•�����P�}�X���^�]�v�������š�Z���v�U���u�µ���Z�����+�}�Œ�š���Z���•��
�������v�� �u�������� �š�}�� �µ�v�����Œ�•�š���v���� �š�Z���� �‰���š�Z�}�P���v���•�]�•�� �}�(�� ���^�&�s�X�� �,�}�Á���À���Œ�U�� �š�Z���� �•�‰�����]�.���� �Œ�}�o���•�� �}�(�� �u���v�Ç�� �]�v���]�À�]���µ���o�� ���^�&�s��
�‰�Œ�}�š���]�v�•�����µ�Œ�]�v�P���š�Z�����]�v�(�����Ÿ�}�v���Œ���u���]�v�����v�]�P�u���Ÿ���X�� 
�d�}�� �P���]�v�� �]�v�•�]�P�Z�š�� �]�v�š�}�� ���^�&�s�� �‰�Œ�}�š���]�v�� �(�µ�v���Ÿ�}�v�•�U�� �Á���� �‰���Œ�(�}�Œ�u������ �À�]�Œ�µ�•�r�Z�}�•�š�� �‰�Œ�}�š���]�v�r�‰�Œ�}�š���]�v�� �]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�� �u���‰�‰�]�v�P��
�µ�•�]�v�P�����v�����8�v�]�š�Ç���š���P���‰�µ�Œ�]�.�����Ÿ�}�v�r�u���•�•���•�‰�����š�Œ�}�u���š�Œ�Ç�����‰�‰�Œ�}�����Z�X 
Our study shows that the essential viral protein CP204L, also known as P30 or P32, is a multifunctional protein 
engaged in endosomal trafficking and localizes to virus replication sites. We identify VPS39, a component of 
the cellular homotypic fusion and protein sorting (HOPS) complex, as a direct host interactor of CP204L. The 
virus protcomplex ande VPS39 domain responsible for its recruitment to endosomal membranes, prevents 
its integration into the HOPS complex, and promotes the clustering of lysosomes. Moreover, we show that 
VPS39 is an important factor in the early phase of infection, as virus replication and protein synthesis in VPS39 
knockout cells are delayed. 
�d�Z���•�����Œ���•�µ�o�š�•���]�v���]�����š�����š�Z�����‰�}�š���v�Ÿ���o���u�����Z���v�]�•�u�����Ç���Á�Z�]���Z�����^�&�s�����•�����‰���•�������P�Œ�������Ÿ�}�v�����v�������•�š�����o�]�•�Z���•���]�š�•���À�]�Œ�µ�•��
�(�����š�}�Œ�]���•�X�� �/�v�� �•�µ�u�u���Œ�Ç�U�� �}�µ�Œ�� �•�š�µ���Ç�� �P���]�v�•�� �v���Á�� �]�v�•�]�P�Z�š�•�� �]�v�š�}�� ���^�&�s�r�Z�}�•�š�� �‰�Œ�}�š���]�v�� �]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�� ���v���� �À�]�Œ�µ�•�� ���]�}�o�}�P�Ç�X��
�&�µ�Œ�š�Z���Œ�u�}�Œ���U�� �������]�Ÿ�}�v���o�� ���Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v�� �}�(�� �}�š�Z���Œ�� �‰�Œ�}�š���]�v�r�‰�Œ�}�š���]�v�� �]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�•�� �Œ���À�����o������ ���Ç�� �š�Z�]�•�� �•�š�µ���Ç�� �]�•��
���Æ�‰�����š�������š�}���]�����v�Ÿ�(�Ç���u�}�Œ�����‰�}�š���v�Ÿ���o���š���Œ�P���š�•���(�}�Œ���v�}�À���o���š�Z���Œ���‰���µ�Ÿ�����•�š�Œ���š���P�]���•�X 
 
Keywords: African swine fever virus, CP204L, VPS39, virus-host interaction, endosomal trafficking 
 

�&�µ�v���]�v�P�� �•�}�µ�Œ������ �}�Œ�� �����l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���d�Z�]�•�� �Á�}�Œ�l�� �Á���•�� �•�µ�‰�‰�}�Œ�š������ ���Ç�� �Œ���•�����Œ���Z�� �P�Œ���v�š�•�� �(�Œ�}�u�� ���µ�Œ�}�‰�����v�� ���}�u�u�]�•�•�]�}�v�U��
�,�}�Œ�]�Ì�}�v���î�ì�î�ì���&�Œ���u���Á�}�Œ�l���W�Œ�}�P�Œ���u�����µ�Œ�}�‰�����v���h�v�]�}�v�����Z���r�E���d���‰�Œ�}�i�����š�����^�&�s�/�v�š�U���P�Œ���v�š�����P�Œ�����u���v�š���ô�ò�î�ò�ì�ñ�U�����v�����&�>�/�[�•�����^�&�s��
�Z���•�����Œ���Z���E���š�Á�}�Œ�l 
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���µ�Œ���Ÿ�}�v���}�(���]�u�u�µ�v�]�š�Ç���µ�‰�}�v���]�v�(�����Ÿ�}�v���Á�]�š�Z�����(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���À�]�Œ�µ�• 
 
�s�]�Œ�P�]�v�]�����&�Œ�]�����Œ�]���Z�•�í�Ž�U�����o���Æ���v�����Œ���^���Z���(���Œ�í�U���d���•�•���������Œ�Œ���µ�í�U���D�]�o�����t���v���o���v���í�U���D���Œ�Ÿ�v���������Œ�í�U���^���v���Œ�������o�}�u���í�� 
 
�í���&�Œ�]�����Œ�]���Z�r�>�}���K���Œ�r�/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U���'�Œ���]�(�•�Á���o�����t���/�v�•���o���Z�]���u�•�U���'���Œ�u���v�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���s�]�Œ�P�]�v�]���X�&�Œ�]�����Œ�]���Z�•�›�G�]�X���������� 
 
African swine fever (ASF) has gone pandemic and is reaching endemicity in wild boar populations in Europe. 
To understand disease dynamics and tailor control strategies, knowledge on the long-term effects of ASF 
virus (ASFV) infection is needed. Moreover, data sets are needed to inform regulatory authorities to define 
performance characteristics asked from licensable vaccines against ASF. Against this background, we set out 
to assess duration of field virus induced ASF immunity.  
�d�}���]�v���µ���������^�&�s���•�‰�����]�.�����]�u�u�µ�v�]�š�Ç�U���š���v�����}�u���•�Ÿ�����‰�]�P�•���Á���Œ�����}�Œ�}�r�v���•���o�o�Ç���]�v�}���µ�o���š�������Á�]�š�Z���š�Z�����u�}�����Œ���š���o�Ç���À�]�Œ�µ�o���v�š��
���^�&�s���.���o�����•�š�Œ���]�v���—���•�š�}�v�]�����î�ì�í�ð�—���~�P���v�}�š�Ç�‰�����/�/�•�X�����L���Œ���•�]�Æ���u�}�v�š�Z�•�U���š���v�����P���r�u���š���Z���������}�v�š�Œ�}�o�����v�]�u���o�•���Á���Œ����������������
�š�}�� �š�Z���� ���Æ�‰���Œ�]�u���v�š�� ���v���� ���o�o�� ���v�]�u���o�•�� �Á���Œ�����]�v�}���µ�o���š������ �Á�]�š�Z�� �š�Z���� �Z�]�P�Z�o�Ç�� �À�]�Œ�µ�o���v�š�� ���^�&�s�� �•�š�Œ���]�v�� �—���Œ�u���v�]���� �î�ì�ì�ô�—��
�~�P���v�}�š�Ç�‰�����/�/�•�����Ç���š�Z�����}�Œ�}�r�v���•���o���Œ�}�µ�š���X�����o�o�����v�]�u���o�•���Á���Œ�����u�}�v�]�š�}�Œ�������(�}�Œ�����o�]�v�]�����o�����v�����‰���š�Z�}�u�}�Œ�‰�Z�}�o�}�P�]�����o���•�]�P�v�•��
���v�����Á���Œ�����(�µ�Œ�š�Z���Œ���]�v�À���•�Ÿ�P���š�������µ�•�]�v�P���Œ�}�µ�Ÿ�v�����À�]�Œ�}�o�}�P�]�����o�U���•���Œ�}�o�}�P�]�����o�����v�����]�u�u�µ�v�}�o�}�P�]�����o���u���š�Z�}���•�X�� 
�h�‰�}�v���‰�Œ�]�u���Œ�Ç���]�v�(�����Ÿ�}�v���Á�]�š�Z�����^�&�s���^���•�š�}�v�]�����î�ì�í�ð�_�U���}�v�����}�µ�š���}�(���š���v�����v�]�u���o�•���Œ�������Z�������Z�µ�u���v�������v���‰�}�]�v�š�����Œ�]�š���Œ�]����
���v�����Z�������š�}�����������µ�š�Z���v�]�Ì�������•�Z�}�Á�]�v�P���•���À���Œ�������^�&���•�]�P�v�•�X�����o�o���}�š�Z���Œ�����v�]�u���o���Œ�����}�À���Œ���������L���Œ���š�Œ���v�•�]���v�š�����]�•�����•�������v����
�•�Z�}�Á�������•�Á�]�L�� �•���Œ�}���}�v�À���Œ�•�]�}�v�� ���v�����������o�]�v�]�v�P���À�]�Œ���u�]���X�����o�o�� �•�µ�Œ�À�]�À�}�Œ�•�� �Á���Œ�����v���P���Ÿ�À���� �(�}�Œ�����^�&�s�� �P���v�}�u�����]�v�� ���o�}�}����
���L���Œ�� �‰�}�•�š�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �����Ç�� �~�W�/���•�� �í�î�ò�X�� ���v�Ÿ���}���Ç�� �o���À���o�•�� �Œ�������Z������ ���� �Z�]�P�Z�� �‰�o���š�����µ�� ���L���Œ�� �W�/���� �î�ô�X�� �h�‰�}�v�� ���Z���o�o���v�P����
�]�v�(�����Ÿ�}�v�U�����o�o�����}�v�š�Œ�}�o�����v�]�u���o�•���Z�������š�}�����������µ�š�Z���v�]�Ì�������•���À���v���}�Œ�����]�P�Z�š�������Ç�•�����L���Œ���]�v�(�����Ÿ�}�v���•�Z�}�Á�]�v�P���•���À���Œ�������o�]�v�]�����o��
�•�]�P�v�•�� ���v�����Z�]�P�Z���À�]�Œ���o�� �o�}�����•�� �]�v�� ���o�o�� �•���u�‰�o�������}�Œ�P���v�•�X���/�v�� ���}�v�š�Œ���•�š�U�����o�o�� ���v�]�u���o�•�� �š�Z���š�� �Z�������Œ�����}�À���Œ�������(�Œ�}�u���š�Z���� ���^�&�s��
�^���•�š�}�v�]���� �î�ì�í�ð�_�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �Á���Œ���� �‰�Œ�}�š�����š������ ���P���]�v�•�š�� �o���š�Z���o�� ���]�•�����•���� ���}�µ�Œ�•���•�X�� �d�Á�}�� ���v�]�u���o�•�� �•�Z�}�Á������ �u�]�o���� ���v����
�š�Œ���v�•�]���v�š�����o�]�v�]�����o���•�]�P�v�•���µ�‰�}�v�����Z���o�o���v�P���X���&�}�µ�Œ�����v�]�u���o�•���Á���Œ�����(�}�µ�v�����‰�}�•�]�Ÿ�À�����(�}�Œ���À�]�Œ���o���P���v�}�u�������v�����]�v�(�����Ÿ�}�µ�•���À�]�Œ�µ�•��
�]�v���•���À���Œ���o���}�Œ�P���v�•�X���d�Á�}���������]�Ÿ�}�v���o�����v�]�u���o���•�Z�}�Á�������o�}�Á���À�]�Œ���o���P���v�}�u�����o�}�����•���]�v���}�v�����}�Œ���š�Á�}���}�Œ�P���v�•�X�����v�Ÿ���}���Ç�����v����
�d�r�����o�o���Œ���•�‰�}�v�•���•�����Œ�������µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç���]�v�À���•�Ÿ�P���š�������]�v���u�}�Œ���������š���]�o�X 
���v�]�u���o�•�� �Œ�����}�À���Œ������ �(�Œ�}�u�� ���^�&�s�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �Á���Œ���� �‰�Œ�}�š�����š������ ���P���]�v�•�š�� �o���š�Z���o�� ���Z���o�o���v�P���� �(�}�Œ�� ���š�� �o�����•�š�� �•�]�Æ�� �u�}�v�š�Z�•�X��
�,�}�Á���À���Œ�U���]�u�u�µ�v�]�š�Ç���Á���•���v�}�š���^�•�š���Œ�]�o���_�����v�����o�]�u�]�š�������š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���Á�}�µ�o�����������o�]�l���o�Ç�X�����‰���Œ�š���(�Œ�}�u���‰�Œ�}�À�]���]�v�P�������š�����}�v��
���^�&���]�u�u�µ�v�]�š�Ç���]�v���P���v���Œ���o�U���š�Z�����‰�Œ���•���v�š�����������š���������v�����]�������]�•���µ�•�•�]�}�v���Œ���P���Œ���]�v�P���À�������]�v�������8�������Ç���Œ���‹�µ�]�Œ���u���v�š�•�X�� 
 
Keywords: African swine fever, antibodies, protection, duration of immunity  
 
�����l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���d�Z�������µ�š�Z�}�Œ�•���Á�}�µ�o�����o�]�l�����š�}���š�Z���v�l�����o�o�����v�]�u���o�������Œ���š���l���Œ�•�����v�����š�����Z�v�]���]���v�•���(�}�Œ���š�Z���]�Œ�����Æ�����o�o���v�š���•�µ�‰�‰�}�Œ�š�X 
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�d���l�]�v�P�������‰�Œ�}�u�]�•�]�v�P���À�������]�v���������v���]�����š�������P���]�v�•�š�����(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���(�µ�Œ�š�Z���Œ�W���^���(���š�Ç��
���v�������8�������Ç���š���•�š�•���µ�•�]�v�P��� �̂��^�&�s�r�' �r�P�D�'�&�_ 
 
�^���v���Œ���� ���o�}�u���í�Ž�U�� �W���µ�o�� �����µ�š�•���Z�u���v�v�í�U�� ���o�]�•���v������ �s�]���‰�o���v���î�U�� �:�}�•���� �����Œ�o�}�•�� �D���v�����Œ���ï�U�� �d���•�•���� �����Œ�Œ���µ�í�U�� �:�µ�o�]�����^���Z�o�r
���Á���Œ�š�í�U���:���v�r�,���v���Œ�]�l���&�}�Œ�š�Z�í�U�����o�]���]�����h�Œ�v�]�Ì���î�U���D���Œ�Ÿ�v���������Œ�í�� 
 
�í���&�Œ�]�����Œ�]���Z�r�>�}���K���Œ�r�/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U���'�Œ���]�(�•�Á���o�����t���/�v�•���o���Z�]���u�•�U���'���Œ�u���v�Ç 
�î���•�}���Ÿ�•���D���v�µ�(�����š�µ�Œ�]�v�P�����v�����Z���•�����Œ���Z���^�‰���]�v�U���'�]�Œ�}�v���U���^�‰���]�v 
�ï���•�}���Ÿ�•�������o�P�]�µ�u�U���•���À���v�š���u�U�������o�P�]�µ�u�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���^���v���Œ���X���o�}�u���›�G�]�X�������� 
 
African swine fever (ASF) is a pandemic threat to the global pig industry and wild suids. A safe and efficacious 
vaccine could tremendously assist in disease eradication. In the past years, promising live attenuated vaccine 
candidates emerged in proof-of-concept experiments, among which was �^���^�&�s-G-�P�D�'�&�_�X Taking this 
candidate further, we conducted safety and efficacy trials in domestic pigs and wild boar. 
�d�Á�}���š�Œ�]���o�•�� �Á���Œ���� �����•�]�P�v������ �š�}�� ���•�•���•�•�� �•���(���š�Ç�� ���v���� ���8�������Ç�� �}�(�� ���� ���}�µ���o���� �]�v�š�Œ���u�µ�•���µ�o���Œ�� �À�������]�v���Ÿ�}�v�� �•���Z���u���� �}�(��
���}�u���•�Ÿ�����‰�]�P�•�X���/�v���š�Z�����.�Œ�•�š���š�Œ�]���o�U�������u�����Œ�}�‰�Z���P���r�P�Œ�}�Á�v���À�]�Œ�µ�•���Á���•���µ�•�����U���Á�Z�]�o�����]�v���š�Z�����•�����}�v���U���š�Z�����À�������]�v�����À�]�Œ�µ�•��
�u���•�š���Œ���•���������Á���•���P�Œ�}�Á�v���}�v���������}�u�u���Œ���]���o���‰���Œ�u���v���v�š�������o�o���o�]�v���X���d�Z�����š�Z�]�Œ�����š�Œ�]���o���Á���•���‰���Œ�(�}�Œ�u���������•�������‰�Œ�}�}�(�r�}�(�r
���}�v�����‰�š���•�š�µ���Ç���Á�]�š�Z�������•�]�v�P�o�����}�Œ���o���]�u�u�µ�v�]�Ì���Ÿ�}�v���}�(���Á�]�o�������}���Œ�X�����Z���o�o���v�P�����Á���•���‰���Œ�(�}�Œ�u���������Ç���š�Z�����}�Œ�}�r�v���•���o���Œ�}�µ�š����
�µ�•�]�v�P���Z�]�P�Z�o�Ç�� �À�]�Œ�µ�o���v�š�� �P���v�}�š�Ç�‰���� �/�/�� �À�]�Œ�µ�•���•�X���&�}�Œ�� ���v���]�v�� �À�]�À�}���Œ���À���Œ�•�]�}�v�� �š�}�� �À�]�Œ�µ�o���v������ �•�š�µ���Ç�U�� �š�Z���� �À�������]�v���� �À�]�Œ�µ�•�� �Á���•��
�‰���•�•���P�������.�À�����Ÿ�u���•���]�v�����}�u���•�Ÿ�����‰�]�P�•���~�v�A�í�ì���]�v���������Z���‰���•�•���P���•�X���W���•�•���P�]�v�P���Á���•�����}�v�������Ç���š�Z�����]�v�š�Œ���u�µ�•���µ�o���Œ���Œ�}�µ�š���X��
���v�]�u���o�•�� �}�(�� ���o�o�� �š�Œ�]���o�� �‰���Œ�š�•�� �Á���Œ���� �u�}�v�]�š�}�Œ������ �(�}�Œ�� ���o�]�v�]�����o�� ���v���� �‰���š�Z�}�u�}�Œ�‰�Z�}�o�}�P�]�����o�� �•�]�P�v�•�� ���v���� �Á���Œ���� �]�v�À���•�Ÿ�P���š������
�µ�•�]�v�P���������Œ�����]�š�������Œ�}�µ�Ÿ�v�����À�]�Œ�}�o�}�P�]�����o�����v�����•���Œ�}�o�}�P�]�����o���u���š�Z�}���•�X 
Two-dose intramuscular immunization could induce close-to-sterile immunity with full clinical protection 
irrespective of the production system of the vaccine virus. After oral immunization, 50% of the vaccines 
seroconverted and all responders were completely protected against subsequent challenge. In the reversion 
to virulence study, a virus variant emerged after forced animal passaging that was associated with transient 
rise in body temperature and an increased replication and shedding. However, all animals were healthy upon 
completion of the study and reversion to significant virulence was not observed. The genomic changes did 
not affect the recombination site but involved deletions and reorganizations in the terminal regions of the 
genome. 
� �̂��^�&�s�r�' �r�P�D�'�&�_���]�•���(�µ�o�o�Ç�����8�������]�}�µ�•���Á�Z���v�������u�]�v�]�•�š���Œ�������]�v�š�Œ���u�µ�•���µ�o���Œ�o�Ç�U�����v�����o�]�l���r�Á�]�•���U�����o�o���Œ���•�‰�}�v�����Œ�•���š�}���}�Œ���o��
�]�u�u�µ�v�]�Ì���Ÿ�}�v�� ���Œ���� �‰�Œ�}�š�����š�����X�� �,�}�Á���À���Œ�U�� ���8���]���v���Ç�� �}�(�� �}�Œ���o�� �]�u�u�µ�v�]�Ì���Ÿ�}�v�� �Z���•�� �Œ�}�}�u�� �(�}�Œ�� �]�u�‰�Œ�}�À���u���v�š�X�� �d�Z����
�Œ���À���Œ�•�]�}�v���š�}���À�]�Œ�µ�o���v�������µ�v�����Œ�•���}�Œ���•���š�Z���š���]�v�r�����‰�š�Z���•���(���š�Ç�����Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v���]�•���v�������������(�}�Œ���o�]�À�������^�&���À�������]�v���•�X���&�}�Œ��
�š�Z�]�•�� �‰���Œ�Ÿ���µ�o���Œ�� �����v���]�����š���U�� �������]�Ÿ�}�v���o�� �•�š�µ���]���•�� �•�Z�}�µ�o���� �š���Œ�P���š�� �š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v�� ���Z���Œ�����š���Œ�]�•�Ÿ���•�� �����(�}�Œ���� �š�Z�}�Œ�}�µ�P�Z��
�����v���.�š���Œ�]�•�l�����v���o�Ç�•�]�•�������v�������������Œ�Œ�]�������}�µ�š�X 
 
Keywords: African swine fever virus, vaccine candidate, ASFV-G-�P�D�'�&�U���•���(���š�Ç�U�����(�(�]�������Ç 
 
�����l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���d�Z�������µ�š�Z�}�Œ�•���Á�}�µ�o�����o�]�l�����š�}���š�Z���v�l�����o�o�����v�]�u���o�������Œ���š���l���Œ�•�����v�����š�����Z�v�]���]���v�•���(�}�Œ���š�Z���]�Œ�����Æ�����o�o���v�š���•�µ�‰�‰�}�Œ�š 
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�W�ñ�ð�X���,�]�P�Z�r�š�Z�Œ�}�µ�P�Z�‰�µ�š���u���‰�‰�]�v�P���}�(���À�]�Œ�µ�•�r�Z�}�•�š���]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�•���š�}���]�����v�Ÿ�(�Ç���v���Á���(�����š�}�Œ�•��
�}�(���À�]�Œ�µ�o���v���������v�����‰���š�Z�}�P���v�]���]�š�Ç���(�}�Œ�����^�&�s 
 
�:�µ�o�]���©�������µ�‰�Œ� �í�U�î�U���D�]�Œ���]�o�o�����o�������]�u�v���î�U�����µ�Œ�}�Œ�����&�����o���š�í�U���K�o�]�À�]���Œ�����}�µ�Œ�Œ�Ç�î�U���z�À���•���:�����}���í�U���^�š� �‰�Z���v���•�]���v�š���Œ���í�U�������u�]���v��
�s�]�š�}�µ�Œ�í�U���D���Œ�]���r�&�Œ� ��� �Œ�]�‹�µ�����>�����W�}�Ÿ���Œ�î�Ž�U���'�Œ� �P�}�Œ�Ç�������]�P�v���Œ���í 

 
�í���E���Ÿ�}�v���o���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����(�}�Œ�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���U���&�}�}�������v�������v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���~�/�E�Z�����•�U���D���]�•�}�v�•�r���o�(�}�Œ�š�U���&�Œ���v���� 
�î���&�Œ���v���Z�����P���v���Ç���(�}�Œ���&�}�}���U�����v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���o�����v�����K�����µ�‰���Ÿ�}�v���o���,�����o�š�Z���˜���^���(���š�Ç���~���E�^���^�•�U���W�o�}�µ�(�Œ���P���v�l�W�o�}�µ�Ì���v� �l�E�]�}�Œ�š��
�>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç�U���W�o�}�µ�(�Œ���P���v�U���&�Œ���v�����X 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u���Œ�]���r�(�Œ� ��� �Œ�]�‹�µ���X�o���‰�}�Ÿ���Œ�›���v�•���•�X�(�Œ�� 
 
���(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���~���^�&�•���]�•�������Z�]�P�Z�o�Ç���‰���š�Z�}�P���v�]�������]�•�����•���������µ�•�]�v�P���Z���u�}�Œ�Œ�Z���P�]�����(���À���Œ���]�v�����}�u���•�Ÿ�����‰�]�P�•�����v�����Á�]�o����
���}���Œ�X���/�š���]�•���Œ���•�‰�}�v�•�]���o�����(�}�Œ���v�µ�u���Œ�}�µ�•�����‰�]�Ì�}�}�Ÿ���•�U���‰���Œ�Ÿ���µ�o���Œ�o�Ç���]�v�����µ�Œ�}�‰�������v�������•�]���U�������µ�•�]�v�P���u���i�}�Œ�������}�v�}�u�]�����o�}�•�•���•��
�š�}���š�Z�����•�Á�]�v�����]�v���µ�•�š�Œ�Ç�X���d�Z�������(�Œ�]�����v���^�Á�]�v�����&���À���Œ���À�]�Œ�µ�•���~���^�&�s�•���]�•���š�Z�������Ÿ�}�o�}�P�]�����o�����P���v�š���Œ���•�‰�}�v�•�]���o�����(�}�Œ���š�Z�]�•�����]�•�����•���X��
�/�š���]�•�������o���Œ�P�������}�µ���o���r�•�š�Œ���v�����������E�����À�]�Œ�µ�•�����v���}���]�v�P���(�}�Œ���u�}�Œ�����š�Z���v���í�ñ�ì���‰�Œ�}�š���]�v�•�X�����]�+���Œ���v�š���Á�}�Œ�l�•���Z���À�����•�Z�}�Á�v���š�Z���š��
�š�Z���Œ�����]�•���������o�}�•�����Œ���o���Ÿ�}�v�•�Z�]�‰�������š�Á�����v���š�Z���������]�o�]�š�Ç���}�(���•�}�u�����À�]�Œ���o���‰�Œ�}�š���]�v�•���š�}���u�}���µ�o���š�����š�Z�����Z�}�•�š�����v�Ÿ�À�]�Œ���o���Œ���•�‰�}�v�•����
���v���� �š�Z���� ���©���v�µ���Ÿ�}�v�� ���v���� �À�]�Œ�µ�o���v������ �‰�Œ�}�����•�•���•�� �}�(�����^�&�s�X���,�}�Á���À���Œ�U���}�v�o�Ç���(���Á�� �‰�Œ�}�š���]�v�r�‰�Œ�}�š���]�v�� �]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�•���Z���À����
�������v�� �����•���Œ�]�������� �•�}�� �(���Œ�� �š�}�� ���Æ�‰�o���]�v�� �Z�}�Á�� ���^�&�s�� ���•�����‰���•���š�Z���� �Z�}�•�š�� �]�u�u�µ�v�]�š�Ç�U�� �v�}�š�����o�Ç�� ���Ç�� �]�v�Z�]���]�Ÿ�v�P�� �š�Z���� �š�Ç�‰���� �/��
�]�v�š���Œ�(���Œ�}�v���~�/�&�E�r�/�•���Œ���•�‰�}�v�•���X 
�&�]�Œ�•�š�U���Á�����µ�•���������v���µ�v���]���•�������•���Œ�����v���š�}���•�����Œ���Z���(�}�Œ�������o�o�µ�o���Œ���‰���Œ�š�v���Œ�•���}�(���í�ì�ì���À�]�Œ���o���‰�Œ�}�š���]�v�•�X���t�����‰���Œ�(�}�Œ�u�������Ç�����•�š��
�š�Á�}�r�Z�Ç���Œ�]�����•���Œ�����v�•���µ�•�]�v�P���š�Z���•�����À�]�Œ���o���‰�Œ�}�š���]�v�•���}�(���š�Z�����'���}�Œ�P�]�����î�ì�ì�ó�l�í���•�š�Œ���]�v�����•�������]�š�•�����v�����]�����v�Ÿ�.�������u�}�Œ�����š�Z���v��
�ñ�ì�� �v���Á�� �À�]�Œ�µ�•�r�Z�}�•�š�� �]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�•�X�� �d�Z���� �P�o�}�����o�� ���v���o�Ç�•�]�•�� �}�(�� �š�Z���•���� �]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�•�� ���o�����Œ�o�Ç�� �•�Z�}�Á�•�� ���v�� ���v�Œ�]���Z�u���v�š�� �(�}�Œ��
�����o�o�µ�o���Œ�� �(�����š�}�Œ�•�� �]�v�À�}�o�À������ �]�v�� �š�Z���� ���Ç�š�}�•�l���o���š�}�v�� �~�<�/�&�í�ñ�U�� �&�E�>���U�� �����E�W�&�•�� ���v���� �š�Z���� �]�v�v���š���� �]�u�u�µ�v�]�š�Ç�� �~���K�W���U�� �d�E�/�W�î�U��
�d�Z�/�D�ó�U�������>���K���K�î�U�������E�&�í�•�X�� 
�/�v���‰���Œ���o�o���o�U���Á�����Á���Œ�����]�v�š���Œ���•�š�������]�v���š�Z���������]�o�]�š�Ç���}�(�����^�&�s���‰�Œ�}�š���]�v�•���š�}���]�v���]�À�]���µ���o�o�Ç���]�v�Z�]���]�š���š�Z�����/�&�E�r�/���‰���š�Z�Á���Ç�X���&�}�Œ���š�Z�]�•��
�‰�µ�Œ�‰�}�•���U���Á�����Z���À�����•���Œ�����v�������í�ì�ì�����^�&�s���‰�Œ�}�š���]�v�•���µ�•�]�v�P�����v���/�&�E�r�o�µ���]�(���Œ���•�����Œ���‰�}�Œ�š���Œ���P���v�����•�Ç�•�š���u�X���t�����•�Z�}�Á�������š�Z���š��
���š���o�����•�š���•���À���v���À�]�Œ���o���‰�Œ�}�š���]�v�•���~�/�î�ò�ó�>�U���D�'�&�ï�ò�ì�r�í�í�>�U�����W�õ�ò�Z�U���D�'�&�ñ�ì�ñ�r�ï�Z�U���Z�î�õ�ô�>�U�����W�ó�í�>�U�����õ�ò�î�Z�•�����}�v�š�Œ�]���µ�š�����š�}��
�š�Z���� �]�v�Z�]���]�Ÿ�}�v�� �}�(�� �š�Z���� �/�&�E�r�/�� �]�v���µ���Ÿ�}�v�� �‰���š�Z�Á���Ç�X�� �/�v�� �}�Œ�����Œ�� �š�}�� ���Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���� �š�Z���]�Œ�� ���v�š���P�}�v�]�•�š�� ���+�����š�U�� ���� �•�‰�o�]�š�r
�v���v�}�o�µ���]�(���Œ���•�������‰�‰�Œ�}�����Z���Á���•���µ�•�������š�}���•���Œ�����v���š�Z���•�����À�]�Œ���o���‰�Œ�}�š���]�v�•���Á�]�š�Z�������o�]���Œ���Œ�Ç���}�(���í�ò���u���i�}�Œ���‰�Œ�}�š���]�v�•���}�(���š�Z����
�/�&�E�r�/���Œ���•�‰�}�v�•���X���d�Z�]�•�����‰�‰�Œ�}�����Z���o�������µ�•���š�}���]�����v�Ÿ�(�Ç���/�Z�&�ï�U���/�Z�&�ó�U���E���D�K�����•���v���Á���‰�µ�š���Ÿ�À�����š���Œ�P���š�•���}�(�����^�&�s���‰�Œ�}�š���]�v�•�X�� 
���Ç�����}�u���]�v�]�v�P�����]�+���Œ���v�š���•���Œ�����v�]�v�P�����‰�‰�Œ�}�����Z���•�U���Á�����Z���À�������o�Œ�������Ç���Z�]�P�Z�o�]�P�Z�š�������v���Á���u�����Z���v�]�•�u�•�����Ç���Á�Z�]���Z�����^�&�s��
�Z�]�i�����l�•�� �����o�o�µ�o���Œ�� �‰���š�Z�Á���Ç�� �(�}�Œ�� �Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v�� ���v���� ���•�����‰���•���š�Z���� �À�]�P�]�o���v������ �}�(�� �š�Z���� �]�u�u�µ�v���� �•�Ç�•�š���u�X�� �>���š���Œ�� �}�v�U�� ���Ç��
���}�u�‰���Œ�]�v�P�� �À�]�Œ�µ�•�r�Z�}�•�š�� �]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�•�� �š�Z���š�� �Z���À���� �������v�� �}���š���]�v������ �Á�]�š�Z�� ���©���v�µ���š������ �•�š�Œ���]�v�•�� �}�(�� ���^�&�s�U�� �Á���� �•�Z�}�µ�o����
�]�����v�Ÿ�(�Ç���•�‰�����]�.�����š���Œ�P���š�•���š�Z���š�����}�µ�o�������Æ�‰�o���]�v���š�Z�������©���v�µ���Ÿ�}�v���‰�Œ�}�����•�•�����š���š�Z�����u�}�o�����µ�o���Œ���o���À���o�X�� 

 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���� �^�&�s�U���]�v�š���Œ�����š�}�u�]���U���]�v�v���š�����]�u�u�µ�v�]�š�Ç 
 
�&�µ�v���]�v�P�� �•�}�µ�Œ�����W���/���Z�����U�� ���v�� ���Z���r�E���d�� ���}�r�(�µ�v�������� �µ�v�����Œ�� ���h���,�}�Œ�]�Ì�}�v�� �î�ì�î�ì�� �Œ���•�����Œ���Z�� ���v���� �]�v�v�}�À���Ÿ�}�v�� �‰�Œ�}�P�Œ���u�u����
�~�Z�©�‰�•�W�l�l�����X���µ�Œ�}�‰���X���µ�l�‰�Œ�}�P�Œ���u�u���•�l�Z�}�Œ�]�Ì�}�v�î�ì�î�ì�l���v�•�U�� �µ�v�����Œ�� �'�Œ���v�š�� ���P�Œ�����u���v�š�� �v�£�ô�ò�î�ò�ì�ñ�U�� ���v���� ���}�r�(�µ�v���]�v�P�U�� �µ�v�����Œ�� �š�Z����
�P�Œ���v�š�����}�����•�W�����E�Z�r�î�í�r�/���Z���r�ì�ì�ì�í�r�ì�í���(�}�Œ�����E�^���^�����v�������E�Z�r�î�í�r�/���Z���r�ì�ì�ì�í�r�ì�î���(�}�Œ���/�E�Z���� 
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�W�ñ�ñ�X�����À���o�µ���Ÿ�}�v�� �}�(�����(�Œ�]�����v�� �^�Á�]�v���� �&���À���Œ�� �}�v�� �����•�š�� �����o�l���v�� �‰�]�P�•�� ���v���� �������l�Ç���Œ���•�� �]�v��
���µ�o�P���Œ�]���W�������‹�µ���o�]�š���Ÿ�À�������•�•���•�•�u���v�š 
 
���o���v�����>���Ì�Ì���Œ�}�í�U�î�Ž�U�������•�•�]�•�o���À�������]�u�]�š�Œ�}�À���ï�U�ñ�U���Z�����}�•�Ÿ�v�������}�v���À���ð�U���D�]���Z���o�����E�}�Œ�]�ñ�U���'�]�}�Œ�P�]�������v�P���o�}�v�]�í�U�î 

 
�í���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����s���v���Ì�]���U���>���P�v���Œ�}���~�W�����µ���•�U���/�š���o�Ç 
�î���s���š���Œ�]�v���Œ�]���^���v�Ì�����&�Œ�}�v�Ÿ���Œ�����/�š���o�]���U���>���P�v���Œ�}���~�W�����µ���•�U���/�š���o�Ç 
�ï���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(�����]�}���]�À���Œ�•�]�š�Ç�����v���������}�•�Ç�•�š���u���Z���•�����Œ���Z�����š���š�Z�������µ�o�P���Œ�]���v�������������u�Ç���}�(���^���]���v�����•�U���^�}�.���U�����µ�o�P���Œ�]�� 
�ð�����•�•�}���]���Ÿ�}�v���(�}�Œ�����Œ�������]�v�P�����v�����W�Œ���•���Œ�À�]�v�P���}�(���š�Z���������•�š�������o�l���v���^�Á�]�v���U���^�Z�µ�u���v�U�����µ�o�P���Œ�]�� 
�ñ�����µ�Œ�}�‰�����v���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U���&�]���•�}�o�����~�&�o�}�Œ���v�����•�U���/�š���o�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����o���Ì�Ì���Œ�}�›�]�Ì�•�À���v���Ì�]���X�]�š�� 
 
���(�Œ�]�����v���^�Á�]�v�����&���À���Œ���~���^�&�•���Z���•���������}�u���������•���Œ�]�}�µ�•�����Z���o�o���v�P�����(�}�Œ���š�Z�����‰�]�P���‰�Œ�}���µ���Ÿ�}�v���•�����š�}�Œ�X�������•�]�����•���š�Z�������]�Œ�����š��
�����u���P���•���Œ���o���š�������š�}���]�š�•���o���š�Z���o�]�š�Ç�����v�����Œ���•�]�•�š���v�����U�����^�&���u���v���P���u���v�š�����v�������}�v�š�Œ�}�o���~���X�P�X�������Œ�o�Ç�������š�����Ÿ�}�v�U�����v�]�u���o��
�u�}�À���u���v�š���Œ���•�š�Œ�]���Ÿ�}�v�•�����v�����]�u�‰�o���u���v�š���Ÿ�}�v���}�(���•�o���µ�P�Z�š���Œ���‰�}�o�]���]���•�•���]�•���Z�����À�]�o�Ç�����+�����Ÿ�v�P���������l�Ç���Œ���•�����v����
�•�u���o�o�Z�}�o�����Œ���(���Œ�u�•�U���Á�Z�]���Z���Œ���‰�Œ���•���v�š�������•�µ�•�š���]�v�����o�����Á���Ç���š�}���‰�Œ�}���µ���������v�]�u���o���‰�Œ�}�š���]�v�•�����v�����•�µ�‰�‰�}�Œ�š���š�Z�����o�}�����o��
���}�u�u�µ�v�]�Ÿ���•�U�����•�‰�����]���o�o�Ç���]�v���Œ�µ�Œ���o�����Œ�����•���š�Z���š�������v�v�}�š���������(���Œ�u�������]�v�š���v�•�]�À���o�Ç�X���d�Z���������•�š�������o�l���v���•�Á�]�v�����~�����^�•�U��
���µ�o�P���Œ�]���–�•���o���•�š���]�v���]�P���v�}�µ�•���‰�]�P�����Œ�������U���Z���•���������v���������‰�o�Ç�����+�����š���������Ç���š�Z�������^�&�����‰�]�����u�]���U�������]�v�P�����š���Z�]�P�Z���Œ�]�•�l���}�(��
���Æ�Ÿ�v���Ÿ�}�v�����v�����]�v���Œ�������]�v�P�X���d�Z�]�•���•�š�µ���Ç�����v���o�Ç�•���������^�&�–�•�����]�Œ�����š�����v�����]�v���]�Œ�����š�����}�v�•���‹�µ���v�����•���}�v������� �̂����v�����������l�Ç���Œ���•��
�(���Œ�u���Œ�•���]�v�����µ�o�P���Œ�]���X���/�v���î�ì�î�î���š�Á�}���.���o�����u�]�•�•�]�}�v�•���Z���À�����������v���}�Œ�P���v�]�•�������]�v�����µ�o�P���Œ�]���U�����}�o�o�����Ÿ�v�P���]�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v���š�Z�Œ�}�µ�P�Z��
�•���u�]�r�•�š�Œ�µ���š�µ�Œ�������]�v�š���Œ�À�]���Á�•���Á�]�š�Z���������l�Ç���Œ���•�����v��������� �̂��(���Œ�u���Œ�•�U���(���Œ�u���Œ�•���Œ���‰�Œ���•���v�š���Ÿ�À���•�����v�����À���š���Œ�]�v���Œ�]���v�•�X���^�]�Æ��
���Æ�r����� �̂��(���Œ�u���Œ�•�����v�����š�Z�����‰�Œ���•�]�����v�š���}�(���š�Z���]�Œ�����•�•�}���]���Ÿ�}�v���Á���Œ�����]�v�š���Œ�À�]���Á�����X���s���š���Œ�]�v���Œ�]���v�����µ�š�Z�}�Œ�]�Ÿ���•���Á���Œ����
�]�v�À�}�o�À�������]�v�����]�•���µ�•�•�]�v�P���‰�}�•�•�]���o�����•�š�Œ���š���P�]���•���š�}���•�µ�‰�‰�}�Œ�š���•�u���o�o�Z�}�o�����Œ�•�����v��������� �̂��(���Œ�u���Œ�•�����µ�Œ�]�v�P�����‰�]�����u�]���•�X�����}�š�Z��
�������l�Ç���Œ���•�����v��������� �̂��(���Œ�u���Œ�•���Z���À�����������v���Z�����À�]�o�Ç�����+�����š���������Ç�����^�&�����}�v�•���‹�µ���v�����•���]�v�����µ�o�P���Œ�]���X���d�Z�����������l�Ç���Œ�����•�����š�}�Œ��
�Z���•���������v�����o�u�}�•�š�������•�š�Œ�}�Ç�����U���Á�Z�]�o�����š�Z��������� �̂��(���Œ�u���Œ�•���]�v�š���Œ�À�]���Á�������Z���À�����o�}�•�š���š�Z���]�Œ�����v�Ÿ�Œ�����Z���Œ���•�X���/�v���î�ì�í�ò���ñ�õ������� �̂�
�Z���Œ���•���Á���Œ�����Œ���P�]�•�š���Œ�����U���Á�Z�]�o�����v�}�Á�������Ç�•���š���v���Z���Œ���•�����Œ�����o���L�X���D���v�Ç���(�����š�}�Œ�•���o�]�u�]�š�������š�Z�����‰�}�•�•�]���]�o�]�š�Ç���}�(���Œ���•�š���Œ�Ÿ�v�P��
�š�Z���������Ÿ�À�]�š�Ç���}�(������� �̂��(���Œ�u�•�X���/�v���(�����š�U�����Œ�����•���(�}�Œ���(���Œ�u�]�v�P���]�v���š�Z�������o�o�}�Á�������Œ���P�]�}�v�•���~���µ�Œ�P���•�U���s���Œ�v�������v�����^�Z�µ�u���v�•�����Œ����
�‰���Œ�š���}�(�������‰�µ���o�]�����Œ���•�}�µ�Œ���������v���������v�v�}�š���������(���v�������U���]�v���}�‰�‰�}�•�]�Ÿ�}�v���š�}���š�Z�������]�}�•���(���š�Ç���Œ���‹�µ�]�Œ���u���v�š�•�X���D�}�Œ���}�À���Œ�U���š�Z����
�•���u�������Œ�����•�����Œ�����}�L���v���µ�•���������Ç���Z�µ�v�š���Œ�•�����v���������v�v�}�š�����������o�o�}�����š�������}�v�o�Ç���š�}������� �̂��(���Œ�u���Œ�•�X���/�v���������]�Ÿ�}�v�U�����µ�����š�}�����^�&��
�u�����•�µ�Œ���•�U���š�}�������š���U���v�}���o���P���o���}�‰�Ÿ�}�v�•�����Æ�]�•�š���(�}�Œ���•���o�o�]�v�P������� �̂��u�����š�����v�����v�}���•�o���µ�P�Z�š���Œ�Z�}�µ�•���•�����������‰�š������� �̂��~�����(�}�Œ�������^�&�U��
�ò�ì�9���}�(������� �̂��(���Œ�u���Œ�•�����v�v�µ���o���]�v���}�u�����Œ���•�µ�o�š�������(�Œ�}�u������� �̂��u�����š���•���o�o�]�v�P�•�X���/�v���P���v���Œ���o�U���š�Z�����.�v���v���]���o���•�µ�‰�‰�}�Œ�š���}�+���Œ������
�Á���•���]�v�•�µ�8���]���v�š���š�}���Œ���•�š�}�Œ�������v�������}�v�}�u�]�����o�o�Ç���À�]�����o�����Z���Œ���U���Œ���r�P���]�v�]�v�P���Œ���À���v�µ���X�������•�������}�v���š�Z��������� �̂����Æ�‰���Œ�]���v�����U�����^�&��
���}�v�š�Œ�}�o���u�����•�µ�Œ���•���Á�]�o�o�U���]�v���š�Z�����o�}�v�P���š���Œ�u�U���]�•���‰�}�•�������š���Œ�]�•�l���š�Z�������Z���]�v�•���}�(���o�}�����o�l�}�Á�v�����}�v�•�µ�u�‰�Ÿ�}�v���‰�Œ�}���µ���Ÿ�}�v�U���]�]�•���š�Z����
���µ�o�š�µ�Œ���o���Z���Œ�]�š���P�����~���X�P�X���š�Œ�����]�Ÿ�}�v���o���‰�Œ�}���µ���š�•�•�U���]�]�]�•���]�š���Á�]�o�o���Œ�����µ���������]�}���]�À���Œ�•�]�š�Ç�U�����v�����]�À�•�����}�v�š�Œ�]���µ�š�����š�}���š�Z�����o���v����
�������v���}�v�u���v�š���‰�Z���v�}�u���v�}�v�X���&�]�v���v���]���o���•�µ�‰�‰�}�Œ�š���}�(���š�Z���•�����Œ�����o�]�Ÿ���•�U�����}�o�o�����}�Œ���Ÿ�}�v�����u�}�v�P���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����µ�š�Z�}�Œ�]�Ÿ���•��
���v�����Œ�µ�Œ���o�������À���o�}�‰�u���v�š���‰���Œ�Ÿ���•�U���‰�}�•�•�]���o�����(�}���µ�•�����������Œ�}�P���Ÿ�}�v�����v�����]�����v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v���}�(���]�v���]�����š�}�Œ�•���Á�Z�]���Z���‹�µ���v�Ÿ�(�Ç��
�š�Z���������}�v�}�u�]���U���•�}���]���o�����v�������µ�o�š�µ�Œ���o���À���o�µ�����}�(���š�Z���•�����š�Œ�����]�Ÿ�}�v���o���(���Œ�u�•���Á�}�µ�o�����������(�µ�v�����u���v�š���o���š�}���‰�Œ���•���Œ�À�]�v�P���š�Z���•����
�•�����š�}�Œ�•�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����(�Œ�]�����v���^�Á�]�v�����&���À���Œ�U�������•�š�������o�l���v���‰�]�P�•�U���������l�Ç���Œ���•�U���•�u���o�o�Z�}�o�����Œ���(���Œ�u�•�U���]�u�‰�����š 
 
�&�µ�v���]�v�P�� �•�}�µ�Œ������ �}�Œ�� �����l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���/�š���o�]���v�� �•�}���]���š�Ç�� �}�(�� �‰�]�P�� �‰���š�Z�}�o�}�P�Ç�� ���v���� �‰�Œ�}���µ���Ÿ�}�v���~�^�/�W���^�•�U�� �����&���E���� �‰�Œ�}�i�����š���E�}�X��
�ó�ó�ï�ó�ì�í 
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�W�ñ�ò�X�������������‰���•���‹�µ���v���]�v�P���•�š�Œ���š���P�Ç���(�}�Œ���]�v�À���•�Ÿ�P���Ÿ�}�v���}�(���À�]�Œ�µ�•���À���Œ�]���v�š�•���Á�]�š�Z�]�v�����^�&�s��
�]�v�(�����š�������‰�]�P�• 
 
�����u�]�o�o�����D���o�]�•�•�����:�}�Z�v�•�š�}�v�í�Ž�U�����v�v���^�}�.�����K�o���•���v�í�U���>�}�µ�]�•�����>�}�Z�•���í�U���d�Z�}�u���•�����Œ�µ�µ�v���Z���•�u�µ�•�•���v�í 

 
�í���^�š���š���v�•���^���Œ�µ�u���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U�����}�‰���v�Z���P���v�U�������v�u���Œ�l 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�������u�i�›�•�•�]�X���l�� 
 
���(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���À�]�Œ�µ�•���~���^�&�s�•���]�•���š�Z���������µ�•���Ÿ�À�������P���v�š���}�(�����(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ�U�����v�������}�v�}�u�]�����o�o�Ç���]�u�‰�}�Œ�š���v�š�����v����
�Z�]�P�Z�o�Ç�� ���}�v�š���P�]�}�µ�•�� ���]�•�����•���� �}�(�� ���}�u���•�Ÿ���� �‰�]�P�•�U�� �Á�]�o���� ���}���Œ�� ���v���� �}�š�Z���Œ�� �u���u�����Œ�•�� �}�(�� �š�Z���� �(���u�]�o�Ç���^�µ�]�������X�� �d�Z���� ���^�&�s��
�P���v�}�u�����]�•�������o���Œ�P�����o�]�v�����Œ�����}�µ���o�����•�š�Œ���v�����������E�����u�}�o�����µ�o�����š�Z���š���Œ���v�P���•���(�Œ�}�u���í�ó�ì���š�}���í�õ�ð���l���������‰���v���]�v�P���}�v���š�Z����
�À�]�Œ�µ�•�� �•�š�Œ���]�v�X�� ���^�&�s�� �Z���•�� �����u�}�v�•�š�Œ���š������ ���� �Z�]�P�Z�� �����P�Œ������ �}�(�� �P���v���Ÿ���� �•�š�����]�o�]�š�Ç�U�� �Á�]�š�Z�� �o�}�Á�� �P���v���Ÿ���� ���]�À���Œ�•�]�š�Ç�� ���u�}�v�P��
�]�•�}�o���š���•�� �]�v�� ���µ�Œ���•�]���� �~�&�}�Œ�š�Z�����š�� ���o�X���î�ì�í�õ�•�X�� �d�}�� ���Æ�‰�o�}�Œ���� �š�Z���� �]�v�G�µ���v������ �}�(�� �À�]�Œ���o�� �À���Œ�]���v�š�•�� �}�v�� ���o�]�v�]�����o�� �}�µ�š���}�u���� ���v����
�]�v�(�����Ÿ�}�v�r���Ç�v���u�]���•�U�� �Á���� �Z���À���� �����•�]�P�v������ ���� �������‰�� �•���‹�µ���v���]�v�P�� �•�š�Œ���š���P�Ç�� �Á�]�š�Z�� �í�ô�� �}�À���Œ�o���‰�‰�]�v�P�� �W���Z�� �(�Œ���P�u���v�š�•�U��
�Œ���v�P�]�v�P���]�v���•�]�Ì�����(�Œ�}�u�����‰�‰�Œ�}�Æ�X���õ�ò�ì�ì�����‰���š�}���í�î�ô�ì�ì�����‰�U�����}�À���Œ�]�v�P�����o�u�}�•�š���š�Z�������v�Ÿ�Œ���š�Ç���}�(���������µ�Œ�}�‰�����v�����^�&�s���Œ���(���Œ���v������
�P���v�}�u���� �~�K�o���•���v�����š�� ���o�X���î�ì�í�ô�•�X�� �d�Z���� �}�À���Œ�o���‰�‰�]�v�P�� �W���Z�•�� ���Œ���� �u�µ�o�Ÿ�‰�o���Æ������ �]�v�� �v�}�v�r�}�À���Œ�o���‰�‰�]�v�P�� �‰�}�}�o�•�� �}�v�� ���E����
���Æ�š�Œ�����š�������(�Œ�}�u�����^�&�s���]�v�(�����š�������‰�]�P�•�X���d�Z�����W���Z���‰�}�}�o�•�����Œ�����š�Z���v���u���Œ�P�������(�}�Œ���������Z���•���u�‰�o���U�������Œ���}�����������v�����•���‹�µ���v��������
���Ç�� �E���v�}�‰�}�Œ���� �}�Œ�� �/�o�o�µ�u�]�v���U�� �Œ���•�µ�o�Ÿ�v�P�� �]�v�� ���}�À���Œ���P���� �}�(�� �����}�À���� �í�ì�ì�ì�Æ�� �(�}�Œ�� �������Z�� ���u�‰�o�]�.������ �Œ���P�]�}�v�X�� �d�Z�]�•�� ���o�o�}�Á�•�� �(�}�Œ��
�À���Œ�]���v�š�������o�o�]�v�P�����v�����Z���‰�o�}�š�Ç�‰�]�v�P���Á�]�š�Z���Z�]�P�Z�����}�v�.�����v�����X�����}�u�‰�Œ���Z���v�•�]�À�����������‰���•���‹�µ���v���]�v�P���]�•�����Œ�]�Ÿ�����o���]�v���(�}�o�o�}�Á�]�v�P��
���^�&�s���u�}�o�����µ�o���Œ�����À�}�o�µ�Ÿ�}�v�U�����•�‰�����]���o�o�Ç���(�}�Œ���]�����v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v���}�(���u�}���]�.�����Ÿ�}�v�•���š�Z���š�������v�����+�����š���À�]�Œ�µ�o���v�����X���d�Z�������µ�Œ�Œ���v�š��
�u���š�Z�}���������v���������µ�•�������(�}�Œ���š�Z�������µ�Œ�Œ���v�š�����µ�Œ�}�‰�����v�����^�&�s�•�����v�����������‰�š�������š�}���}�š�Z���Œ�����^�&�s���•�š�Œ���]�v�•�����v�����P���v�}�š�Ç�‰���•���•�]�u�‰�o�Ç��
���Ç�����o�š���Œ���Ÿ�}�v�•���}�(���‰�Œ�]�u���Œ�•���]�v���Œ���P�]�}�v�•���Á�]�š�Z���o�}�Á�����}�u�‰���Ÿ���]�o�]�š�Ç�X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����^�&�s�U���������‰���•���‹�µ���v���]�v�P�U���À�]�Œ�µ�•���À���Œ�]���v�š�•�U���Z���‰�o�}�š�Ç�‰�]�v�P 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�������}�Œ�������l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���d�Z�]�•���Á�}�Œ�l���Á���•���•�µ�‰�‰�}�Œ�š���������Ç���š�Z�����,�}�Œ�]�Ì�}�v���î�ì�î�ì�����Z���r�E���d�����}�(�µ�v�����/�v�š���Œ�v���Ÿ�}�v���o��
���}�}�Œ���]�v���Ÿ�}�v���}�(���Z���•�����Œ���Z���}�(���/�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����v�]�u���o�����]�•�����•���•���~�/���Z�����•�U���‰�Œ�}�i�����š�����^�&�r�Z���^�,�X 
 
�Z���(���Œ���v�����• 
�&�}�Œ�š�Z�U���:�X���,�X�����š�����o�X�������������‰�r�^���‹�µ���v���]�v�P���t�}�Œ�l�G�}�Á���(�}�Œ���š�Z�����&���•�š�����v�������8���]���v�š���'���v���Œ���Ÿ�}�v���}�(���,�]�P�Z�r�Y�µ���o�]�š�Ç�����(�Œ�]�����v���^�Á�]�v�����&���À���Œ��
�s�]�Œ�µ�•���t�Z�}�o���r�'���v�}�u�����^���‹�µ���v�����•�X���s�]�Œ�µ�•���•���í�í�~�õ�•�W�ô�ð�ò���~�î�ì�í�õ�•�X 
�K�o���•���v�U�����X���^�X�����š�����o�X�����}�u�‰�o���š�����P���v�}�u�����•���‹�µ���v�������}�(�����v�����(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���À�]�Œ�µ�•���~���^�&�s���W�K�>�l�î�ì�í�ñ�l�W�}���o���•�l�]���•��
�����š���Œ�u�]�v���������]�Œ�����š�o�Ç���(�Œ�}�u���‰�]�P�����Œ�Ç�š�Z�Œ�}���Ç�š���r���•�•�}���]���š�������v�µ���o���]���������]���X���:�X���s�]�Œ�}�o�X���D���š�Z�}���•���î�ò�í�U���í�ð�t�í�ò���~�î�ì�í�ô�•�X 
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�W�ñ�ô�X�����]�+���Œ���v�����•���]�v���Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v���l�]�v���Ÿ���•�����v���������o�o���š�Œ�}�‰�]�•�u���(�}�Œ���P���v�}�š�Ç�‰�����/�����v�����/�/�����^�&�À��
�•�š�Œ���]�v�• 
 
���Œ�}���•�����l�������Œ�����Z�š�í�Ž�U�������o�u���o�o�����E�������P���í�Ž�Ž�U���&���o���}�v���•���K�v���]�v���í�U���^�}���Œ���•���D���Œ�Ÿ�v�•���^�µ�•���v���í�U���K�Z�������Ç�}�µ�v�P�î�U���,���v��
�^�Z���}�i�]���î�U�������Ç�����v�v�����Œ�]�P�]�©���í�U���E���µ�Á�Ç�v���l���,���v�•�î�U���d�]�P�v�}�v���D���Œ�Ç�o���v���í 

 
�í���^���]���v�•���v�}�U�����Œ�µ�•�•���o�•�U�������o�P�]�µ�u 
�î���'�Z���v�š���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���'�Z���v�š�U�������o�P�]�µ�u 
�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����Œ�����Z�š�X���Œ�}���•�����l���›�•���]���v�•���v�}�X���� 
�Ž�Ž���v�������P���X�����o�u���o�o���›�•���]���v�•���v�}�X���������� 
 
���(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���]�•���}�v�����}�(���š�Z�����u�}�•�š���]�u�‰�}�Œ�š���v�š���À�]�Œ���o�����]�•�����•���•���]�v�����}�u���•�Ÿ�����‰�]�P�•�����µ�����š�}���]�š�•���Œ���o���À���v�������(�}�Œ�����v�]�u���o��
�Z�����o�š�Z�����v�����‰�]�P���]�v���µ�•�š�Œ�Ç�X���d�Z���������µ�•���Ÿ�À�������P���v�š�U�����(�Œ�]�����v���^�Á�]�v�����&���À���Œ���s�]�Œ�µ�•���~���^�&�À�•���]�•�������o���Œ�P�������v�������}�u�‰�o���Æ�����E����
�À�]�Œ�µ�•�U���•�]�v�P�o�����u���u�����Œ���}�(���š�Z�����P���v�µ�•�����•�.�À�]�Œ�µ�•���]�v���š�Z�������•�(���Œ�À�]�Œ�]���������(���u�]�o�Ç���~���o�}�v�•�}�����š�����o�X�U���î�ì�í�ô�•�X���d�Z�����]�v�(�����Ÿ�}�v���}�(��
���}�u���•�Ÿ�����‰�]�P�•���~�^�µ�•���•���Œ�}�(�������}�u���•�Ÿ���µ�•�•�����v�������µ�Œ�}�‰�����v���Á�]�o�������}���Œ�•���~�^�µ�•���•���Œ�}�(���•���Œ���•�µ�o�š�•���]�v�������Á�]�������Œ���v�P�����}�(�����o�]�v�]�����o��
�‰�]���š�µ�Œ���•�U���À���Œ�Ç�]�v�P���(�Œ�}�u���•�µ�����o�]�v�]�����o�����]�•�����•�����š�}���•���À���Œ�����Z�����u�}�Œ�Œ�Z���P�]�������]�•�����•�����Á�]�š�Z���µ�‰���š�}���í�ì�ì�9���o���š�Z���o�]�š�Ç�������‰���v���]�v�P��
�}�v���š�Z�����À�]�Œ�µ�o���v�������}�(���š�Z�����]�•�}�o���š�����~���o�}�u�������š�����o�X�U���î�ì�í�ï�•�X���d�Z�������]�+���Œ���v�š���P���v�}�š�Ç�‰���•���}�(�����(�Œ�]�����v���^�Á�]�v�����&���À���Œ���‰�Œ���•���v�š��
�o���Œ�P�������]�+���Œ���v�������]�v���š�Z���]�Œ���À�]�Œ�µ�o���v�����U���‰���š�Z�}�P���v�]���]�š�Ç�����v�����š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v�������‰�����]�š�Ç�X�����^�&�À���u���]�v�o�Ç���š���Œ�P���š�•���]�u�u�µ�v���������o�o�•��
�}�(�� �š�Z���� �u�Ç���o�}�]���� �o�]�v�����P���U�� ���•�‰�����]���o�o�Ç�� �u�}�v�}���Ç�š���•�� ���v���� �u�����Œ�}�‰�Z���P���•�U�� �Á�Z�]���Z�� ���Œ���� �š�Z�}�µ�P�Z�š�� �š�}�� ������ ���Œ�µ���]���o�� �(�}�Œ�� �À�]�Œ���o��
�‰���Œ�•�]�•�š���v���������v�������]�•�•���u�]�v���Ÿ�}�v���~�&�Œ���v�Ì�}�v�]�����š�����o�X�U���î�ì�í�ó�•�X���/�v���š�Z�]�•���‰�Œ�}�i�����š�U���š�Z�����Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v���l�]�v���Ÿ���•���}�(�����^�&�À���P���v�}�š�Ç�‰����
�í�� �~���ó�ì�U�� �E�,�s�•�� ���v���� �P���v�}�š�Ç�‰���� �î�� �~�����o�P�]�µ�u�î�ì�í�ô�l�í�U�� ���•�š�}�v�]���•�� �Á�]�o�o�� ������ ���}�u�‰���Œ������ �]�v�� ���]�+���Œ���v�š�� �u�����Œ�}�‰�Z���P����
�•�µ���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�•�X 
�W���Œ�]�‰�Z���Œ���o�����o�}�}�����u�}�v�}�v�µ���o�����Œ�������o�o�•�����Œ�������}�o�o�����š�������(�Œ�}�u���Z���‰���Œ�]�v�]�Ì���������o�}�}�������Ç�������&�]���}�o�o���W���‹�µ���������v�•�]�š�Ç���P�Œ�����]���v�š�X��
���L���Œ�Á���Œ���•�U���š�Z�����u�}�v�}���Ç�š���•�����Œ�����]�•�}�o���š���������Ç���‰�o���•�Ÿ���������Z���•�]�}�v�X���W�}�Œ���]�v�������o�À���}�o���Œ���u�����Œ�}�‰�Z���P���•�����Œ�������}�o�o�����š���������Ç��
�o�µ�v�P���o���À���P���X���^�‰�o���v�]�����u�����Œ�}�‰�Z���P���•�����Œ�������}�o�o�����š���������L���Œ���‰�Z�Ç�•�]�����o�������o�o���•���‰���Œ���Ÿ�}�v�����v�����‰�o���•�Ÿ���������Z���•�]�}�v�����v�Œ�]���Z�u���v�š�X��
�/�•�}�o���š�����������o�o���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�•�����Œ�����]�v�}���µ�o���š�������Á�]�š�Z���P���v�}�š�Ç�‰�����í�����v�����P���v�}�š�Ç�‰�����î�����^�&�À���•�š�Œ���]�v�•���}�(���À���Œ�]�}�µ�•���À�]�Œ�µ�o���v���������š��
�����u�X�}�X�]�X���}�(���í�X�����š���ì�U���ï�U���ò�U���õ�U���í�î�U���í�ô�U���î�ð�U���ð�ô�����v�����ó�î���Z�}�µ�Œ�•���‰�}�•�š���]�v�}���µ�o���Ÿ�}�v�U���•�µ�‰���Œ�v���š���v�š�•�����v���������o�o�•�����Œ�������}�o�o�����š�����X��
�/�v���š�Z�����•�µ�‰���Œ�v���š���v�š�•�����v���������o�o�•�U���š�Z�����v�µ�u�����Œ���}�(���À�]�Œ���o���P���v�}�u�������}�‰�]���•�����v�����À�]�Œ�µ�•���Ÿ�š�Œ�������Œ���������š���Œ�u�]�v���������Ç���‹�W���Z�����v����
�Ÿ�š�Œ���Ÿ�}�v�����Ç���/�W�D�����}�v���‰�}�Œ���]�v�������o�À���}�o���Œ���u�����Œ�}�‰�Z���P���•���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�X���/�v�(�����š�����������o�o�•�����Œ�����.�Æ���������v�����•�š���]�v�������(�}�Œ�����^�&�À��
�À�]�Œ���o�����v�Ÿ�P���v�•���]�v���}�Œ�����Œ���š�}�������š���Œ�u�]�v�����š�Z�����‰���Œ�����v�š���P�����}�(���]�v�(�����š�����������o�o�•�����Ç���]�u�u�µ�v�}�G�µ�}�Œ���•�����v�������u�]���Œ�}�•���}�‰�Ç�X 
���]�+���Œ���v�����•���}���•���Œ�À�������]�v���š�Z�����l�]�v���Ÿ���•�����v���������o�o���š�Œ�}�‰�]�•�u���}�(���P���v�}�š�Ç�‰�����í�����v�����P���v�}�š�Ç�‰�����î���•�š�Œ���]�v�•���u���Ç�����Æ�‰�o���]�v���š�Z����
���]�+���Œ���v�š���]�v���À�]�À�}�����Z���Œ�����š���Œ�]�•�Ÿ���•���}�(�����}�š�Z���P���v�}�š�Ç�‰���•�X���� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����^�&�À�U���À�]�Œ�µ�o���v�����U���Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v���l�]�v���Ÿ���•�U���u�}�v�}���Ç�š���l�u�����Œ�}�‰�Z���P���• 
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�W�ñ�õ�X�����v�����©���u�‰�š���š�}�������š���Œ�u�]�v�����š�Z�������+�����š���}�(���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�����}�v���š�Z�����À�]�Œ�µ���]�����o�������Ÿ�À�]�š�Ç��
�}�(���•���o�����š�����������Ÿ�À���� �•�µ���•�š���v�����•�� �µ�•�������]�v�����]�•�]�v�(�����š���v�š�•�����P���]�v�•�š�����(�Œ�]�����v�� �•�Á�]�v�����(���À���Œ��
�À�]�Œ�µ�•���~���^�&�s�• 
 
�D���s�P�}�Œ�Ì���š�����:�µ�•�Ì�l�]���Á�]���Ì�í�Ž�U���D���Œ���l���t���o���Ì���l�í�U�����v�v�����^�Ì���Ì�}�š�l���r���}���Z�v�]���Œ�Ì�í 

 
�í�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���•�Á�]�v�������]�•�����•���U���E���Ÿ�}�v���o���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U���W���Œ�š�Ç�Ì���v�š�•�Á���ñ�ó�����À���v�µ���U���î�ð�r�í�ì�ì���W�µ�s���Á�Ç�U���W�}�o���v�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u���o�P�}�Œ�Ì���š���X�i�µ�•�Ì�l�]���Á�]���Ì�›�‰�]�Á���š�X�‰�µ�o���Á�Ç�X�‰�o�� 
 
African swine fever (ASF) is one of the most dangerous and fatal swine diseases, described for the first time 
roughly a hundred years ago. Even now, there are neither a commercially approved vaccine nor treatment 
available. The only way to hinder further spread of the disease is by culling the affected herds and applying 
prevention methods based mainly on proper biosecurity using effective disinfectant. Nevertheless, it is 
important that the disinfectant maintains its virucidal activity over a wide range of temperatures. It should 
show effectiveness in both summer and winter, despite low temperatures. Previously we have proven that 
several generally approved active compounds are capable to inactivate enveloped ASFV. Here we present 
the study on the effect of temperature on virucidal activity of selected active substances used in disinfectants 
against ASFV, in order to verify the effectiveness of these substances exposed to wide range of temperatures. 
In the present study three active substance were selected to represent the main groups of chemical 
compounds, i.e.: sodium hypochlorite (1.0%), glutaraldehyde (0.1%) and potassium peroxymonosulfate 
(0.5%). The examination was carried out using the suspension test inspired by the PN-EN 14675: 2015 
European Standard procedure. All tested active substances were analysed in three different temperature 
conditions (21oC; -10oC; -20oC) in triplicate, diluted with water of standardized hardness. The tested mixture 
contained two types of interfering substance simulating low or high soiling level (BSA - bovine serum albumin 
or BSA + YE - bovine serum albumin with a yeast extract, respectively). The presence of cytopathic effect was 
observed in 96-well plates (in quadruplicate) containing Vero cell culture after 7 day-incubation in 37°C. If 
�š�Z�������]�(�(���Œ���v�������]�v�����^�&���š�]�š�Œ���������š�Á�����v���š���•�š�����������š�]�À�����•�µ���•�š���v���������v�����À�]�Œ�µ�•�����}�v�š�Œ�}�o���Á���•���H���ð���o�}�P���~�d���/���ñ�ì�l�u�o�•�U���]�š���Á���•��
considered as virucidal against ASFV.  
���Æ�‰�}�•�µ�Œ�����š�}���Œ���v�P�����}�(���š���•�š�������š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���•�U�����]�����v�}�š���v���P���Ÿ�À���o�Ç�����+�����š���š�Z�����À�]�Œ�µ���]�����o�����8�������Ç���}�(���š�Z�����š���•�š�����������Ÿ�À����
�•�µ���•�š���v�����•�� ���P���]�v�•�š�� ���^�&�s�X�� ���o�o�� �š�Z�Œ������ ���Z���u�]�����o�� ���}�u�‰�}�µ�v���•�� �Œ�����µ�������� �À�]�Œ�µ�•�� �Ÿ�š�Œ���•�� ���Ç���ð�o�}�P�U�� �Á�Z�]���Z�� ���}�v�.�Œ�u�•�� �š�Z���]�Œ��
�À�]�Œ�µ���]�����o�������Ÿ�À�]�š�Ç�����P���]�v�•�š�����^�&�s���]�v�������Á�]�������Œ���v�P�����}�(���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���•�U���]�v���o�µ���]�v�P���(�Œ�����Ì�]�v�P���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���•�X�� 
�,�}�Á���À���Œ�U���š�Z�������]�P�P���•�š���‰�Œ�}���o���u���}�(�����]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç���]�v���Á�]�v�š���Œ���]�•���š�Z�����(�����š���š�Z���š���š�Z�������]�•�]�v�(�����Ÿ�}�v���•�}�o�µ�Ÿ�}�v���(�Œ�����Ì���•�U�����X�P�X���]�v��
���]�•�]�v�(�����Ÿ�}�v�� �u���š�•�� �}�Œ�� �š�Œ�}�µ�P�Z�•�U�� �Á�Z�]���Z�� �‰�Œ���À���v�š�•�� �‰�Œ�}�‰���Œ�� �‰���v���š�Œ���Ÿ�}�v�� ���v���� �����v�� ������ �š�Z���� ���]�Œ�����š�� �����µ�•���� �}�(�� ���^�&��
�]�v�š�Œ�}���µ���Ÿ�}�v�� �]�v�š�}�� ���� �(���Œ�u�X�� �d�Z���Œ���(�}�Œ���U�� �]�š�� �]�•�� �v�������•�•���Œ�Ç�� �š�}�� �.�v���� ���� �•�µ���•�š���v������ �š�Z���š�� �‰�Œ���À���v�š�•�� �(�Œ�}�u�� �(�Œ�����Ì�]�v�P�� �}�(��
���]�•�]�v�(�����Ÿ�}�v�� �•�}�o�µ�Ÿ�}�v�•�U�����v���� �‰�Œ���(���Œ�����o�Ç���š�Z���� �}�v���� �š�Z���š�� �Á�]�o�o�� ���v�Z���v������ �]�š�•�� �À�]�Œ�µ���]�����o���‰�Œ�}�‰���Œ�Ÿ���•�� �š�Z�Œ�}�µ�P�Z���•�Ç�v���Œ�P�]�•�Ÿ����
�����Ÿ�}�v�X 
 
Keywords: African swine fever; disinfection; suspension test; virucidal activity 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���^�l�ñ�ð�ô���—���+�����š���}�(���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�����}�v���š�Z�����À�]�Œ�µ���]�����o�������Ÿ�À�]�š�Ç���}�(�����Z���u�]�����o�����}�u�‰�}�µ�v���•�����}�u�u�}�v�o�Ç���µ�•�������]�v���š�Z����
�‰�Œ�}���µ���Ÿ�}�v���}�(�����}�u�u���Œ���]���o�����]�•�]�v�(�����š���v�š�•�����P���]�v�•�š�����(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���À�]�Œ�µ�•���~���^�&�s�•�X�— 
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�W�ò�ì�X�����(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���t���‰�Œ���À���v�Ÿ�À�������v�������}�v�š�Œ�}�o���u�����•�µ�Œ���•���µ�v�����Œ�š���l���v���]�v���š�Z����
�.�Œ�•�š�����]�•�����•�����}�µ�š���Œ�����l���]�v���š�Z�����������l�Ç���Œ���•���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v���~�^���Œ���]���• 
�� 
�^�]�v�]�•���� �'�Œ�µ�������í�Ž�U�� �s�o�����]�u�]�Œ�� �W�}�o�������l�í�U�� �D���Œ�]�v���� �•���l�]���í�U�� ���]�o�i���v���� ���i�µ�Œ���i���À�]���í�U�� �/�À���v�� �W�µ�“�]���í�U�� �D���Œ�l�}�� �W���i�]���í�U�� �:���•�v����
�W�Œ�}�����v�}�À�r�Z�����µ�o�}�À�]���í 
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�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���P�Œ�µ�������›�v�]�À�X�v�•�X�����X�Œ�•���� 
 
African swine fever (ASF) continues to spread in Europe and in 2019 the first outbreak was detected in Serbia, 
Western Balkans. The first ASF case was detected in domestic swine backyard population in central part of 
the country. After disease confirmation, the Veterinary Directorate established the infected and protection 
zones, implemented the stamping out procedure in infected as well as in contact yards, as an urgent measure 
to stop the virus spreading. According to the results of the epidemiological field investigation, within two 
municipalities, i.e. 3 villages, 17 infected backyards were identified, with a total population of 279 domestic 
pigs. The clinical signs of disease were detected in only 21 domestic pigs. Having in mind the very low or total 
absence of biosecurity measures in the �������l�Ç���Œ���[�• population, the preventive depopulation in the selected 
villages was implemented as the final control measure. According to the decision, the preventive 
depopulation (stamping out) in the surrounding villages included 339 domestic pigs in the contact yards. The 
total number of euthanized domestic pigs in the backyards was 618. It is well known that backyards with 
their low biosecurity standards are considered prone to ASF and thus are of particular interest in disease 
prevention and control strategy. According to Serbian experience, in the case of ASF outbreak in one 
backyard, the whole village has to be considered as one epidemiological unit and urgent control and 
preventive measures according to the Law need to be applied. 
 
Keywords: African swine fever, control measures, backyards, Serbia  
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�í���&�Œ�]�����Œ�]���Z�r�>�}���K���Œ�r�/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U���&�������Œ���o���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����(�}�Œ�����v�]�u���o���,�����o�š�Z�U���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�U���'�Œ���]�(�•�Á���o�����r���/�v�•���o��
�Z�]���u�•�U���'���Œ�u���v�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���•���Œ���X�•���Z�›�o�]�À���X�v�o�� 
 
The continuous monitoring of animal diseases is of great importance in order to minimize health and 
economic impacts on livestock, animal owners and consumers. To assess the risk of disease transmission 
from wild animals to livestock, wildlife surveillance is particularly crucial. African swine fever (ASF) is present 
in Germany since 2020. Similar to many other affected countries, mainly the wild boar population is affected. 
Thus, in order to protect the domestic pig sector, it is vital to control the disease in wild boar and to 
implement sufficient surveillance activities.  
Large parts of Germany are still free from ASF. The main surveillance objective in those areas is to detect the 
entry of the disease as early as possible.  
The aim of the project is to conduct a comprehensive evaluation of the currently implemented surveillance 
strategies for ASF in German wild boar in ASF free areas, and to compare these strategies to alternative, risk-
based surveillance strategies. 
Risk factors for ASF infection in wild boar and for detection of ASF infected wild boar have been identified 
and were used to inform and develop alternative surveillance strategies. The currently applied surveillance 
strategy was defined as the reference strategy. To evaluate the performance of the surveillance strategies, 
sensitivity and timeliness of the strategies were examined utilizing a simulation model previously developed 
for the evaluation of classical swine fever surveillance in wild boar. Within the project, the model was 
adapted and parameterized according to the epidemiological characteristics of ASF. The sensitivity was 
determined by measuring the probability of detection of an ASF infection within six months. Timeliness was 
defined as the time between introduction and detection of an ASF infection.  
The project is still in progress. The poster will show some potential preliminary results, but the main focus 
will be on the approach of the project and to inform the scientific community and exchange ideas.  
 
Keywords: African swine fever, surveillance, simulation model, sensitivity, timeliness 
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�•�Z�µ�š�}�+�������Ÿ�À�]�š�Ç 
 
���]�š�}�Œ�� �E�}�P���o���•�í�U�˜�Ž�U�� �>���µ�Œ���� �s�]�o�o���u���Ç�}�Œ�î�U�� �^���Œ�P�]�}�� �h�š�Œ�]�o�o���r�d�Œ�]�P�}�í�U�� �:���À�]���Œ�� �K�Œ�š���P�}�í�U�� �>�µ�]�•�� �D���Œ�Ÿ�v���Ì�r�^�}���Œ�]���}�ï�U�� �D���Œ�š���� �>��
�������]���P�}�î�U� ̃
 
�í�������v�š���Œ���(�}�Œ�����v�]�u���o���,�����o�š�Z���Z���•�����Œ���Z�U�����/�^���r�/�E�/���r���^�/���U���s���o�����}�o�u�}�•�U���î�ô�í�ï�ì���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v 
�î�������‰���Œ�š�u���v�š�� �}�(�� �D�}�o�����µ�o���Œ�� ���v���� �����o�o�� ���]�}�o�}�P�Ç�U�� �����v�š�Œ�}�� �E�����]�}�v���o�� ������ ���]�}�š�����v�}�o�}�P�_���� �~���E���r���^�/���•�U�� �����u�‰�µ�•�� �h�v�]�À���Œ�•�]��������
���µ�š�•�v�}�u�����������D�����Œ�]���U���î�ô�ì�ð�õ���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v 
�ï�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(�����]�•�����•�����/�v�š���Œ�À���v�Ÿ�}�v�����v�����W�Œ���À���v�Ÿ�}�v�U���d���Æ���•�����]�}�u�����]�����o���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U���^���v�����v�š�}�v�]�}�U���d�y���ó�ô�î�î�ó�U���h�^�� 
�˜�����}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���v�}�P���o���•�X���]�š�}�Œ�›�]�v�]���X���•�]���X���•�� 
 
Influenza A virus (IAV) can infect a broad range of mammalian and avian species representing an important 
challenge both in poultry farming and human health. In addition, some IAV subtypes, such as H5N1, 
preferentially infecting avians, occasionally infect humans, having zoonotic potential. The host innate 
immune system provides defences that restrict IAV replication and infection. However, IAV have evolved to 
develop efficient mechanisms to counteract host antiviral responses. The IAV PA-X and NS1 non-structural 
proteins are key virulence factors that modulate innate immune responses and virus pathogenicity during 
infection. Previously, we have shown a functional coevolution of NS1 and PA-X proteins in pH1N1. Here, we 
assessed the functional coevolution of NS1 and PA-X proteins from early and more recent H5N1 IAV, as well 
as the role of specific amino acid mutations in the PA-X protein of H5N1 IAV on their ability to inhibit host 
gene expression, viral replication, and pathogenesis. 
�/�v���•�]�o�]���}�����v���o�Ç�•�]�•�X���,�µ�u���v�����v�������À�]���v���,�ñ�E�í���W���r�y�����v�����E�^�í���•���‹�µ���v�����•�����À���]�o�����o�������š���š�Z�����/�v�G�µ���v�Ì�����Z���•�����Œ���Z��
�����š�������•�����~�Á�Á�Á�X�G�µ�����X�}�Œ�P���~���������•�•�������}�v���î�ï���:�µ�v�����î�ì�î�ì�•�•���Á���Œ�������}�Á�v�o�}�������������v�������o�]�P�v�������µ�•�]�v�P���š�Z�����^���v���o�Ç�Ì����
�•���‹�µ���v�������À���Œ�]���Ÿ�}�v���~�^�E�W�•�_���(�µ�v���Ÿ�}�v�����À���]�o�����o�����]�v���š�Z�]�•���Á�����‰���P���X���/�v���À�]�š�Œ�}�����•�•���Ç�•�X�������v�]�v�����D�����<�U���Z�µ�u���v�����ñ�ð�õ���}�Œ��
�,���<�î�õ�ï�d�U�����v�������Z�]���l���v�����&�r�í�������o�o�•���Á���Œ�����µ�•�������]�v���š�Z�]�•���•�š�µ���Ç�X���/�v���À�]�À�}���•�š�µ���]���•�X�����í�î�õ���u�]�������Á���Œ�����Z�}�µ�•���������š���š�Z�������^�>�ï��
���v�]�u���o���(�����]�o�]�Ÿ���•�� �]�v�� �š�Z���� ���v�]�u���o�� �,�����o�š�Z�� �Z���•�����Œ���Z�� �����v�š�Œ���� �~���/�^���r�/�E�/���l���^�/���•�U�� �D�����Œ�]���� �~�^�‰���]�v�•�X�� ���o�o�� ���v�]�u���o��
���Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o���‰�Œ�}�š�}���}�o�•���Á���Œ�������‰�‰�Œ�}�À�������~�W���Œ�u�]�š���v�µ�u�����Œ�W���W�Z�K���y���í�í�ò�l�í�õ�•�X 
Our results indicate that NS1 and PA-X proteins from currently circulating H5N1 IAV have evolved to increase 
their ability to inhibit host gene expression and innate immune responses. Notably, viruses encoding the NS1 
protein from early H5N1 strains were more virulent in mice and replicated slightly more efficiently in the 
lungs than the viruses encoding the NS1 protein from recent H5N1 strains. However, changes in the H5N1 
PA did not significantly affect viral pathogenesis. Moreover, we found that IAVs encoding circulating H5N1 
NS1 and PA-X proteins, induce less inflammatory responses than IAV encoding the original genes, most likely 
due to their increased ability to inhibit host gene expression.  
Consistent with our previous findings showing a functional coevolution of IAV NS1 and PA-X genes, our data 
suggest that circulating H5N1 IAV have adapted to induce less inflammatory responses and be less virulent 
than original circulating H5N1 IAV, highlighting the importance to monitor the evolution of virulence factors. 
However, additional experiments are needed to further analyze these differences.  
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���,�ñ�E�í���,�W���/�s�V���E�^�í�V���W���r�y�V���]�v�G�µ���v�Ì���������À�]�Œ�µ�•�V���•�Z�µ�š�}�+ 
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�D���Ç���� �����Œ�Œ���Œ���í�U�� �d�]�Ì�]���v���� �d�Œ�}�P�µ�í�U�� ���Z�]���Œ���� ���Z�]���‰�‰�}�v�]�í�U�� �>���µ�Œ���� �&�]�}�Œ���v�Ÿ�v�]�í�U�� �����À�]������ �>���o�o�]�í�U�� �'�]�}�À���v�v�]�� �d�}�•�]�í�U�� �^�]�u�}�v����
�W���Œ�µ�o�o�]�í�U�����o�]�������W�Œ�}�•�‰���Œ�]�í�U���>���µ�Œ�����^�}�o�]���v�]�í�U�������o�}�P���Œ�}���d���Œ�Œ���P�]�v�}�î�U�����v�����D�}�Œ���v�}�í�Ž�� 
 
�í���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����>�}�u�����Œ���]�������������u�]�o�]�����Z�}�u���P�v�����~�/�•�^�>���Z�•�U�����Œ���•���]���U���/�š���o�Ç 
�î���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����s���v���Ì�]�����~�/�•�^�s���•�U���>���P�v���Œ�}���~�W���•�U���/�š���o�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����v���u���Œ�]���X�u�}�Œ���v�}�u���Œ�Ÿ�v�›�]�Ì�•�o���Œ�X�]�š�� 
 
���À�]���v�� �/�v�G�µ���v�Ì���� �À�]�Œ�µ�•���•�� �~���/�s�•�� �]�v�(�����š�� ���� ���Œ�}������ �•�‰�����š�Œ�µ�u�� �}�(�� ���v�]�u���o�� �•�‰�����]���•�U�� �‰�Œ���À���v�Ÿ�v�P�� �š�Z���� ���Œ�����]�����Ÿ�}�v�� �}�(�� �š�Z���� ���]�•�����•����
�Á�}�Œ�o���Á�]�����X���������Z���Ç�����Œ�U���P���v���Ÿ�����o�o�Ç�����]�+���Œ���v�š���•�š�Œ���]�v�•�����]�Œ���µ�o���š���������µ�v�����v�š�o�Ç���]�v���Á�]�o�������]�Œ���•�U���v���š�µ�Œ���o���Œ���•���Œ�À�}�]�Œ�•���š�Z���š��
�����v�� �•�‰�Œ�������� �š�Z���•���� �À�]�Œ�µ�•���•�� �š�}�� ���}�u���•�Ÿ���� ���]�Œ���•�� ���v���� �v�µ�u���Œ�}�µ�•�� �]�v���]�����v�š���o�� �Z�}�•�š�•�U�� �]�v���o�µ���]�v�P�� �Z�µ�u���v�•�X�� ���µ�Œ�]�v�P��
�u�]�P�Œ���Ÿ�}�v���‰���Œ�]�}���•�U�����/�s�������v���•�‰�Œ���������š�}���(�Œ�������Œ���P�]�}�v�•�U���u���l�]�v�P�����À�]���v���/�v�G�µ���v�Ì���������•�]�P�v�]�.�����v�š���š�Z�Œ�����š���š�}���‰�µ���o�]�����Z�����o�š�Z��
���•���Á���o�o�����•�����v�������}�v�}�u�]�����o�����µ�Œ�����v�X���&�Œ�}�u���í�ì���^���‰�š���u�����Œ���š�}���î�����������u�����Œ���î�ì�î�î�U�����&�^�����Œ���‰�}�Œ�š�������ò�í�ï�������•���•���}�(�����o��������
�î�X�ï�X�ð�X�ð�����,�ñ�E�í���,�W���/�s�•���]�v���Á�]�o�������]�Œ���•���]�v�����µ�Œ�}�‰���U�����µ�Œ�]�v�P���š�Z�����P�Œ�����š���•�š���,�W���/���‰���v�����u�]�������À���Œ���Œ�����}�Œ�������X�����}�v�•�]�����Œ�]�v�P��
�š�Z���� �]�u�‰�}�Œ�š���v������ �}�(�� �u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P�� �š�Z�]�•�� �v�}�Ÿ�.�����o���� ���]�•�����•���U�� ���� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ �•�š�µ���Ç�� �(�}�Œ�� ���o�‰�Z���]�v�G�µ���v�Ì���À�]�Œ�µ�•�� �Á���•��
���}�v���µ���š�������}�v���î�U�ï�õ�ô�����v���Ÿ���������Z�µ�v�š�������]�v���š�Z�����>�}�u�����Œ���Ç�����v�������u�]�o�]�����Z�}�u���P�v�����Œ���P�]�}�v�•���~�v�}�Œ�š�Z���Œ�v���/�š���o�Ç�•�����µ�Œ�]�v�P��
�š�Z�����‰���Œ�]�}�����(�Œ�}�u���:���v�µ���Œ�Ç���š�}�����������u�����Œ���î�ì�î�î�U�����}�À���Œ�]�v�P���š�Á�}���]�v���}�u�‰�o���š�����Z�µ�v�Ÿ�v�P���•�����•�}�v�•�X 
���o�}�������o�� �•�Á�����•�� �}�Œ�� �(�����š�Z���Œ�•�� �Á���Œ���� ���}�o�o�����š������ �š�Z�Œ�}�µ�P�Z�� �����Ÿ�À���� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ �Á�]�š�Z�]�v�� �š�Z���� �(�Œ���u���Á�}�Œ�l�� �}�(�� �š�Z���� ���u�]�o�]����
�Z�}�u���P�v�������v�����>�}�u�����Œ���Ç���Á�]�o���o�]�(�����u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P���‰�o���v�•�X���^���u�‰�o���•���Á���Œ�����š���•�š���������Ç���Œ�����o���Ÿ�u�����Z�d�r�W���Z���š���Œ�P���Ÿ�v�P���š�Z�����D��
�P���v�������v�����‰�}�•�]�Ÿ�À�����•���u�‰�o���•���Á���Œ�����(�µ�o�o�Ç���•���‹�µ���v�����������Ç���/�o�o�µ�u�]�v�����E�'�^�X������ 
74 out of 2,398 wild birds tested positive for AIV (3.1%). The most frequently affected species were mallard 
(n=37/1,042) and teal (n=21/832), followed by pintail (n=6/29), wigeon (n=5/127) and other Anatidae. 
Several subtypes were recognised in positive animals. The most frequently detected were H5N1 (HPAI) 
(22.9%) and H3N8 (13.5%), mainly in mallards and teals. These two species in particular hosted the highest 
variety of subtypes, confirming their role as the main reservoirs of AIV. In addition to these, subtypes H2N3, 
H3N1, H5N2, H5N3, H6N1 and H11N9 were also isolated in mallards, while subtypes H1N1, H2N2, H2N3, 
H6N1, H8N4 and H12N2 were detected in teals. Moreover, subtype H12N8 was identified in a pintail. The 
H5N1 subtype was the most widespread and affected the largest number of wild birds. Complete sequencing 
of the positive samples was also conducted, and phylogenetic analysis is ongoing. 
�d�Z�]�•���•�š�µ���Ç���Z�]�P�Z�o�]�P�Z�š�•���š�Z�����o���Œ�P�������]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}�(�����]�+���Œ���v�š���•�µ���š�Ç�‰���•���}�(�����/�s���]�v���Á�]�o�������µ���l�•�V���š�Z�]�•�������Œ�š���]�v�o�Ç���Œ���‰�Œ���•���v�š�•��
���� ���}�v�����Œ�v�� �(�}�Œ�� ���}�š�Z�� �‰�µ���o�]���� �Z�����o�š�Z�� ���v���� �����}�v�}�u�]���� �o�}�•�•���•�� �(�Œ�}�u�� �]�š�•�� �]�v�š�Œ�}���µ���Ÿ�}�v�� �]�v�š�}�� �‰�}�µ�o�š�Œ�Ç�� �(���Œ�u�•�X�� �d�Z���Œ���(�}�Œ���U��
���}�v�Ÿ�v�µ�}�µ�•���u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P���]�v���Á�]�o�������]�Œ���•���]�•���}�(�����Œ�µ���]���o���]�u�‰�}�Œ�š���v�����X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì���U���,�ñ�U�����v���Ÿ�������U���^���‹�µ���v���]�v�P�� 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���^�š�µ���Ç���‰���Œ�Ÿ���o�o�Ç���(�µ�v�����������Ç���E���Æ�š�'���v���Œ���Ÿ�}�v���h�r�D�h�Z���W�E�Z�Z�����Æ�š���v���������W���Œ�š�v���Œ�•�Z�]�‰���]�v�]�Ÿ���Ÿ�À�����}�v�����u���Œ�P�]�v�P��
�/�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•���~�‰�Œ�}�i�����š���v�}�X���W���ì�ì�ì�ì�ì�ì�ì�ó�/�E�&�r�����d�• 
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���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�����Ç���]�v�G�µ���v�Ì�����À�]�Œ�µ�•�����l�s�]���š���E���u�l�í�î�ì�ï�l�î�ì�ì�ð���,�ñ�E�í���W���r�y 
�� 
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�í�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(�����]�•�����•�����/�v�š���Œ�À���v�Ÿ�}�v�����v�����W�Œ���À���v�Ÿ�}�v�U���d���Æ���•�����]�}�u�����]�����o���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U���^���v�����v�š�}�v�]�}�U���d�y���ó�ô�î�î�ó�U���h�^�� 
�î�������‰���Œ�š�u���v�š�� �}�(�� �D�}�o�����µ�o���Œ�� ���v���� �����o�o�� ���]�}�o�}�P�Ç�U�� �����v�š�Œ�}�� �E�����]�}�v���o�� ������ ���]�}�š�����v�}�o�}�P�_���� �~���E���r���^�/���•�U�� �����u�‰�µ�•�� �h�v�]�À���Œ�•�]��������
���µ�š�•�v�}�u�����������D�����Œ�]���U���î�ô�ì�ð�õ���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v 
�ï�������v�š���Œ���(�}�Œ�����v�]�u���o���,�����o�š�Z���Z���•�����Œ���Z�U�����/�^���r�/�E�/���r���^�/���U���s���o�����}�o�u�}�•�U���î�ô�í�ï�ì���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���v�}�P���o���•�X���]�š�}�Œ�›�]�v�]���X���•�]���X���•�� 
 
PA-X is a nonstructural protein of influenza A virus (IAV), which is encoded by the polymerase acidic (PA) 
mRNA and contains an N-terminal sequence common to the PA gene and a C-terminal +1 frameshifted 
sequence. PA-X protein modulates IAV-induced host innate immune responses and viral pathogenicity via 
suppression of host gene expression or cellular shutoff, through cellular mRNA cleavage. Highly pathogenic 
avian influenza viruses (HPAIV) of the H5N1 subtype naturally infect different avian species, they have an 
enormous economic impact in the poultry farming, and they also have zoonotic and pandemic potential, 
representing a risk to human public health. In the present study, we describe a novel bacterium-based 
approach to identify amino acid residues in the PA-X protein of the HPAIV A/Viet Nam/1203/2004 H5N1 that 
are important for its ability to inhibit host protein expression.  
�������š���Œ�]���o���•���Œ�����v�]�v�P�����•�•���Ç�W���d�Z�����W���r�y���P���v�����}�(�����l�s�]���š���E���u�l�í�î�ì�ï�l�î�ì�ì�ð���,�ñ�E�í���Á���•�����o�}�v�������]�v�š�}���‰�'���<�d�ó���‰�o���•�u�]���U��
�µ�v�����Œ���š�Z�������}�v�š�Œ�}�o���}�(���d�ó���‰�}�o�Ç�u���Œ���•�����‰�Œ�}�u�}�š���Œ�X�����,�ñ�r�����}�u�‰���š���v�š�����X�����}�o�]���������š���Œ�]�����Á���Œ�����š�Z���v���š�Œ���v�•�(�}�Œ�u���������v����
�‰�o���š�������}�v�����P���Œ���‰�o���š���•���•�µ�‰�‰�o���u���v�š�������Á�]�š�Z���š�Z�������v�Ÿ���]�}�Ÿ�����l���v���u�Ç���]�v�X���d�Z���v�U���•�]�v�P�o�����������š���Œ�]���o�����}�o�}�v�]���•���Á���Œ����
�]�•�}�o���š���������v�����•���‹�µ���v�������X���>�����l�������W���r�y�����Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v���(�Œ�}�u���š�Z�����d�ó���‰�Œ�}�u�}�š���Œ���Á�]�š�Z�]�v���š�Z�����������š���Œ�]�����Œ���•�µ�o�š�•���]�v���]�v�Z�]���]�Ÿ�}�v��
�}�(���Z�}�•�š���P���v�������Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�����v�����š�Z���Œ���(�}�Œ�����v�}���������š���Œ�]���o���P�Œ�}�Á�š�Z�X���,�}�Á���À���Œ�U���W���r�y���u�µ�š���v�š�•�����+�����š�������]�v���]�v�Z�]���]�Ÿ�}�v���}�(��
�Z�}�•�š���P���v�������Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�����o�o�}�Á���������š���Œ�]�����š�}���P�Œ�}�Á�X���/�v���À�]�š�Œ�}�����•�•���Ç�•�W���^�Z�µ�š�}�+�U���u�]�v�]�P���v�}�u���U���/�v�š���Œ�(���Œ�}�v�r�•�Ÿ�u�µ�o���š������
�Œ���•�‰�}�v�•�������o���u���v�š���~�/�^�Z���•���‰�Œ�}�u�}�š���Œ�������Ÿ�À���Ÿ�}�v�����v�����]�u�u�µ�v�}�G�µ�}�Œ���•�����v���������•�•���Ç�•���Á���Œ�����‰���Œ�(�}�Œ�u���]�v���Z�µ�u���v���î�õ�ï�d��
�}�Œ�����Z�]���l���v�����&�r�í�������o�o�•�X���^�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o�����v���o�Ç�•�]�•�X�����u�]�v�}�������]�����‰�}�•�]�Ÿ�}�v�•���Á���Œ�����‰�o�}�©�������}�v���š�Z�������Œ�Ç�•�š���o���•�š�Œ�µ���š�µ�Œ�����}�(���š�Z�����E�r
�š���Œ�u�]�v���o���Œ���P�]�}�v���}�(���W�����‰�Œ�}�š���]�v���~�W���������������•�•�]�}�v�W���ð���ñ���•���(�Œ�}�u�����l�s�]���š�v���u�l�í�î�ì�ï�l�î�ì�ì�ð���,�ñ�E�í���~���z�ô�í�ô�í�ï�î�•���µ�•�]�v�P��
�W�Ç�D�K�>�X 
Identified PA-X mutants displayed a reduced shutoff activity compared to that of the wild-type A/Viet 
Nam/1203/2004 H5N1 PA-X protein. Notably, this new bacterium-based screening allowed us to identify 
amino acid residues widely distributed over the entire N-terminal region of PA-X. Furthermore, we found 
that some of the residues affecting A/Viet Nam/1203/2004 H5N1 PA-X host shutoff activity also affect PA 
polymerase activity in a minigenome assay. This information could be used for the rational design of new and 
more effective compounds with antiviral activity against IAV.  
�K�µ�Œ���Œ���•�µ�o�š�•�������u�}�v�•�š�Œ���š�����š�Z�����(�����•�]���]�o�]�š�Ç���}�(���µ�•�]�v�P���š�Z�]�•���������š���Œ�]�µ�u�r�����•���������‰�‰�Œ�}�����Z���š�}���]�����v�Ÿ�(�Ç�����u�]�v�}�������]�����Œ���•�]���µ���•��
�]�u�‰�}�Œ�š���v�š���(�}�Œ���š�Z���������Ÿ�À�]�š�Ç���}�(���À�]�Œ���o���‰�Œ�}�š���]�v�•���š�}���]�v�Z�]���]�š���Z�}�•�š���P���v�������Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�X���/�v���(�����š�U���š�Z�]�•�����‰�‰�Œ�}�����Z���Á���•�����o�•�}���µ�•������
�š�}���]�����v�Ÿ�(�Ç���Œ���•�]���µ���•���]�u�‰�}�Œ�š���v�š���(�}�Œ�����l���Œ���À�]�P���D�]�•�•�]�}�v�l�í�l�í�õ�í�ô���,�í�E�í���~�^�‰���v�]�•�Z���G�µ�•���W���r�y�–�•���•�Z�µ�š�}�+�������Ÿ�À�]�š�Ç�X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���W���r�y���‰�Œ�}�š���]�v�V���,�ñ�E�í�����À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì�����À�]�Œ�µ�•���•�V�������o�}�Æ���À�]�Œ�V���u�]�v�]�P���v�}�u���V���•�Z�µ�š�}�+ 
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�W�}�µ�o�š�Œ�Ç���À�����š�}�Œ���À�������]�v���•�W���]�v�v�}�À���Ÿ�À�����•���Œ�}�o�}�P�]�����o�����•�•���Ç�•���(�}�Œ���À�������]�v���Ÿ�}�v���u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P��
���v�������/�s�����š���•�Ÿ�v�P���(�}�Œ���,�ñ�����À�]���v���/�v�G�µ���v�Ì������ 
 
�^�š� �‰�Z���v�]���� �>���•�����µ�í�Ž�U�� �D���Œ�]�v���� �'���]�u���Œ���í�U�����Z�o�}� �� �Z�������o�í�U�� �:�����v�r���u�u���v�µ���o�� ���Œ�µ�•�í�U�� �����š�Z���Œ�]�v���� �>���(�����À�Œ���í�U�������Œ�]���v��
�>�]�u�}�Ì�]�v�í�U���W�Z�]�o�]�‰�‰�����W�}�µ�Œ�‹�µ�]���Œ�í 

 
�í���/�v�v�}�À���Ÿ�À�������]���P�v�}�•�Ÿ���•�U���'�Œ�������o�•�U���&�Œ���v���� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���•�š���‰�Z���v�]���X�o���•�����µ�›�]�v�v�}�À���Ÿ�À���r���]���P�v�}�•�Ÿ���•�X���}�u�� 
 
Influenza viruses belong to the family Orthomyxoviridae. There are four types of influenza viruses: A, B, C 
and D; which are defined by the nature of their internal nucleocapsid antigen. Type A is the most conserved 
genus and can be further divided into subtypes based on their Hemagglutinin and Neuraminidase antigens. 
Some subtypes containing H5 or H7 are associated with highly pathogenic forms of the disease and high rate 
of mortality. A current H5 HPAI lineage has been circulating worldwide since 2004 and has been responsible 
for important poultry losses. To control poultry disease, vaccination is more and more used, especially with 
recombinant vaccine technology. In the last 5 years, successive waves of H5 Influenza in Europe pushed the 
health authorities to review their vaccination strategy concerning this virus. Given the need for rapid and 
reliable serological tools for monitoring of vaccination, IDvet has developed unique indirect ELISAs: one for 
the monitoring of recombinant vaccines, the ID Screen® Influenza H5 Indirect ELISA, and one for DIVA 
strategy (differentiated Infected from Vaccinated Animals), the ID Screen® Influenza A Nucleoprotein 
Indirect. 
�>���Ç���Œ�����v�������Œ�}�]�o���Œ���G�}���l�•���À�������]�v���š�������Á�]�š�Z�����]�+���Œ���v�š���š�����Z�v�}�o�}�P�Ç���}�(���À�������]�v���•���~�,�ñ���Z�E���U���Œ�r�,�s�d�r���/�~�,�ñ�•���}�Œ���]�v�����Ÿ�À���š������
�•�µ���r�µ�v�]�š�����/�s�r�,�ñ���À�������]�v���•�•���Á���Œ�����š���•�š�����X�����v�Ÿ���}���Ç���Ÿ�š���Œ�•���(�}�Œ���,�ñ���Á���Œ�������À���o�µ���š�������µ�•�]�v�P���š�Z�����/�����^���Œ�����v� ���/�v�G�µ���v�Ì����
�,�ñ���/�v���]�Œ�����š�����>�/�^���U�������•�������}�v�������,�ñ���Œ�����}�u���]�v���v�š���‰�Œ�}�š���]�v�X���^���u�‰�o���•���Á���Œ�������o�•�}���š���•�š�������Á�]�š�Z���š�Z�����/�����^���Œ�����v� ���/�v�G�µ���v�Ì����
���� �E�µ���o���}�‰�Œ�}�š���]�v�� �/�v���]�Œ�����š�U�������•�������}�v�������v�µ���o���}�‰�Œ�}�š���]�v�U���š�}���u�}�v�]�š�}�Œ���.���o�������Z���o�o���v�P���X���&�}�Œ���������Z���š���•�š�������G�}���l�U���š�Z����
�(�}�o�o�}�Á�]�v�P���‰���Œ���u���š���Œ�•���Á���Œ�����u�����•�µ�Œ�����W���u�����v���Ÿ�š���Œ�•�U���u�]�v�]�u�µ�u�U���u���Æ�]�u�µ�u�U�����v�������s�9�X�����o�o���•���u�‰�o���•���Á�]�š�Z���Ÿ�š���Œ�•��
�Z�]�P�Z���Œ���š�Z���v���ó�ï�î���(�}�Œ���&�>�h�,�ñ�^�U�����v�����Z�]�P�Z���Œ���š�Z���v���ò�ò�ô���(�}�Œ���&�>�h�E�W�^�U���Á���Œ�������}�v�•�]�����Œ�������‰�}�•�]�Ÿ�À���X 
All the flocks vaccinated with H5 vaccines were found positive with the H5 iELISA. Some of them were also 
found positive with the nucleoprotein iELISA. Therefore, the positivity of the H5 iELISA, belonging to negative 
flocks with the NP iELISA, demonstrated the detection of seroconversion induced by vaccines. The positivity 
of the NP ELISA in some flocks highlighted the presence of challenge with one HxNy strain. 
�d�Z�����/�����^���Œ�����v� ���/�v�G�µ���v�Ì�����,�ñ���/�v���]�Œ�����š���]�•���š�Z�����}�v�o�Ç�����}�u�u���Œ���]���o���‹�µ���v�Ÿ�š���Ÿ�À�������>�/�^�����(�}�Œ���š�Z�����•�‰�����]�.���������š�����Ÿ�}�v���}�(��
�,�ñ�� ���v�Ÿ���}���]���•�U�� ���v���� �š�Z���� �}�v�o�Ç�� �š���•�š�� �Á�Z�]���Z�� ���o�o�}�Á�•�� �(�}�Œ�� �,�ñ�� �À�������]�v���Ÿ�}�v�� �u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P�X�� �d�Z���� �/���� �^���Œ�����v� �� �/�v�G�µ���v�Ì���� ����
�E�µ���o���}�‰�Œ�}�š���]�v�� �/�v���]�Œ�����š�� �]�•�� ���v�� ���Æ�����o�o���v�š�� �š�}�}�o�� �(�}�Œ�� �š�Z���� �����š�����Ÿ�}�v�� �}�(�� �Á�]�o���� �À�]�Œ�µ�•�� �]�v�� �‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�•�� �À�������]�v���š������ �Á�]�š�Z��
�Œ�����}�u���]�v���v�š���,�ñ���À�������]�v���X�� 
 
Keywords: vector vaccines, vaccination monitoring, innovative ELISAs 
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�����À���o�}�‰�u���v�š���}�(�������ï�����D�}�����o�•���}�(���^�Á�]�v�����Z���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç�������o�o�•���(�}�Œ���d�Z�����^�š�µ���Ç���}�(���/�v���s�]�š�Œ�}��
�W���š�Z�}�P���v���•�]�•���}�(���/�v�G�µ���v�Ì���������s�]�Œ�µ�• 
 
���µ�Œ�}�Œ�����������D���«���í�Ž�U�����v���Œ���������������]���u���o�]�í�U���D�]���Z���o�����d���u�‰�]�v�]�í�U���^�]�o�À�]�������}�«�í�� 
 
�í���/�•�Ÿ�š�µ�š�}�� �•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}�� �^�‰���Œ�]�u���v�š���o���� �����o�o���� �>�}�u�����Œ���]���� ���������o�o�[���u�]�o�]���r�Z�}�u���P�v�����r�������v�š�Œ�}�� ���]�� �Z���(���Œ���v�Ì���� �E���Ì�]�}�v���o���� �‰���Œ�� �]��
�D���š�}���]�����o�š���Œ�v���Ÿ�À�]�U�������v���•�•���Œ�����������µ�Œ���������P�o�]�����v�]�u���o�]���������>�����}�Œ���š�}�Œ�]�}���r�����Œ���•���]���U���/�š���o�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����µ�Œ�}�Œ���X�����u���«���›�]�Ì�•�o���Œ�X�]�š�� 
 
Influenza A viruses (Orthomyxoviridae) can infect humans and a large variety of animals including pigs and 
birds. Even if they are species-specific viruses, there are increasing reports of the virus spillover with the 
consequent risk of reassortment between different strains with possible pandemic potential. In vivo 
experimental models are able to provide relevant elements for the study of IAV (Influenza A Virus), but they 
involve numerous ethical and animal welfare implications. It is necessary to standardize alternative models, 
such as 3D culture, which allow to evaluate the infectivity and replication capacity of the viruses in systems 
that maintain the anatomical and functional integrity of the target tissues. 
�/�v���š�Z�]�•���•�š�µ���Ç�U���Á�����µ�•�������š�Z�����E���Á�����}�Œ�v���W�]�P���d�Œ�����Z�������~�E�W�d�Œ�•�������o�o���o�]�v���U���•�µ�]�š�����o�����(�}�Œ���š�Z�����•�š�µ���Ç���}�(���•�Á�]�v���U�����À�]���v�����v����
�Z�µ�u���v�� �]�v�G�µ���v�Ì���� �À�]�Œ�µ�•���•�U�� ���v���� �Á���� �����À���o�}�‰������ ���}�š�Z�� �î���� ���v���� �ï���� ���µ�o�š�µ�Œ���•�X�� �/�v�� �î���� ���µ�o�š�µ�Œ���•�U�� �š�Z���� �u�}�Œ�‰�Z�}�o�}�P�]�����o��
���•�‰�����š�U�� �š�Z���� �‰�Œ���•���v������ ���v���� �š�Z���� �š�Ç�‰���� �}�(�� �š�Z���� ���Ç�š�}�‰���š�Z�]���� ���+�����š�� �Á���Œ���� ���À���o�µ���š������ �Á�Z���v�� �]�v�}���µ�o���š������ �Á�]�š�Z�� �•�Á�]�v����
�]�v�G�µ���v�Ì�����À�]�Œ�µ�•���~�,�ï�E�î�����l�•�Á�]�v���l�í�ñ�î�ï�l�õ�ô�U���,�í�E�í�����l�•�Á�]�v���l�í�ñ�î�ï�l�õ�ô�����v�����,�í�E�î�����l�•�Á�]�v���l�í�ñ�î�ï�l�õ�ô�•�X�������o�o�•���P�Œ�}�Á���]�v��
�D���D���������������Á�]�š�Z���í�ì�9���&���^�����š���ï�ó���£���������v�����ñ�9�����K�î�X���d�Á�}�����]�+���Œ���v�š���u���š�Œ�]�����•���Á���Œ���������]�v�P���š���•�š�������(�}�Œ���š�Z�����ï�����u�}�����o�W��
�d�]�•�•�µ���^�‰����� ���>�µ�v�P�������D���,�Ç���Œ�}�P���o���~�y�Ç�o�Ç�Æ�U���E�z�U���h�^���•�����v�����W���‰�Ÿ�'���o� ���~�D���v���Z���•�š���Œ�����/�K�'���>�U���h�<�•�X 
The most promising results were obtained with PeptiGel®: for growth in inclusion, a cell suspension was 
prepared at a concentration of 1.2x10^6 cells/ml. The cellularized matrix was seeded on 12 mm inserts with 
a transparent PET membrane and 0.4 µm pores (ThinCert®, Greiner bio-one, Austria) suitable for 12-well 
plates. The best compositional and stiffness formulation of PeptiGel® were found for the cell line we used, 
and growth was observed for a few weeks. 
�d�Z���•�����‰�Œ���o�]�u�]�v���Œ�Ç���š���•�š�•���Á�]�o�o���������µ�•���(�µ�o���š�}���•���š���µ�‰�����]�Œ�r�o�]�‹�µ�]�����]�v�š���Œ�(�����������µ�o�š�µ�Œ���•�����v�������Ç�v���u�]�����ï�����•�Ç�•�š���u�•���š�Z���š�������v��
�Œ���‰�Œ�}���µ���������À���v���u�}�Œ�����(���]�š�Z�(�µ�o�o�Ç���š�Z�����}�Œ�P���v�]�Ì���Ÿ�}�v�����v�����(�µ�v���Ÿ�}�v���o�]�š�Ç���}�(���Ÿ�•�•�µ���•�X���d�Z���•�����u���š�Z�}���•�������v���Œ���‰�Œ���•���v�š��
���v���]�������o���•�Ç�•�š���u���(�}�Œ���š�Z�����•�š�µ���Ç���}�(���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•�U���•�]�v�������š�Z���Ç�����o�o�}�Á���š�}���������‰���v���l�v�}�Á�o�����P�����}�v���š�Z�����u�����Z���v�]�•�u�•��
�}�(���u�]���Œ�}�}�Œ�P���v�]�•�u�r�Z�}�•�š���]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�����v�����À�]�Œ���o���Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v�X�� 
 
Keywords: Influenza virus; Non animal based method; Health monitoring  
 
�Z���(���Œ���v�����•�W�� 
�í�•���t�����•�š���Œ�U���Z�X�'�X�U���������v�U���t�X�:�X�U���'�}�Œ�u���v�U���K�X�d�X�U�����Z���u�����Œ�•�U���d�X�D�X�U���<���Á���}�l���U���z�X�U���í�õ�õ�î�U�����À�}�o�µ�Ÿ�}�v�����v���� �����}�o�}�P�Ç���}�(���]�v�G�µ���v�Ì���� ����
�À�]�Œ�µ�•���•�X���D�]���Œ�}���]�}�o�}�P�]�����o���Z���À�]���Á�•�ñ�ò�U���í�ñ�î�r�í�ó�õ�X 
�î�•���E�µ�v���•�� ���š�� ���o�X�� ���v�� ���Æ�� �À�]�À�}�� �•�Á�]�v���� �š�Œ�����Z�����o�� �}�Œ�P���v�� ���µ�o�š�µ�Œ���� �(�}�Œ�� �š�Z���� �•�š�µ���Ç�� �}�(�� �]�v�G�µ���v�Ì���� �]�v�(�����Ÿ�}�v�X�� �/�v�G�µ���v�Ì���� ���v���� �K�š�Z���Œ��
�Z���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç�� �s�]�Œ�µ�•���•�U�� �ð�U�� �ó�t�í�ñ�U�� �î�ì�ì�õ�X���ï�•�����š���u���v�� ���š�� ���o�X�� ���]�+���Œ���v�Ÿ���š������ �•�Á�]�v���� ���]�Œ�Á���Ç�� ���‰�]�š�Z���o�]���o�� �����o�o�� ���µ�o�š�µ�Œ���•���(�}�Œ�� �š�Z����
�]�v�À���•�Ÿ�P���Ÿ�}�v���}�(���]�v�G�µ���v�Ì���������À�]�Œ�µ�•���]�v�(�����Ÿ�}�v�����v�����Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v�X���/�v�G�µ���v�Ì�������v�����K�š�Z���Œ���Z���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç���s�]�Œ�µ�•���•�U���ó�~�î�•�U���í�ï�õ�t�í�ñ�ì�U���î�ì�í�ï 
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�,�]�P�Z�o�Ç���W���š�Z�}�P���v�]�����,�ñ�v�í�����À�]���v���/�v�G�µ���v�Ì�����]�v���&�Œ�����r�>�]�À�]�v�P���'�Œ�]�+�}�v���s�µ�o�š�µ�Œ���• 
 
�h�Œ�•�µ�o�����,�‚�G���í�Ž�U���D���Œ�š���������Œ�Œ���o�î�U���:�}�•� �����v�š�}�v�]�}�����}�v���Ì���Œ�ï�U�����v���l�}�����Œ�Œ�}�v���}�ð�U���:�}�•� �����v�š�}�v�]�}���^���v���Z���Ì�r�•���‰���š���ð�U�����]�v���Œ����
���}�Œ�š� �•�r���À�]�Ì���v�����ñ�U�����o�����Œ�š�}���^���v���Z���Ì�������v�}�í 

 
�í���^�����]�}���~�,�����o�š�Z�����v�������]�}�š�����Z�v�}�o�}�P�Ç�•���Z���•�����Œ���Z���'�Œ�}�µ�‰�U���^�‰���v�]�•�Z���'���u�������v�����t�]�o���o�]�(�����Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����/�Z�������~���^�/���r�h���>�D�U��
���]�µ���������Z�����o�U���^�‰���]�v 
�î���E���/�<���Z�r�d�����v���o�]���t�/�v�•�Ÿ�š�µ�š�}���s���•���}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v���Ç�������•���Œ�Œ�}�o�o�}�����P�Œ���Œ�]�}�U�������Œ�]�}�U���^�‰���]�v 
�ï�����}�y���v�������]�}�o�}�P�]�����o���^�š���Ÿ�}�v�U���^���À�]�o�o���U���^�‰���]�v 
�ð���h�v�]�À���Œ�•�]���������D�]�P�µ���o���,���Œ�v���v�����Ì�U�����o���Z���U���^�‰���]�v�X 
�ñ���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���^���À�]�o�o���U���^���À�]�o�o���U���^�‰���]�v�X 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���µ�Œ�•�µ�o���X�Z�}�G���›�µ���o�u�X���•�� 
 
Spain houses approximately 75% of the �Á�}�Œ�o���[�• population of griffon vultures (Gyps fulvus). While vultures 
are generally resistant to infectious disease agents, during the 2022 breeding season highly pathogenic avian 
influenza virus H5N1 affected griffon and bearded (Gypaetus barbatus) vultures. We report epidemiologic 
information gathered in the context of a program on movement ecology of Spanish griffon vultures that could 
help to understand risks in future breeding seasons.  
�����š�}�š���o���}�(���õ�í���v���•�š�o�]�v�P�����v���������µ�o�š���P�Œ�]�+�}�v���À�µ�o�š�µ�Œ���•���Á���Œ�����Œ�]�v�P���������v�����Œ�����]�}�š���P�P�������]�v���î�ì�î�í���~�v���A���ñ�ì�•�����v�����î�ì�î�î���~�v�A��
�ð�í�•�����v�����À���•���µ�o���Œ���(�����š�Z���Œ�����v�������o�}�}�����•���u�‰�o���•���Á���Œ�����š���l���v���š�}���•�š�µ���Ç�����Æ�‰�}�•�µ�Œ�����š�}���&�o���À�]�À�]�Œ�µ�•���•�X���d�]�•�•�µ�����]�v���o�µ���]�v�P��
�(�����š�Z���Œ���‰�µ�o�‰���}�Œ�����}�v�����u���Œ�Œ�}�Á���(�Œ�}�u���������}�u�‰�}�•�������}�Œ���‰�Œ���À�]�}�µ�•�o�Ç���(�Œ�}�Ì���v���~�r�î�ì�Ñ���•�������Œ�����•�•���•���~�v�A�í�í�•���(�Œ�}�u���v�}�Œ�š�Z���Œ�v��
���v���� �•�}�µ�š�Z���Œ�v���^�‰���]�v�� �Á���Œ���� �•�µ���i�����š�������š�}�� �Z�����o�� �d�]�u���� �Z�d�W���Z�•�� �(�}�Œ���]�v�G�µ���v�Ì���� ���� �u���š�Œ�]�Æ�����v���� �,�ñ�� ���/�s�X���^���u�‰�o���•���(�Œ�}�u��
�‰�}�•�]�Ÿ�À�������]�Œ���•���Á���Œ�����•���v�š���š�}���š�Z���������v�š�Œ���o���À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���o�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ�����}�v�.�Œ�u���Ÿ�}�v�X 
We confirmed highly pathogenic H5N1 AIV in feather pulp and bone of deceased, highly decomposed, 
individuals. Feathers of all other vultures except a nestling that died after tagging were negative by Real time 
RTPCR. None of the vultures sampled in 2021 had antibodies against H5 AIV, while three ELISA positive 
nestlings from 2022 had high titres of antibodies against H5N1 by haemgglutination inhibition test, showing 
that at least two nestlings had survived the infection and fledged. Retrospective analysis of stored tissues 
from adult griffon vultures thought to have died from poisoning confirmed HPAIV H5N1 in at least one 
individual. Our results suggest that the current H5N1 AIV is highly pathogenic for griffon vultures but that not 
all individuals with systemic infections succumb. Further investigations should determine whether such 
survivors could become persistently infected and spread the disease.  
�K�µ�Œ�� �Œ���•�µ�o�š�•�� �•�µ�P�P���•�š�� �š�Z���š�� �š�Z���� ���µ�Œ�Œ���v�š�� �,�ñ�E�í�� ���/�s�� �]�•�� �Z�]�P�Z�o�Ç�� �‰���š�Z�}�P���v�]���� �(�}�Œ�� �P�Œ�]�+�}�v�� �À�µ�o�š�µ�Œ���•�� ���µ�š�� �š�Z���š�� �v�}�š�� ���o�o��
�]�v���]�À�]���µ���o�•�� �Á�]�š�Z�� �•�Ç�•�š���u�]���� �]�v�(�����Ÿ�}�v�•�� �•�µ�����µ�u���X�� �&�µ�Œ�š�Z���Œ�� �]�v�À���•�Ÿ�P���Ÿ�}�v�•�� �•�Z�}�µ�o���� �����š���Œ�u�]�v���� �Á�Z���š�Z���Œ�� �•�µ���Z��
�•�µ�Œ�À�]�À�}�Œ�•�����}�µ�o�����������}�u�����‰���Œ�•�]�•�š���v�š�o�Ç���]�v�(�����š���������v�����•�‰�Œ���������š�Z�������]�•�����•���X 
 
Keywords: HPAIV, H5N1, vultures, epidemiology.  
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���&�µ�v�����������Ç���W�Œ�}�i�����š���W�/���î�ì�î�ì�r�í�í�ð�ì�ò�ì�Z�Z�r���ï�î 
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�W�ò�ï�X���W���š�Z�}�o�}�P�Ç�� ���•�•�}���]���š������ �Á�]�š�Z�� �Z�]�P�Z�o�Ç�� �‰���š�Z�}�P���v�]���� ���À�]���v�� �]�v�G�µ���v�Ì���� �,�ñ�E�í�� �]�v��
�v���š�µ�Œ���o�o�Ç���]�v�(�����š���������]�Œ���•���]�v���^���Œ���]�����]�v���š�Z�����î�ì�î�í�l�î�ì�î�î�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�����o���Ç�����Œ 
 
���]�o�i���v���� ���µ�Œ�����À�]���í�Ž�U���/�À���v���� �s�µ���]�����À�]���î�U���s�o�����]�u�]�Œ���W�}�o�������l�í�U���D���Œ�l�}�� �W���i�]���í�U���^�o�}���}�����v�� �<�v���Î���À�]���í�U���d���u���“���W���š�Œ�}�À�]���í�U��
�^�]�v�]�“�����'�Œ�µ�������í�U���s�o�����]�u�]�Œ���'���i���}�À�í�U���^���v�i�������o���l�•�]���r�<�}�À�������À�]���î�� 
 
�í���^���]���v�Ÿ�.�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]�� 
�î���&�����µ�o�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(�������o�P�Œ�������U�������o�P�Œ�������U���^���Œ���]���� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����]�o�i���v���›�v�]�À�X�v�•�X�����X�Œ�•�� 
 
�d�Z�����Z�]�P�Z�o�Ç���‰���š�Z�}�P���v�]�������À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì�����~�,�W���/�•�����‰�]�����u�]�����]�v���š�Z�����î�ì�î�í�l�î�ì�î�î�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�����o���Ç�����Œ���Á���•���š�Z�����u�}�•�š��
�Á�]�����•�‰�Œ���������]�v�����µ�Œ�}�‰���U�����v�����,�W���/���,�ñ�E�í���Á���•�����Ç���(���Œ���š�Z�����‰�Œ�����}�u�]�v���v�š���À�]�Œ�µ�•���š�Ç�‰�����Œ���‰�}�Œ�š�����X���/�v���^���Œ���]���U���•�]�v�����������Œ�o�Ç��
�î�ì�î�í�����v�����î�ì�î�î�U���u�µ�o�Ÿ�‰�o�����}�µ�š���Œ�����l�•���}�(���,�W���/���Z���À�����}�����µ�Œ�Œ�����X���d�Z�����,�ñ�E�í���•�µ���š�Ç�‰�����Á���•�����o�•�}�����}�u�]�v���v�š�����µ�Œ�]�v�P���š�Z�]�•��
���‰�]�Ì�}�}�Ÿ���U�� ���o�š�Z�}�µ�P�Z�� ���� �(���Á�� �����•���•�� �}�(�� �,�ñ�E�ô�� �•�µ���š�Ç�‰���� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �Á���Œ���� �Œ���‰�}�Œ�š������ �]�v�� �u�µ�š���� �•�Á���v�•�X�� �d�Z�]�•�� ���‰�]�Ì�}�}�Ÿ����
���+�����š�������������l�Ç���Œ�������Z�]���l���v�•���~�ï���}�µ�š���Œ�����l�•�•�U�����v�����š�Z�����À�]�Œ�µ�•���Á���•�����o�•�}�������š�����š�������]�v���Á�]�o�������]�Œ���•�U���u�}�•�š�o�Ç���]�v���u�µ�š�����•�Á���v�•��
�~�ð���}�µ�š���Œ�����l�•�•�X�����o�o�������•���•���Á���Œ�����Œ���‰�}�Œ�š�������]�v���š�Z�����v�}�Œ�š�Z���}�(���^���Œ���]���X���,���Œ�����Á���������•���Œ�]�������š�Z�����‰���š�Z�}�o�}�P�]�����o���.�v���]�v�P�•���}�(��
�v���š�µ�Œ���o���,�W���/���,�ñ�E�í���]�v�(�����Ÿ�}�v���]�v���‰�}�µ�o�š�Œ�Ç���•�‰�����]���•���~���Z�]���l���v�•�����v�����š�µ�Œ�l���Ç�•�•�����v�����Á�]�o�������]�Œ���•���~�u�µ�š�����•�Á���v�•�•���š�Z���š�����]������
���µ�Œ�]�v�P���š�Z�]�•�����‰�]�Ì�}�}�Ÿ���X���Z�}�µ�Ÿ�v�����v�����Œ�}�‰�•�]���•���Á���Œ���������Œ�Œ�]�������}�µ�š���}�v���š�Z���������Œ�����•�•���•���}�(���í�ñ���u�µ�š�����•�Á���v�•�U���í�ñ�����Z�]���l���v�•�U��
���v�����(�}�µ�Œ���š�µ�Œ�l���Ç�•�X���d�Z�������Æ�š���Œ�v���o�����}���Ç�����v�����]�v�š���Œ�v���o���}�Œ�P���v�•���Á���Œ�������Æ���u�]�v�������P�Œ�}�•�•�o�Ç�U�����v�����š�Z�����P�Œ�}�•�•���‰���š�Z�}�o�}�P�Ç���Á���•��
�Œ�����}�Œ�������� ���v���� �‰�Z�}�š�}�P�Œ���‰�Z�����X�� ���}���Ç�� ���}�v���]�Ÿ�}�v�� �Á���•�� ���•�Ÿ�u���š������ �����•������ �}�v�� �š�Z���� ���u�}�µ�v�š�� �}�(�� ���}���Ç�� �(���š�� ���v����
�u�µ�•���µ�o���š�µ�Œ���X���d�]�•�•�µ�����•���u�‰�o���•���}�(���š�Z�������Œ���]�v�U���‰���v���Œ�����•�U���•�‰�o�����v�U�����v�����o�µ�v�P�•���Á���Œ�������}�o�o�����š�����U�����v�����š�Z�����•�µ�‰���Œ�v���š���v�š�•��
�}�(���š�Z�����Ÿ�•�•�µ�����Z�}�u�}�P���v���š���•���Á���Œ�����µ�•�������(�}�Œ���u�}�o�����µ�o���Œ�����]���P�v�}�•�]�•�����Ç���Z�d�r�‹�W���Z���u���š�Z�}���X���d�Z�������+�����š���������]�Œ���•���•�Z�}�Á������
�v���Œ�À�}�µ�•���u���v�]�(���•�š���Ÿ�}�v�•���~�����v�}�Œ�u���o���Z���������‰�}�•�]�Ÿ�}�v�U���š�Œ���u�}�Œ�•�U���o���P���‰���Œ���o�Ç�•�]�•�•�����v�������o�o�����]�Œ���•���Á���Œ�����]�v���P�}�}�������}�v���]�Ÿ�}�v�X��
�d�Z�����‰�Œ���•���v�������}�(���]�v�G�µ���v�Ì�����À�]�Œ�µ�•���Á���•�������š�����š�������]�v���Ÿ�•�•�µ�����•���u�‰�o���•���}�(�����o�o���š���•�š���������v�]�u���o�•�X���d�Z�������Æ�š���Œ�v���o���u�����Œ�}�•���}�‰�]����
���Z���v�P���•���]�v���o�µ�����������Ç���v�}�•�]�•�����v�����v�����Œ�}�•�]�•���]�v���š�Z�������Œ���•�š�����v�����Á���©�o���U�����v�����š�Z���•�����o���•�]�}�v�•���Á���Œ�����u�}�Œ�����‰�Œ�}�v�}�µ�v���������]�v��
���Z�]���l���v�•�X���/�v���u�µ�š�����•�Á���v�•�U���š�Z���Œ�����Á���Œ�����v�}�����Æ�š���Œ�v���o���o���•�]�}�v�•�X���d�Z�����,�ñ�E�í���,�W���/���À�]�Œ�µ�•���‰�Œ�}���µ���������•���À���Œ���o�����}�v�•�]�•�š���v�š��
�P�Œ�}�•�•�� �o���•�]�}�v�•�� ���u�}�v�P�� �š�Z���� �•�‰�����]���•���]�v�À���•�Ÿ�P���š�����X�� �&�}�Œ���u�}�•�š�� ���u�}�v�P�� �š�Z���•���� �o���•�]�}�v�•�� �Á���•�W�� �u�µ�o�Ÿ�(�}�����o�� �‰���v���Œ�����Ÿ����
�v�����Œ�}�•�]�•�����v�����Z���u�}�Œ�Œ�Z���P���•�U���‰���š�����Z�]���o���Z���u�}�Œ�Œ�Z���P���•���]�v�����}���o�}�u�]�������v�������‰�]�����Œ���]���o���(���š�����v�������‰�]�����Œ���]���o���‰���š�����Z�]�����X��
�d�Z�����o�µ�v�P�•���•�Z�}�Á�������u�}�����Œ���š�����~�š�µ�Œ�l���Ç�•�•���š�}���•���À���Œ�����~���Z�]���l���v�•�����v�����u�µ�š�����•�Á���v�•�•�����]�+�µ�•�������}�v�P���•�Ÿ�}�v�����v�����}�������u���X��
�/�v�� �u�}�•�š�� �����•���•�U�� �u�]�o���� �•�‰�o���v�}�u���P���o�Ç�� ���v���� �•�‰�o�����v�� �v�����Œ�}�•�]�•�� �Á���Œ���� �v�}�š�����X�� �������]�Ÿ�}�v���o�o�Ç�U�� �P�]�Ì�Ì���Œ���� �}�Œ�� �‰�Œ�}�À���v�š�Œ�]���µ�o���Œ��
�o���•�]�}�v�•���Á���Œ�����v�}�š���}���•���Œ�À�������]�v�����v�Ç�����]�Œ���X���d�Z�����v���š�µ�Œ���o���,�W���/���,�ñ�E�í���]�v�(�����Ÿ�}�v���]�v���‰�}�µ�o�š�Œ�Ç�����v�����u�µ�š�����•�Á���v�•���•�Z�}�Á������
�•�]�u�]�o���Œ�����o�]�v�]�����o�����]�•�����•���U���]�v���o�µ���]�v�P���v���µ�Œ�}�o�}�P�]�����o�����]�•�}�Œ�����Œ�•�U�����•���Á���o�o�����•���•�]�u�]�o���Œ���‰���š�Z�}�o�}�P�]�����‰�Œ���•���v�š���Ÿ�}�v���]�v�À�}�o�À�]�v�P��
�v�����Œ�}�Ÿ���� �o���•�]�}�v�•�� ���v���� �À���•���µ�o���Œ�� �����u���P���U�� �‰�Œ�]�u���Œ�]�o�Ç�� ���+�����Ÿ�v�P�� �š�Z���� �‰���v���Œ�����•�� ���v���� �u�Ç�}�����Œ���]�µ�u�X�����À���o�µ���Ÿ�v�P�� �š�Z����
�‰���š�Z�}�o�}�P�]�����o���‰�Œ���•���v�š���Ÿ�}�v���}�(���v���š�µ�Œ���o�����]�•�����•�����]�•���‰���Œ�Ÿ���µ�o���Œ�o�Ç���]�u�‰�}�Œ�š���v�š���]�v�����u���Œ�P�]�v�P���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•���•�µ���Z�����•��
�]�v�G�µ���v�Ì���������À�]�Œ�µ�•�U���]�v���Á�Z�]���Z�����]�+���Œ���v�š���•�š�Œ���]�v�•�������v���Z���À�������]�+���Œ���v�š���‰���š�Z�}�P���v�]���]�š�Ç�����v�������o�]�v�]�����o���‰�Œ���•���v�š���Ÿ�}�v�•�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì���U���,�ñ�E�í�U���‰���š�Z�}�o�}�P�Ç�U���^���Œ���]�� 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�������}�Œ�������l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���d�Z�]�•���Œ���•�����Œ���Z���Á���•���(�µ�v�����������Ç���D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(�������µ�����Ÿ�}�v�U���^���]���v���������v�����d�����Z�v�}�o�}�P�]�����o��
�����À���o�}�‰�u���v�š���}�(���Z���‰�µ���o�]�����}�(���^���Œ���]�������Ç���š�Z�������}�v�š�Œ�����š���}�(���]�u�‰�o���u���v�š���Ÿ�}�v�����v�����.�v���v���]�v�P���}�(���•���]���v�Ÿ�.�����Œ���•�����Œ���Z���Á�}�Œ�l���}�(���E�/�s�r
�E�^���]�v���î�ì�î�ï�U�����}�v�š�Œ�����š���E�}�W���ð�ñ�í�r�ì�ï�r�ð�ó�l�î�ì�î�ï�r�ì�í�l�î�ì�ì�ì�ï�í 
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�W�ò�ð�X���t�]�š�Z�]�v�r�Z�}�•�š���P���v���Ÿ�������]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���Á�]�o�������]�Œ���r�}�Œ�]�P�]�v���>�W���/�s���,�ó�E�ó���]�v���‰�}�µ�o�š�Œ�Ç 
 
�<���u�]�o�������Ì�]�������l�í�Ž�U�������Ç�š�����_�Á�]�'�š�}�w�í�U���<���Œ�}�o�]�v�����d���Œ���•�]�µ�l�í�U���<���š���Œ�Ì�Ç�v�������]���o�]�w�•�l���î�U���<�Œ�Ì�Ç�•�Ì�š�}�(���_�u�]���š���v�l���í 
 
�í�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���W�}�µ�o�š�Œ�Ç�����]�•�����•���•�U���E���Ÿ�}�v���o���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U���W���Œ�š�Ç�Ì���v�š�•�Á���ñ�ó�����À���v�µ�� 
�î�ð�r�í�ì�ì���W�µ�s���Á�Ç�U���W�}�o���v���� 
�î�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���K�u�]���•�����v���o�Ç�•���•�U���E���Ÿ�}�v���o���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U���W���Œ�š�Ç�Ì���v�š�•�Á���ñ�ó�����À���v�µ�� 
�î�ð�r�í�ì�ì���W�µ�s���Á�Ç�U���W�}�o���v�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���l���u�]�o���X���Ì�]�������l�›�‰�]�Á���š�X�‰�µ�o���Á�Ç�X�‰�o�� 
 
The evolution of low pathogenic (LP) avian influenza viruses (AIV) is determined by the genetic variability of 
these pathogens as well as by ecology and migratory behaviour of their main reservoirs and natural hosts i.e. 
anseriform and charadriiform birds. However, the exact mechanisms shaping the intrahost genetic diversity 
of AIV during infection of different bird species remain unknown. Both interspecies differences in 
susceptibility to infection and the presence of various AIV shedding patterns in poultry may suggest that the 
selection pressure affecting the virus diversity during infection varies between the hosts. Our study attempts 
to elucidate the role of various poultry species in AIV evolution, especially in terms of the possible emergence 
of adaptive variants following wild bird-to-poultry virus transmission. 
�&�}�Œ���š�Z�]�•���‰�µ�Œ�‰�}�•���U���š�Á�}���P���o�o�]�(�}�Œ�u���•�‰�����]���•���~���Z�]���l���v�•�����v�����š�µ�Œ�l���Ç�•�•�����v�����}�v�����Œ���‰�Œ���•���v�š���Ÿ�À�����}�(�����‹�µ���Ÿ�����‰�}�µ�o�š�Œ�Ç���]�X���X��
���}�u���•�Ÿ�������µ���l���Á���Œ�������Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�o�Ç���]�v�(�����š�������Á�]�š�Z���í�ì�ò�����/���ñ�ì���Á�]�o�������]�Œ���r�}�Œ�]�P�]�v���,�ó�E�ó���>�W���/�s���À�]�����š�Z�����}���µ�o�}�v���•���o��
���v�����}�Œ���o���Œ�}�µ�š���X�����µ�Œ�]�v�P���ó�r�����Ç���o�}�v�P�����v�]�u���o���š�Œ�]���o�•�U���}�Œ�}�‰�Z���Œ�Ç�v�P�����o�����v�������o�}�������o���•�Á�����•���Á���Œ�������}�o�o�����š�������}�v���•�‰�����]�.������
�•���u�‰�o�]�v�P�������Ç�•���~�î�r�ð�r�ó���‰�]�•�X���^�Á�����•���š���•�š�������‰�}�•�]�Ÿ�À�����(�}�Œ�����/�s���]�v���Z�d�r�‹�W���Z�����]�Œ�����š���������P���]�v�•�š���š�Z�����D���P���v�����Á���Œ�����(�µ�Œ�š�Z���Œ��
�‰�Œ�}�����•�•�������]�v���Z�]�P�Z�r�š�Z�Œ�}�µ�P�Z�‰�µ�š���•���‹�µ���v���]�v�P���~�/�o�o�µ�u�]�v�����E���Æ�š�^���‹�•�X���d�Z�������]�}�]�v�(�}�Œ�u���Ÿ�������v���o�Ç�•�]�•���]�v���o�µ���������u�]�v�}�Œ�]�š�Ç��
�À���Œ�]���v�š�������o�o�]�v�P�U���]�����v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v���}�(���u�}�o�����µ�o���Œ���u���Œ�l���Œ�•�����+�����Ÿ�v�P�����/�s�����]�}�o�}�P�]�����o���‰�Œ�}�‰���Œ�Ÿ���•�����v���������•�]�������Z���Œ�����š���Œ�]�•�Ÿ���•��
�}�(���À�]�Œ�µ�•���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�•���‰�Œ���•���v�š���]�v�����}�š�Z���Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v���•�]�š���•���]�X���X���Œ���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç�����v�������]�P���•�Ÿ�À�����š�Œ�����š�X 
No significant interspecies differences in the cumulative number of single nucleotide polymorphisms (SNPs) 
detected in the oropharynx and cloaca during the entire animal experiment period (2-7dpi) were noticed. 
However, ducks showed the highest virus complexity in the respiratory system and its comparison to turkeys 
disclosed a statistical difference (p=0,01). Complex variant analysis revealed unevenness of viral populations 
in swabs that consisted mainly of unique minority variants. The vast majority of non-unique SNPs were 
present in the same individuals on different sampling days or were inoculum-derived SNPs found in most 
bird samples except for cloaca swabs in turkeys. Sporadically mutations associated with zoonotic potential 
were identified. 
�W�Œ���o�]�u�]�v���Œ�Ç�� �Œ���•�µ�o�š�•�� �•�µ�P�P���•�š�� �š�Z���š�� �š�Z���� �u���]�v�� �����š���Œ�u�]�v���v�š�� �}�(�� ���/�s�� ���]�À���Œ�•�]�š�Ç�� �]�v�� �š�Z���� ���}�µ�Œ�•���� �}�(�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �u���Ç�� ������
�P���v���Ÿ���� ���Œ�]�L�� �Á�]�š�Z�}�µ�š�� �v�}�Ÿ���������o���� �]�v�š���Œ�•�‰�����]���•�����]�+���Œ���v�����•���]�v�� �š�Z���� �•���o�����Ÿ�}�v���‰�Œ���•�•�µ�Œ���������š�Á�����v�� �š�Z�����Œ���•�‰�]�Œ���š�}�Œ�Ç��
���v�������]�P���•�Ÿ�À�����š�Œ�����š���]�v�����Z�]���l���v�•�U���š�µ�Œ�l���Ç�•�����v�������µ���l�•�X�������u�}�Œ�����‰�}�Á���Œ�(�µ�o�����‰�‰�Œ�}�����Z���]�•���v�������������š�}�������•���Œ�]�������Á�]�š�Z�]�v�r
�Z�}�•�š�����À�}�o�µ�Ÿ�}�v���Œ�Ç�����Ç�v���u�]���•�����v�����•���o�����Ÿ�}�v���‰�Œ�}�����•�•���•���}�����µ�Œ�Œ�]�v�P�����µ�Œ�]�v�P�����/�s���]�v�(�����Ÿ�}�v�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì���U���Á�]�š�Z�]�v�r�Z�}�•�š�����]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���������‰�š���Ÿ�}�v 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W�W���E���Ÿ�}�v���o���^���]���v�����������v�š���Œ���]�v���W�}�o���v�����~�P�Œ���v�š���v�}�X���î�ì�í�ô�l�ï�ì�l�Y�l�E�•�ò�l�ì�ì�î�í�ò�• 
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�W�ò�ñ�X�����Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v���}�(���,�]�P�Z���W���š�Z�}�P���v�]���]�š�Ç�����À�]���v���/�v�G�µ���v�Ì�����s�]�Œ�µ�•���,�ñ�E�Æ�������š�����š������
�]�v���t�]�o�����D���u�u���o�•���]�v�������v�u���Œ�l�U���î�ì�î�í�����v�����î�ì�î�î 
 
�z�µ���v���>�]���v�P�í�Ž�U�����Z���Œ�o�}�©�����<�X���,�i�µ�o�•���P���Œ�î�U���d�]�u���<�X���:���v�•���v�ï�U�����v�v�����^�}�.�����s�X���,���u�u���Œ�í�U���>���Œ�•�����X���>���Œ�•���v�í 
 
�í�� �����‰���Œ�š�u���v�š�� �}�(�� �s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�� ���v���� ���v�]�u���o�� �^���]���v�����•�U�� �h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�� �}�(�� ���}�‰���v�Z���P���v�U�� �í�ô�ó�ì�� �&�Œ�������Œ�]�l�•�����Œ�P�����U�� �����v�u���Œ�l�X��
�î�����‰���Œ�š�u���v�š���}�(���s�]�Œ�µ�•�����v�����D�]���Œ�}���]�}�o�}�P�]�����o���^�‰�����]���o�����]���P�v�}�•�Ÿ���•�U���^�š���š���v�•���^���Œ�µ�u���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U���î�ï�ì�ì�����}�‰���v�Z���P���v���^�U�������v�u���Œ�l 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���Ç�µ���v�X�o�]���v�P�›�•�µ�v���X�l�µ�X���l�� 
 
Since autumn 2020, high pathogenicity avian influenza virus (HPAIV) has caused massive die-offs within the 
wild bird population as well as widespread outbreaks on poultry premises across Europe. Findings of these 
viruses have also been reported in a number of wild mammals in several European countries. So far, most 
findings have been in foxes.  
�/�v�����}�v�v�����Ÿ�}�v���Á�]�š�Z���š�Z���������v�]�•�Z���]�v�G�µ���v�Ì�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����U���u���u�u���o�•���Z���À�����������v���š���•�š�������(�}�Œ���]�v�(�����Ÿ�}�v���Á�]�š�Z�����/�s�X���d�Z����
���Œ���]�v�����v���l�}�Œ���o�µ�v�P���}�(���š�Z�����u���u�u���o�•���Á���Œ�����•���u�‰�o���������š���v�����Œ�}�‰�•�Ç���(�}�Œ���À�]�Œ�}�o�}�P�]�����o�����v�����‰���š�Z�}�o�}�P�]�����o�����À���o�µ���Ÿ�}�v�X���&�µ�o�o�r
�P���v�}�u�����•���‹�µ���v���]�v�P���}�(���š�Z���������š�����š�������,�W���/�s�•���Á���•���‰���Œ�(�}�Œ�u���������v�����‰�Z�Ç�o�}�P���v���Ÿ�����o�o�Ç�����}�u�‰���Œ�����X�� 
In 2021 and 2022, five mammals tested positive for clade 2.3.4.4b H5Nx high pathogenicity avian influenza 
virus (HPAIV) in Denmark. The first mammalian case was a harbor seal (Phoca vitulina) found dead on a beach 
at Southwest Funen in September 2021. The seal was emaciated with pronounced skin changes on large parts 
of the body. Influenza virus was detected in the lung of the seal. No other disease-causing pathogens were 
detected that could otherwise explain the cause of death. Upon further investigation, the virus was 
elucidated to be a clade 2.3.4.4b H5N8 HPAIV. In 2022, clade 2.3.4.4b HPAIV H5N1 was detected in four red 
foxes (Vulpes vulpes). HPAIV H5N1 was detected in the lung of an adult fox that was found dead on 17 January 

2022 close to a fox pit. In a separate event, three fox cubs were found dead on 28 April 2022 together with 
the remains of a duck carcass. HPAIV H5N1 was detected in brain tissue of one of the fox cubs and in the lung 
of the two other fox cubs. All three fox cubs were previously observed alive on 25 April. Full-genome analysis 
revealed that the viruses from the cubs and the adult fox belonged to two different genotypes. The viruses 
were closely related to contemporary viruses. Analysis of the amino acid sequence revealed substitutions 
related to mammalian adaptation.   
�t�]�š�Z�]�v�� �š�Z���� �o���•�š�� ���}�µ�‰�o���� �}�(�� �Ç�����Œ�•�U�� ���v�� �µ�v�‰�Œ�����������v�š������ �v�µ�u�����Œ�� �}�(�� �u���u�u���o�•�� �Z���À���� �������v�� �(�}�µ�v���� �]�v�(�����š������ �Á�]�š�Z��
�,�W���/�s�•�X���&�}�Œ���‰���v�����u�]�����‰�Œ���‰���Œ�����v���•�•�U���]�š���]�•�����Œ�µ���]���o���š�}���]�v���Œ�����•�������]�•�����•�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������}�(���š�Z�����Á�]�o�������v�]�u���o���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v��
�š�}���u�}�v�]�š�}�Œ���‰�}�š���v�Ÿ���o���u���u�u���o�r�š�}�r�u���u�u���o���š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v�����v�����š�Z�������u���Œ�P���v�������}�(���Ì�}�}�v�}�Ÿ�����u�µ�š���Ÿ�}�v�•�X�� 
 
Keywords: influenza A virus, mammals, epizootic, high pathogenicity avian influenza virus  
 
�&�µ�v���]�v�P�� �•�}�µ�Œ�����W���d�Z���� �•�š�µ���Ç�� �Á���•�� �.�v���v���]���o�o�Ç�� �•�µ�‰�‰�}�Œ�š������ ���Ç�� �š�Z���� �����v�]�•�Z�� �s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�� ���v���� �&�}�}���� �����u�]�v�]�•�š�Œ���Ÿ�}�v�� ���v���� �š�Z����
�D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(�����v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���}�(�������v�u���Œ�l�U�����v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���o���W�Œ�}�š�����Ÿ�}�v�����P���v���Ç�� 
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�W�ò�ò�X���t�Z�}�o�����P���v�}�u�����•���‹�µ���v���]�v�P���}�(�����À�]���v���/�v�G�µ���v�Ì�����À�]�Œ�µ�•���}�v���š�Z�����/�o�o�µ�u�]�v�����D�]�v�]�^���‹��
�‰�o���ž�}�Œ�u�� 
 
�s�o�����]�u�]�Œ�� �'���i���}�À�í�Ž�U�� ���]���v���� �>�µ�‰�µ�o�}�À�]���í�U�� �'�}�•�‰���À���� �>���Ì�]���í�U�� ���]�o�i���v���� ���µ�Œ�����À�]���í�U�� �D���Œ�l�}�� �W���i�]���í�U�� �^�o�}���}�����v�� �<�v���Î���À�]���í�U��
���}�i���v�����d���“�}�À�]���î�U�������i���v���s�]�����v�}�À�]���î�U���d���u���“���W���š�Œ�}�À�]���í 
 
�í���^���]���v�Ÿ�.�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]�� 
�î���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���^�‰�����]���o�]�•�š���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����^�<�Œ���o�i���À�}�_�U���<�Œ���o�i���À�}�U���^���Œ���]�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���À�o�����]�u�]�Œ�X�P�›�v�]�À�X�v�•�X�����X�Œ�•�� 
 
Active global surveillance and characterization of the Avian Influenza virus (AIV) is crucial for improving 
preparedness against potential pandemic events. Given the �À�]�Œ�µ�•�[�• ability to evolve rapidly through mutation 
and reassortment, obtaining comprehensive information about its genome can improve the understanding 
of the evolution of the influenza virus, emergence of new strains and improve vaccine design strategies. This 
work investigated the use of high-throughput sequencing on the Illumina MiniSeq platform to obtain 
complete genome information from AIV from samples collected in Serbia in 2021. Viral RNA was extracted 
from clinical samples from wild birds found dead and backyard poultry, followed by reverse transcription and 
genome amplification using universal primers and SuperScript�¡  IV OneStep-RT-PCR System (ThermoFisher 
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA, cat. no. 12594025). PCR amplicons were visualized by 
electrophoresis on 1.5% agarose gels. Illumina-based library were prepared, pooled together and sequenced 
(2x150 paired-end) simultaneously, �(�}�o�o�}�Á�]�v�P���š�Z�����u���v�µ�(�����š�µ�Œ���Œ�•�[���‰�Œ�}�š�}���}�o�•. Total information of 2.6 Gbp was 
obtained from 321±3 K/mm2 density with 78.56±0.42% of the clusters passing quality control (QC) filters. 
Approximately 87.16% of all Read1 and 92.43 % from Read2 sequences contained high quality bases that 
�Á���Œ���� �H�Y�ï�ì�U�� ���� �����•���� �����o�o�]�v�P�� �Y���� �•�š���v�����Œ��. R���Á�� �Œ�������•�[�� �‹�µ���o�]�š�Ç�� �Á���•�� ���Z�����l������ �Á�]�š�Z�� �&���•�š�Y���� �~�À�ì�X�í�í�X�õ�•�U�� �Œ���Á�� �Œ�������•��
statistical data was generated using Prinseq (v0.20.4), low quality bases, primers and adapters were removed 
with Trim Galore (v0.6.7), BWA (v0.6), Samtools (v1.16.1) and iVar (v1.3.1) were used for reference guided 
genome assembly and weeSAM (v1.6) was used for coverage statistics. Custom reference genome was built 
with the Vapor tool (v1.0.2) by using custom-built database containing all AIV genomes from the NCBI 
GenBank. Exploratory maximum-likelihood phylogenetic analysis was performed with the MEGA 11 software. 
BLAST and phylogenetic analysis of the AIV hemagglutinin and neuraminidase sequences revealed that three 
of the viruses belong to H5N1, while the fourth belonged to the H5N8 subtype. All AIV belonged to clade 
2.3.4.4b. High pathogenicity of the viruses was confirmed by the presence of the multi�tbasic hemagglutinin 
cleavage sites, using the EMBOSS Transeq tool. The complete genomes of all four virus samples yielded equal 
or greater than 3000-fold sequence coverage depth. This study presented the successful use of the MiniSeq 
Platform for AIV whole genome sequencing and demonstrated the continuous presence and circulation of 
highly pathogenic AI in wild and domestic birds. It also highlights the significance of establishing sequencing 
and bioinformatics capacities for continuous surveillance and tracking of animal and zoonotic viruses. 
 
Keywords: virus, high-throughput sequencing, bioinformatics, MiniSeq   
 
�&�µ�v���]�v�P�� �•�}�µ�Œ�����W���d�Z�]�•�� �Á�}�Œ�l�� �Á���•�� �(�µ�v�������� ���Ç�� �š�Z���� �D�]�v�]�•�š�Œ�Ç�� �}�(�� �^���]���v�����U�� �d�����Z�v�}�o�}�P�]�����o�� �����À���o�}�‰�u���v�š�� ���v���� �/�v�v�}�À���Ÿ�}�v�� �}�(��
�Z���‰�µ���o�]�����}�(���^���Œ���]�������Ç���š�Z�������}�v�š�Œ�����š���}�(���]�u�‰�o���u���v�š���Ÿ�}�v�����v�����(�µ�v���]�v�P���}�(���Œ���•�����Œ���Z���Á�}�Œ�l���}�(���E�/�s�r�E�^���]�v���î�ì�î�ï�U�����}�v�š�Œ�����š���E�}�W��
�ð�ñ�í�r�ì�ï�r�ð�ó�l�î�ì�î�ï�r�ì�í�l�î�ì�ì�ì�ï�í�X 
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�d���u���“���W���š�Œ�}�À�]���í�Ž�U���^�]�v�]�“���� �&�]�o�]�‰�}�À�]���î�U�� ���]���v���� �>�µ�‰�µ�o�}�À�]���í�U���s�o�����]�u�]�Œ���'���i���}�À�í�U���&���Œ���v�����<�]�•�l���Œ�}�o�Ç�î�U���' �}�•�‰���À���� �>���Ì�]���í�U��
�D���Œ�l�}���W���i�]���í�U���^�o�}���}�����v���<�v���Î���À�]���í�U�����]�o�i���v�������µ�Œ�����À�]���í�U���D�]�o���v�����^���u�}�i�o�}�À�]���í�U�����}�i���v�����d���“�}�À�]���ï�U�������i���v���s�]�����v�}�À�]���ï�U��
�D�]�o���v�l�}���a���l�o���Œ�ï�U���^���À�����>���Ì�]���í�U�����o���l�•���v���Œ�����E�]�l�}�o�]���ð�U���d���š�i���v�����>�����µ�•�ð�U�����}�����v���� �µ�Œ�]���ð 

�í���^���]���v�Ÿ�.�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]�� 
�î���^�‰�����]���o�]�•�������s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����^�^�µ���}�Ÿ�����_�U���^�µ���}�Ÿ�����U���^���Œ���]�� 
�ï���^�‰�����]���o�]�•�������s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����^�<�Œ���o�i���À�}�_�U���<�Œ���o�i���À�}�U���^���Œ���]�� 
�ð���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����]�Œ�����š�}�Œ���š���U���D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���U���&�}�Œ���•�š�Œ�Ç�����v�����t���š���Œ���D���v���P���u���v�š�U�������o�P�Œ�������U���^���Œ���]�� 
�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����v�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���š�}�u�Ç�›�v�]�À�X�v�•�X�����X�Œ�•�������� 

 
���À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì�����~���/�•���]�•�������Z�]�P�Z�o�Ç�����}�v�š���P�]�}�µ�•���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•�����}�(�����]�Œ���•���š�Z���š�������µ�•���•���Z�]�P�Z���Z�����o�š�Z�����v���������}�v�}�u�]�����o�}�•�•���•���]�v���š�Z����
�‰�}�µ�o�š�Œ�Ç���]�v���µ�•�š�Œ�Ç�U�����v�������•���Ì�}�}�v�}�Ÿ�������]�•�����•���U���Œ���‰�Œ���•���v�š�•���������}�v�•�š���v�š���š�Z�Œ�����š���š�}���Z�µ�u���v���Z�����o�š�Z�X�����µ�Œ�]�v�P���š�Z�����•�����•�}�v�•���î�ì�î�ì�l�î�ì�î�í�U��
���v�����î�ì�î�í�l�î�ì�î�î�U���Á�Z�}�o�������µ�Œ�}�‰�����Á���•�����+�����š���������Ç���u���v�Ç���}�µ�š���Œ�����l�•���}�(�����/���]�v�����}�š�Z���Á�]�o�������]�Œ���•�����v�������}�u���•�Ÿ�����‰�}�µ�o�š�Œ�Ç�U���u�}�•�š�o�Ç��
�����µ�•���������Ç���Z�]�P�Z�o�Ç���‰���š�Z�}�P���v�]�������/���À�]�Œ�µ�•���•�š�Œ���]�v�•���~�,�W���/�•���}�(���•�µ���š�Ç�‰���•���,�ñ�E�ô�����v�����,�ñ�E�í�����•���Á���o�o�����•���•�}�u�����}�š�Z���Œ���•�š�Œ���]�v�•���}�(���š�Z�����,�ñ��
�À�]�Œ�µ�•���•�µ���š�Ç�‰���X 
�/�v���^���Œ���]���U���������}�Œ���]�v�P���š�}���š�Z�����W�Œ�}�P�Œ���u���}�(���D�����•�µ�Œ���•���}�(�����v�]�u���o���,�����o�š�Z�U���‰���•�•�]�À�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������}�(���š�Z�����}�����µ�Œ�Œ���v�������}�(�����/���]�•�������Œ�Œ�]������
�}�µ�š�����}�v�Ÿ�v�µ�}�µ�•�o�Ç�U���Á�Z�]���Z���]�v���o�µ�����•�����Æ���u�]�v���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����‰�Œ���•���v�������}�(�����/�s���]�v�������•���•���}�(���Á�]�o�������]�Œ���•���(�}�µ�v�������������U�����•���Á���o�o�����•���]�v��
�G�}���l�•�� �}�(�� ���}�u���•�Ÿ���� �‰�}�µ�o�š�Œ�Ç�� �Á�]�š�Z�� ���v�� �]�v���Œ�����•������ �v�µ�u�����Œ�� �}�(�� �������š�Z�•�X�� ���•�� �]�v�� �š�Z���� �‰�Œ���À�]�}�µ�•�� �•�����•�}�v�U�� ���v�� �����Ÿ�À���� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������
�‰�Œ�}�P�Œ���u���(�}�Œ�����/���~�����•�������}�v���š���•�Ÿ�v�P���š�Z�������o�}�������o���•�Á�����•���}�(�����}�u���•�Ÿ�����‰�}�µ�o�š�Œ�Ç���(�Œ�}�u���������l�Ç���Œ���•�����v�����•�u���o�o���À�]�o�o���P�����}�‰���v���u���Œ�l���š�•�U��
���v�����}�v���š���•�Ÿ�v�P���}�(�����o�}�������o���•�Á�����•���}�(���š�Œ���‰�‰�������}�Œ���Z�µ�v�š�������Á�]�o�������]�Œ���•���}�Œ���š�Z���]�Œ���(�Œ���•�Z���(���������•�•���Á���•���]�u�‰�o���u���v�š�������]�v���î�ì�î�î���}�v���š�Z����
�Á�Z�}�o�����š���Œ�Œ�]�š�}�Œ�Ç���}�(���^���Œ���]���X���d�Z���������š�����Ÿ�}�v���}�(�����/�s���‰�Œ���•���v���������v�����(�µ�Œ�š�Z���Œ���•�µ���š�Ç�‰�]�v�P���}�(�������š�����š���������/���À�]�Œ�µ�•���]�•�}�o���š���•���Á���Œ�������}�v����
���Ç���u�}�o�����µ�o���Œ�����]���P�v�}�•�Ÿ�����u���š�Z�}���•���~���Ç���Œ�����o�r�Ÿ�u�����Z�d�r�W���Z�U�����}�v�À���v�Ÿ�}�v���o���Z�d�r�W���Z�����v�����P���v�}�u�����•���‹�µ���v���]�v�P�•�X 
�/�v���s�}�i�À�}���]�v���U�������v�}�Œ�š�Z���Œ�v���W�Œ�}�À�]�v�������}�(���^���Œ���]���U�����µ�Œ�]�v�P���š�Z�����]�u�‰�o���u���v�š���Ÿ�}�v���}�(���š�Z���������Ÿ�À�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������]�v���î�ì�î�î�U���]�v���š�}�š���o���ï�ô�í��
�‰�}�}�o�������•���u�‰�o���•���}�(�����o�}�������o���•�Á�����•���}�(���������l�Ç���Œ�����‰�}�µ�o�š�Œ�Ç���~���Z�]���l���v�•�U�����µ���l�•�U���‰�}�µ�o�š�Œ�Ç�U���š�µ�Œ�l���Ç�U���P�����•�������š���X�•���(�Œ�}�u���ï�ô�í���o�}�����o�]�Ÿ���•�U��
�š�Z���v���ò�ì���‰�}�}�o�������•���u�‰�o���•���}�(�����o�}�������o���•�Á�����•���}�(���������l�Ç���Œ�����‰�}�µ�o�š�Œ�Ç�����v�����}�Œ�v���u���v�š���o�����]�Œ���•�����}�o�o�����š�������(�Œ�}�u���o�}�����o�����]�Œ���•�–���u���Œ�l���š�•�U��
���•���Á���o�o�����•���í�ô�í���(�Œ���•�Z���(���������•�����v�����ó�ì�����o�}�������o���•�Á�����•���}�(���Z�µ�v�š�������}�Œ���š�Œ���‰�‰�������Á�]�o�������]�Œ���•���(�Œ�}�u���Z�]�P�Z���Œ�]�•�l���o�}�����o�]�Ÿ���•�U�����]�•�š�Œ�]���µ�š�������]�v��
���o�o���ó�����]�•�š�Œ�]���š�•���}�(���š�Z�����s�}�i�À�}���]�v�����‰�Œ�}�À�]�v�����U���Z�������������v���š���•�š�����X���d�Z�����‰�Œ���•���v�������}�(���,�W���/���,�ñ�E�í���Á���•�������š�����š�������]�v�����o�}�������o���•�Á�����•���}�(��
�ï���>���Œ�µ�•���Œ�]���]���µ�v���µ�•���•���u�‰�o�������v�����Œ���š�Z�������]�š�Ç���}�(���E�}�À�]���^�������]�v���^�}�µ�š�Z���������l�������]�•�š�Œ�]���š���]�v���D���Œ���Z���î�ì�î�î�X���d�Z�������/���À�]�Œ�µ�•�U�����µ�š���v�}�š���}�(���,�ñ��
�}�Œ���,�ó���•�µ���š�Ç�‰���U���Á���•�����o�•�}�������š�����š�������]�v�����o�}�������o���•�Á�����•���}�(���ï�����v���•���‰�o���š�Ç�Œ�Z�Ç�v���Z�}�•���•���u�‰�o�������]�v���u�µ�v�]���]�‰���o�]�š�Ç���}�(�������o�������Œ�l�À���U���^�}�µ�š�Z��
�����v���š�����]�•�š�Œ�]���š���]�v���E�}�À���u�����Œ���î�ì�î�î�X�� 
�/�v���‰���•�•�]�À�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����U���•�µ�•�‰�����š���������}�u�����Ÿ�����‰�}�µ�o�š�Œ�Ç���(�}�Œ�����/�U���u���]�v�o�Ç�����Œ�}�]�o���Œ�•���(�Œ�}�u���î���o�}�����o�]�Ÿ���•�����v�����š�Z�����������l�Ç���Œ�������Z�]���l���v��
�(�Œ�}�u���š�Z�Œ�������o�}�����o�]�Ÿ���•���Á���Œ�����š���•�š�������]�v���&�����Œ�µ���Œ�Ç�U���D���Ç�����v�������������u�����Œ���î�ì�î�î�X���,�W���/���,�ñ�E�í���Á���•�������š�����š�������]�v���&�����Œ�µ���Œ�Ç���î�ì�î�î���]�v���î��
�v�����Œ���Ç���o�}�����o�]�Ÿ���•���]�v���î���������l�Ç���Œ���•���]�v���E�}�Œ�š�Z���������l�������]�•���š�Œ�]���š�����v�����]�v���D���Ç���î�ì�î�î���]�v���������l�Ç���Œ�������Z�]���l���v�•�����š���}�v�����o�}�����o�]�š�Ç���]�v�������v�š�Œ���o��
�����v���š�����]�•���š�Œ�]���š�X�������������Á�]�o�������]�Œ���•���Á���Œ�������}�o�o�����š�������(�Œ�}�u���&�����Œ�µ���Œ�Ç���µ�v�Ÿ�o���E�}�À���u�����Œ���î�ì�î�î���]�v���í�ò���}�����•�•�]�}�v�•���(�Œ�}�u���í�ô���o�}�����o�]�Ÿ���•��
�]�v���í�î���u���v�µ���]�‰���o�]�Ÿ���•���(�Œ�}�u�����o�o���ó�����]���š�Œ�]���š�•���}�(���s�}�i�À�}���]�v�����W�Œ�}�À�]�v�����X���/�v���š�}�š���o�U���ð�ò���Á�]�o�������]�Œ���•���~�u���]�v�o�Ç���}�(���•�‰�����]���•�W�����Ç�P�v�µ�•���}�o�}�Œ�U��
���v���•�� �W�o���š�Ç�Œ�Z�Ç�v���Z�}�•�U�� ���Œ�������� ���o�����U�� ���]�Œ���µ�•�� �����Œ�µ�P�]�v�}�•�µ�•�U�� �>���Œ�µ�•�� �Œ�]���]���µ�v���µ�•�U�� ���µ�š���}�� ���µ�š���}�U�� �,���o�]�������š�µ�•�� ���o���]���]�o�o���U�� ���}�Œ�À�µ�•��
�(�Œ�µ�P�]�o���P�µ�•�����š���X�•���Á���Œ�����š���•�š�����X���,�W���/���,�ñ�E�í���À�]�Œ�µ�•���Á���•�������š�����š�������]�v���î�����v���•���W�o���š�Ç�Œ�Z�Ç�v���Z�}�•���(�Œ�}�u���}�v�����o�}�����o�]�š�Ç�����v�����]�v���í�����Œ��������
���o�������(�Œ�}�u���}�v�����o�}�����o�]�š�Ç���]�v���&�����Œ�µ���Œ�Ç���î�ì�î�î�V���]�v���í�����µ�š���}�����µ�š���}���(�Œ�}�u���}�v�����o�}�����o�]�š�Ç���]�v���D���Œ���Z���î�ì�î�î�V�����v�����]�v���ñ�����Ç�P�v�µ�•���}�o�}�Œ���(�Œ�}�u���ï��
�o�}�����o�]�Ÿ���•���]�v���E�}�À���u�����Œ���î�ì�î�î�X�����µ�Œ�]�v�P���î�ì�î�î���v�}���o���Œ�P�����‰�}�µ�o�š�Œ�Ç���(���Œ�u���Á���•���]�v�(�����š�����U�����v�����•�}���(���Œ�U���š�Z���Œ�����Z���À�����������v���v�}���•�]�P�v�]�.�����v�š��
�����}�v�}�u�]�����o�}�•�•���•�X�����}�v�•�]�����Œ�]�v�P���š�Z�����}���š���]�v�������Œ���•�µ�o�š�•�U�����•���Á���o�o�����•���š�Z�����•�Ÿ�o�o���µ�v�(���À�}�Œ�����o�������‰�]�Ì�}�}�Ÿ�����•�]�š�µ���Ÿ�}�v���}�(�����/���]�v�����µ�Œ�}�‰���U���]�š��
�]�•���v�������•�•���Œ�Ç���š�}�����}�v�Ÿ�v�µ�}�µ�•�o�Ç���]�u�‰�o���u���v�š�������‰�Œ�}�P�Œ���u�r�����•�������•�µ�Œ�À���]�o�o���v���������v���������Œ�o�Ç�������š�����Ÿ�}�v���•�Ç�•�š���u���(�}�Œ���]�v�G�µ���v�Ì�����À�]�Œ�µ�•���]�v��
�š�Z�����š���Œ�Œ�]�š�}�Œ�Ç���}�(���š�Z�����Z���‰�µ���o�]�����}�(���^���Œ���]�����]�v���š�Z�����(�µ�š�µ�Œ���X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì���U�������Ÿ�À�������v�����‰���•�•�]�À�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����U���Á�]�o�������]�Œ���•�U�����}�u���•�Ÿ�����‰�}�µ�o�š�Œ�Ç�U���^���Œ���]�� 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���d�Z�]�•���•�š�µ���Ç���Á���•���•�µ�‰�‰�}�Œ�š���������Ç���D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���U���&�}�Œ���•�š�Œ�Ç�����v�����t���š���Œ���D���v���P���u���v�š�U�����•���Á���o�o�����•���š�Z����
�D�]�v�]�•�š�Œ�Ç�� �}�(�� �^���]���v�����U���d�����Z�v�}�o�}�P�]�����o�� �����À���o�}�‰�u���v�š�U�����v���� �/�v�v�}�À���Ÿ�}�v���}�(�� �š�Z���� �Z���‰�µ���o�]���� �}�(�� �^���Œ���]���� �~���}�v�š�Œ�����š�� �E�}���ð�ñ�í�r�ì�ï�r
�ð�ó�l�î�ì�î�ï�r�ì�í�l�î�ì�ì�ì�ï�í�•�X 
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�W�ò�ô�X���D�}�o�����µ�o���Œ���‰���š�Z�}�š�Ç�‰�]�v�P�����v�������Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v���}�(�����À�]���v���/�v�G�µ���v�Ì�����À�]�Œ�µ�•���•���(�Œ�}�u��
�^���Œ���]�������µ�Œ�]�v�P���î�ì�î�î 
 
�����i���v���s�]�����v�}�À�]���í�U�����}�i���v�����d���“�}�À�]���í�U���D�]�o���v�l�}���a���l�o���Œ�í�U���D�]�“�}���<�}�o���Œ���À�]���í�Ž�U�����o���l�•���v�����Œ���•���Œ�l�}�À�]���í�U���•�}�Œ���v�����������o�i���l�í�U��
�E�]�l�}�o�����s���•�l�}�À�]���í�U���<���Ì�]�u�]�Œ���D���š�}�À�]���í�U���D���Œ�l�}�����u�]�š�Œ�]���í�U���s�o�����]�u�]�Œ���'���i���}�À�î�U���d���u���•���W���š�Œ�}�À�]���î�U���s�o�����]�u�]�Œ���^���À�]���ï 
 
�í���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���^�‰�����]���o�]�Ì�������/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����–�–�<�Œ���o�i���À�}�–�–�U���<�Œ���o�i���À�}�U���^���Œ���]�� 
�î���^���]���v�Ÿ�.�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����–�–�E�}�À�]���^�����–�–�U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]�� 
�ï�����Œ�}���Ÿ���v���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U���•���P�Œ�����U�����Œ�}���Ÿ�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u�]�•�}�X�l�}�o���Œ���À�]���›�P�u���]�o�X���}�u���� 
 
Influenza in birds is caused by infection with viruses from the Orthomyxoviridae family, genus 
Alphainfluenzavirus. Influenza A viruses are the only orthomyxoviruses known to naturally affect birds. It is 
considered that aquatic birds are the major reservoir of influenza A viruses, which are, in majority of cases, 
low pathogenic for chickens and turkeys. Highly pathogenic strains that produce clinical disease and 
economic impact are associated with H5 and H7 subtypes. The cases of low pathogenic strains of H5 and H7 
subtypes turning to highly pathogenic by mutation are also recorded. Some avian influenza strains can also 
cause sporadic infection in humans. In 2022 AI was reported in 37 European countries including Serbia. In 
this abstract we describe the results of Serbian National Reference Laboratory for AI and ND in 2022. 
�^���u�‰�o���•���}�(���������l�Ç���Œ�����‰�}�µ�o�š�Œ�Ç���~�ð�•�����v�����Á�]�o�������]�Œ���•���~�ô�•���Á���Œ�����š���•�š�����X���W�Œ���•���v�������}�(�����/�s���]�v���š�Z�����•���u�‰�o���•�����v�����•�µ���š�Ç�‰�]�v�P��
���v�����‰���š�Z�}�š�Ç�‰�]�v�P���Á���•�������š���Œ�u�]�v���������Ç���Z�d�r�‹�W���Z�����v�����Z�d�r�W���Z�����•�•���Ç�•���Œ�����}�u�u���v�����������Ç�����h���Œ���(���Œ���v�������o�����}�Œ���š�}�Œ�Ç�U��
�/�•�^�s�U���/�š���o�Ç�X���^���v�P���Œ���•���‹�µ���v���]�v�P���}�(�����o�����À���P�����•�]�š�����Á���•���‰���Œ�(�}�Œ�u�������µ�•�]�v�P���<�Z�����‰�Œ�]�u���Œ���•���š�X���W�Z�Ç�o�}�P���v���Ÿ�������v���o�Ç�•�]�•���Á���•��
�‰���Œ�(�}�Œ�u�������µ�•�]�v�P���D���'�� ���y���•�}�L�Á���Œ���X 
Totally 12 samples from 9 locations were found positive on influenza A RT-qPCR assay. All of them were typed 
as H5N1 subtypes. Amino acid motif on cleavage site (PLREKRRKRGLF) revealed that they belong to highly 
pathogenic avian influenza viruses. Phylogenetic analysis of part of HA gene sequences showed that they can 
be sided with clade 2.3.4.4.b viruses. Further analysis shows that there is slightly difference in sequences 
between cases from the beginning of the year until April, and those registered after suggesting that they 
belong to two different sub-clades. 
���o�š�Z�}�µ�P�Z���š�Z�������‰�]�Ì�}�}�Ÿ�}�o�}�P�]�����o���•�]�š�µ���Ÿ�}�v���]�v���š�Z�������µ�Œ�}�‰�����Á���•���µ�v�(���À�}�Œ�����o�������v�����Á���À�����}�(�����/���]�v���î�ì�î�î���Á���•���}�v�����}�(���š�Z����
�Á�}�Œ�•�š�� �]�v�� �Œ�������v�š�� �Z�]�•�š�}�Œ�Ç�U�����µ�����š�}�� �]�u�‰�}�Œ�š�������v�•�U���•�š�Œ�]���š�� �u�}�À���u���v�š�� ���v���� �š�Œ�����������}�v�š�Œ�}�o�U�����v���� �]�v���Œ�����•������ ���]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç��
�u�����•�µ�Œ���•���]�u�‰�}�•���������Ç���š�Z�����'�}�À���Œ�v�u���v�š�U���š�Z���Œ�����Á���•���v�}���}�µ�š���Œ�����l���}�(���,�W���/���}�v�����]�P���‰�}�µ�o�š�Œ�Ç���(���Œ�u�•���]�v���^���Œ���]���X�������Ÿ�À����
�u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P���‰�Œ�}�P�Œ���u���]�•�����o�•�}���]�v�š�Œ�}���µ�����������Ç���'�}�À���Œ�v�u���v�š���u�����•�µ�Œ���•���•�]�v���������}�v�•�š���v�š���u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P���}�(���‰�Œ���•���v�������}�(��
���À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì�����À�]�Œ�µ�•���•�����v�����š�Z���]�Œ���Ÿ�u���o�Ç���‰���š�Z�}�š�Ç�‰�]�v�P�����v�������Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v�����š���E���Ÿ�}�v���o���Z���(���Œ���v�������>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç��
���Œ���� ���Œ�µ���]���o�� �š�}�� �‰�Œ�}�u�‰�š�o�Ç�� �����š�����š�� �š�Z���� ���u���Œ�P���v������ �]�v�� �}�Œ�� �]�v�š�Œ�}���µ���Ÿ�}�v�� �}�(�� �À�]�Œ�µ�•���•�� �Œ���o���À���v�š�� �(�}�Œ�� ���v�]�u���o�� ���v���� �‰�µ���o�]����
�Z�����o�š�Z�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����À�]���v���]�v�G�µ���v�Ì���U���À�]�Œ�µ�•�U���W���Z�U���•���‹�µ���v���]�v�P 
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���‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�� 
���v�����Z�]�•�l�����•�•���•�•�u���v�š 

 

�K�Œ���o���W�Œ���•���v�š���Ÿ�}�v�• 
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�/�v�À�]�š�������o�����š�µ�Œ�� 
 

�D�}�o�����µ�o���Œ�� ���‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�� ���•�� ���� �š�}�}�o�� �(�}�Œ�� �µ�v�����Œ�•�š���v���]�v�P�� �š�Z���� �À�]�Œ���o�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�•�� �]�v��
�Z�}�v���Ç�������• 
 
�/�À���v���d�}�‰�o���l�í�Ž�U�������v�]�i���o���������Œ�v���í�U���>���µ�Œ�����a�]�u���v���î�U���D���š�l�����W�]�•�o���l���K�����‰���l�ï 
 
�í�/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���u�]���Œ�}���]�}�o�}�P�Ç�����v�����‰���Œ���•�]�š�}�o�}�P�Ç�U���s�]�Œ�}�o�}�P�Ç���h�v�]�š�U���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���&�����µ�o�š�Ç�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���>�i�µ���o�i���v���U���>�i�µ���o�i���v���U���^�o�}�À���v�]�� 
�î�/�v�•�Ÿ�š�µ�š���� �}�(�� �u�]���Œ�}���]�}�o�}�P�Ç�� ���v���� �‰���Œ���•�]�š�}�o�}�P�Ç�U�� �W���Œ���•�]�š�}�o�}�P�Ç�� �h�v�]�š�U�� �s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�� �&�����µ�o�š�Ç�� �h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�� �}�(�� �>�i�µ���o�i���v���U�� �>�i�µ���o�i���v���U��
�^�o�}�À���v�]�� 
�ï�/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���W���š�Z�}�o�}�P�Ç�U���t�]�o�������v�]�u���o�•�U���&�]�•�Z�����v�����������•�U���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���&�����µ�o�š�Ç�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���>�i�µ���o�i���v���U���>�i�µ���o�i���v���U���^�o�}�À���v�]�� 

�Ž���/�v�À�]�š���������v�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���]�À���v�X�š�}�‰�o���l�›�À�(�X�µ�v�]�r�o�i�X�•�]�� 
 
Slovenia is a country with a very long beekeeping tradition and an extremely high density of apiaries and bee 
colonies. Several positive-stranded RNA viruses, found in managed honeybees (Apis mellifera carnica) may 
represent a complex of emerging infectious viral diseases, together with other pathogens, as a part of the 
global problem of decreasing pollinators. Some viruses may be present in different species living in the 
environment closely with honeybees and meet through the direct or indirect contacts.  
�����š�Á�����v���î�ì�í�ì�����v�����î�ì�î�î���š�Z�������]�Œ�����š���•���‹�µ���v���]�v�P���}�(���‰�}�•�]�Ÿ�À�����•���u�‰�o���•���}�(�������µ�š�������������‰���Œ���o�Ç�•�]�•���À�]�Œ�µ�•���~�����W�s�•�U�����o�����l��
�‹�µ�����v�������o�o���À�]�Œ�µ�•���~���Y���s�•�U�����Z�Œ�}�v�]�������������‰���Œ���o�Ç�•�]�•���À�]�Œ�µ�•���~�����W�s�•�U�������(�}�Œ�u�]�v�P���Á�]�v�P���À�]�Œ�µ�•���~���t�s�•�U���•�������Œ�}�}�������������À�]�Œ�µ�•��
�~�^���s�•�����v�����>���l�����^�]�v���]���À�]�Œ�µ�•���~�>�^�s�•���Á���•���‰���Œ�(�}�Œ�u�������(�Œ�}�u���}���š���]�v�������Z�d�r�W���Z���‰�Œ�}���µ���š�•���]�v�����]�+���Œ���v�š���Œ���P�]�}�v�•���}�(���P���v�}�u���U��
�����š�����š�������]�v���Z�}�v���Ç�������•�U�����µ�u���o���������•�U�����v�������µ�©���Œ�G�]���•���]�v���^�o�}�À���v�]���X���d�Z�����P���v���Ÿ�������}�u�‰���Œ�]�•�}�v���}�(���]�����v�Ÿ�.�������‰�}�•�]�Ÿ�À����
�•���u�‰�o���•���}�(�����µ�u���o���������•�����v���������š�����š�������Z�}�v���Ç���������.���o�����•�š�Œ���]�v�•���}�(�������W�s�U�����Y���s�U���^���s�����v�����>�^�s���Z���•���•�Z�}�Á�v���(�Œ�}�u��
�õ�ô�X�ó�ð���š�}���í�ì�ì���9���v�µ���o���}�Ÿ�������]�����v�Ÿ�š�Ç�������š�Á�����v�����}�š�Z���•�‰�����]���•�X���d�Z�������À�]�����v�������š�Z���š���Z�}�v���Ç�������•�����v�������µ�u���o���������•�����Œ����
�]�v�(�����š�������Á�]�š�Z���P���v���Ÿ�����o�o�Ç���]�����v�Ÿ�����o���}�Œ�����o�}�•���o�Ç���Œ���o���š�������À�]�Œ���o���•�š�Œ���]�v�•���}�(���(�}�µ�Œ�����v�����u�]�����o�o�Ç���‰�Œ���•���v�š���Z�}�v���Ç���������À�]�Œ�µ�•���•��
���Æ�‰�o���]�v���š�Z�����š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���}�(�����]�+���Œ���v�š���À�]�Œ�µ�•���•�������š�Á�����v�����‰�]���Œ�]���•�����v�����•�}�u�����}�š�Z���Œ���‰�}�o�o�]�v���š�}�Œ�•�X���,�]�P�Z�����]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(��
���]�Œ���µ�o���Ÿ�v�P���•�š�Œ���]�v�•���Á���•���}���•���Œ�À���������u�}�v�P���Z�}�v���Ç�������•�U���•�]�u�]�o���Œ���Á���•�������š�����š���������o�•�}���]�v�����µ�u���o���������•�X���d�Z�����‰�Œ���•���v������
�}�(�������W�s�U�����Y���s�U���>�^�s�ï�����v�����^���s���Á���•�������š�����š�������(�}�Œ���š�Z�����.�Œ�•�š���Ÿ�u�������o�•�}���]�v�����µ�©���Œ�G�]���•���]�v���^�o�}�À���v�]���X���d�Z�����À�]�Œ���o���o�}�������]�v��
�š�Z�����‰�}�•�]�Ÿ�À�������µ�©���Œ�G�Ç���•���u�‰�o���•���Á���•���u�µ���Z���o�}�Á���Œ���š�Z���v���]�v���š�Z�����‰�}�•�]�Ÿ�À�������������•���u�‰�o���•�U���Á�Z�]���Z�����}�µ�o�����]�v���]�����š�����š�Z���š��
�š�Z���Ç�� ���Œ���� �‰���•�•�]�À���� �����Œ�Œ�]���Œ�•�� �}�(�� �������� �À�]�Œ�µ�•���•�X�� �D�}�o�����µ�o���Œ�� ���‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç�� �Œ���‰�Œ���•���v�š�•�� ���v�� ���Æ�����o�o���v�š�� �š�}�}�o�� �(�}�Œ��
�µ�v�����Œ�•�š���v���]�v�P�� �À�]�Œ���o�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�•�� �]�v�� ���]�+���Œ���v�š�� �‰�}�o�o�]�v���š�}�Œ�•�X�� ���v���]�u�‰�}�Œ�š���v�š���v���Á�� �P���v���Ÿ���� �����š���� �(�}�Œ�� ���v�����u�]���� �•�š�Œ���]�v�•��
���]�Œ���µ�o���Ÿ�v�P���]�v���Z�}�v���Ç�������•�����v�������µ�u���o���������•���]�v���^�o�}�À���v�]�����Á�]�o�o���������‰�Œ���•���v�š�����X�� 
�d�Z�����]�����v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v���}�(���P���v���Ÿ�����o�o�Ç�����o�}�•���o�Ç���Œ���o���š�������Z�}�v���Ç���������À�]�Œ�µ�•���•�����µ�Œ�]�v�P���•���À���Œ���o�����}�v�•�����µ�Ÿ�À�����Ç�����Œ�•���}�(���•���u�‰�o����
���}�o�o�����Ÿ�}�v���}�v�����]�+���Œ���v�š���o�}�����Ÿ�}�v�•���]�v���^�o�}�À���v�]�����Á���•�����}�v�.�Œ�u���������Ç���•���‹�µ���v���]�v�P���}�(�������š�����š�������•�š�Œ���]�v�•�X���&�}�Œ���š�Z���������©���Œ��
���}�v�š�Œ�}�o�� �}�(�� �À�]�Œ���o�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�•�� �]�v�� �Z�}�v���Ç�������•�U�� �•�µ���Z�� �•�š�µ���]���•�� �•�Z�}�µ�o���� ������ ���Æ�š���v�������� �š�}�� �}�š�Z���Œ�� �š�Ç�‰���•�� �}�(�� �‰�}�o�o�]�v���š�}�Œ�•�X��
�d�Z�Œ�}�µ�P�Z���š�Z�]�•�����‰�‰�Œ�}�����Z�U���Á�����Á�]�o�o���}���š���]�v�������u�}�Œ�������}�u�‰�o���š�����‰�]���š�µ�Œ�����}�(���š�Z���������š�µ���o���‰�Œ���À���o���v���������v�����š�Z�����š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v��
�}�(�����]�+���Œ���v�š���•�š�Œ���]�v�•���}�(���À�]�Œ�µ�•���•���]�v���š�Z�������v�À�]�Œ�}�v�u���v�š�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����‰�]�•���u���o�o�]�(���Œ���������Œ�v�]�����U�����µ�u���o���������•�U���À�]�Œ�µ�•���•�U���š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v�U�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�Ç 
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�W�]�P���}�v���‰���Œ���u�Ç�Æ�}�À�]�Œ�µ�•�r�í���}�µ�š���Œ�����l���]�v�������‰�Ÿ�À�����‰�]�P���}�v�•���]�v�������v�u���Œ�l�U���î�ì�î�î 
 
�<���Œ���v�� �D���Œ�Ÿ�v�Ç�í�Ž�U�� �>���Œ�•�� ���Œ�]�l�� �>���Œ�•���v�í�U�� ���v�v���� �^�}�.���� �,���u�u���Œ�í�U�� �d�]�u�� �<�
�Œ���� �:���v�•���v�í�U�� ���Z�Œ�]�•�Ÿ���v�� �'�Œ�µ�v���î�U�����]�Œ�l�� �,�‚�‰���Œ�î�U��
�:���v�•���W���š���Œ�����Z�Œ�]�•�š���v�•���v�í�U�����Z���Œ�o�}�©�����<�Œ�]�•�Ÿ���v�����,�i�µ�o�•���P���Œ�ï 
 
�í�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����v�������v�]�u���o���^���]���v�����•�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(�����}�‰���v�Z���P���v�U���í�ô�ó�ì���&�Œ�������Œ�]�l�•�����Œ�P�����U�������v�u���Œ�l�� 
�î���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(�����]���P�v�}�•�Ÿ�����s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�U���&�Œ�]�����Œ�]���Z�r�>�}���K���Œ�r�/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U���í�ó�ð�õ�ï���'�Œ���]�(�•�Á���o���U���'���Œ�u���v�Ç 
�ï�������‰���Œ�š�u���v�š���(�}�Œ���s�]�Œ�µ�•�����v�����D�]���Œ�}���]�}�o�}�P�]�����o���^�‰�����]���o�����]���P�v�}�•�Ÿ���•�U���^�š���š���v�•���^���Œ�µ�u���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U���î�ï�ì�ì�����}�‰���v�Z���P���v���^�U�������v�u���Œ�l 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���l���Œ�u���›�•�µ�v���X�l�µ�X���l�� 
 
Pigeon paramyxovirus-1 (PPMV-1) forms a separate group of viruses within Avian orthoavulavirus-1 (AOaV-
1) of which virulent strains are the causative agent of Newcastle disease in poultry. Since its introduction to 
Europe in the 1980s, PPMV-1 has spread throughout the continent, causing both fatal and asymptomatic 
infections. In June 2022, an outbreak of PPMV-1 occurred in a vacation home community in South Zealand, 
Denmark.  Here we present a case report of the Danish outbreak together with the results of the genetic and 
virological characterization of the virus. 
The outbreak was detected in a vacation home community housing hundreds of captive birds, most of which 
were not vaccinated against PPMV-1. Viral detection was achieved through RT-qPCR analysis of cloacal and 
oropharyngeal swabs and virus isolation in embryonated chicken eggs. Full genome sequence analysis was 
performed to determine the genotype of the virus. Pathogenicity assessments were conducted using 
molecular characterization of the cleavage site and by in vivo intracerebral pathogenicity index (ICPI) test.  
The virus was determined to belong to genotype VI.2.1.1.2.2, a PPMV-1-specific genotype currently 
circulating in wild pigeons in several European countries. The virus exhibited the characteristic sequence of 
virulent AOaV-1 at the F-gene cleavage site, indicating high virulence. However, the ICPI index was 0.650, 
suggesting that the virus was not highly virulent for chickens. Similar results have been observed with other 
PPMV-1 viruses, demonstrating the uncertainty of genetic analysis of PPMV-1 for the assessments of 
virulence in chicken. 
This study presents a case report of the PPMV-1 outbreak in Denmark and the genetic and virological 
characteristics of the virus. The clinical presentation of the outbreak combined with the pathogenicity 
assessments indicate that the outbreak-causing virus was virulent for pigeons but not for chickens. These 
findings highlight that challenges associated with assessing virulence of PPMV-1 viruses, and that relying on 
a single method for the assessment of virulence, may not provide a comprehensive understanding of the viral 
pathogenicity.  
 
Keywords: Newcastle disease, PPMV-1, outbreak, pathogenicity, virulence 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W�������v�]�•�Z���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����v�����&�}�}���������u�]�v�]�•�š�Œ���Ÿ�}�v 
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�E�}�À���o�����]���P�v�}�•�Ÿ�������v�����•�š���Ÿ�•�Ÿ�����o���š�}�}�o�����}�u���]�v���Ÿ�}�v�•���������µ�Œ���š���o�Ç���‰�Œ�����]���š���Ÿ�u�����•�]�v������
���o�µ���š�}�v�P�µ�����À�]�Œ�µ�•���]�v�(�����Ÿ�}�v���]�v���Œ�µ�u�]�v���v�š�•���(�}�Œ�����•�•���•�•�]�v�P���š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���Œ�]�•�l 
 
�<���Œ�Œ�Ç���E���Á���Œ�}�}�l�í�Ž�U���^�]�u�}�v���'�µ�����]�v�•�í�U�������Œ�Œ�]���������©���v�í�U���<���Œ�]�v�������Œ�‰���o�í�� 
 
�í���d�Z�����W�]�Œ���Œ�]�P�Z�š���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U���t�}�l�]�v�P�U���h�v�]�š�������<�]�v�P���}�u 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���l���Œ�Œ�Ç�X�v���Á���Œ�}�}�l�›�‰�]�Œ���Œ�]�P�Z�š�X�����X�µ�l�� 
 
Bluetongue virus (BTV) has a segmented, dsRNA genome which encodes structural (VP1-7) and non-
structural (NS1-4) proteins. It causes haemorrhagic disease, bluetongue, in susceptible wild and domestic 
ruminants. BTV infection is typically diagnosed through presence of viral RNA in the blood (qRT-PCR) or serum 
antibodies against the group-specific, immune-dominant VP7 protein (cELISA). However, this only confirms 
BTV exposure (not presence of infectious virus) and does not provide information on time since infection, 
which is crucial for estimating infectiousness and potential transmission risk in BTV-positive ruminants. We 
aimed to develop serological assays to investigate isotype-specific anti-BTV antibody dynamics during 
infection and assess their ability, alongside current BTV diagnostics, to delineate and predict time since 
infection. 
�E�}�À���o�����>�/�^���•���Á���Œ���������À���o�}�‰�������š�}�������š�����š���/�P�D�r�U���/�P�'���&���r�U���/�P�'�í�r�����v�����/�P�'�î�r�•�‰�����]�.�������v�Ÿ�r�E�^�î�����v�Ÿ���}���]���•���]�v�������©�o�������v����
�•�Z�����‰���•���Œ�µ�u���µ�•�]�v�P���Œ�����}�u���]�v���v�š�U���������š���Œ�]���o�o�Ç�r���Æ�‰�Œ���•�•�������E�^�î���‰�Œ�}�š���]�v�X���/�•�}�š�Ç�‰���r�•�‰�����]�.�����s�W�ó���‰�Œ�}�š���]�v�����>�/�^���•���Á���Œ����
���o�•�}���������‰�š�������(�Œ�}�u���š�Z�����/�����^���Œ�����v� �������>�/�^�� ���‰�o���ž�}�Œ�u�X���d�]�u���r���}�µ�Œ�•�����•���Œ�µ�u���(�Œ�}�u�����d�s�r�]�v�(�����š�������•�Z�����‰���~�v�A�ð�ï�•�����v����
�����©�o�����~�v�A�í�î�•���Á���Œ�����•���Œ�����v�������š�}�������š���Œ�u�]�v�������v�Ÿ�r�s�W�ó�l�E�^�î�����v�Ÿ���}���Ç�����Ç�v���u�]���•�����µ�Œ�]�v�P���]�v�(�����Ÿ�}�v�X�����]�À���Œ�]���š�����v�}�Œ�u���o��
���]�•�š�Œ�]���µ�Ÿ�}�v�•���Á���Œ�����.�©�������š�}�������š���U�����Œ�����Ÿ�v�P���š�Á�}�r�‰���Œ���u���š���Œ���~�����>�/�^���l�‹�Z�d�r�W���Z�•�����v�����v�]�v���r�‰���Œ���u���š���Œ���~�����>�/�^���l�‹�Z�d�r
�W���Z�l�/�P�D���s�W�ó�l�/�P�'���s�W�ó�l�/�P�'�í���s�W�ó�l�/�P�'�î���s�W�ó�l�/�P�D���E�^�î�l�/�P�'���E�^�î�l�/�P�D�W�/�P�'���s�W�ó�•���•�š���Ÿ�•�Ÿ�����o���u�}�����o�•�����v�����o�����À���r�}�v���r
�}�µ�š�����Œ�}�•�•���À���o�]�����Ÿ�}�v���‰���Œ�(�}�Œ�u�������š�}�������š���Œ�u�]�v�����š�Z���]�Œ���•�µ�]�š�����]�o�]�š�Ç���(�}�Œ���‰�Œ�����]���Ÿ�v�P�������Ç�•���‰�}�•�š�r�]�v�(�����Ÿ�}�v���~���‰�]�•�X 
BTV infection was characterised by consistently earlier IgM-specific anti-VP7/-NS2 responses, followed later 
by IgG, allowing ruminant antibody profiles of high, moderate, and low transmission risk to be delineated. 
IgG1-specific anti-VP7 antibodies were in greater abundance than IgG2, however provided no further 
differentiation. Whilst anti-VP7 antibodies were consistently detected in BTV-infected ruminants, those 
targeting NS2 were not. Sheep had low detectable IgM/high IgG anti-NS2 antibodies, which was reversed in 
cattle. Statistical models were able to accurately predict early infection (<7dpi) to within two-days, whilst 
novel isotype ELISAs enhanced predictions between 7-12 dpi. 
�E�}�À���o�� �]�•�}�š�Ç�‰���r�•�‰�����]�.���� ���>�/�^���•�� �š���Œ�P���Ÿ�v�P�� ���d�s�� �•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o�� ���v���� �v�}�v�r�•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o�� �‰�Œ�}�š���]�v�•�� ���}�u�‰�o���u���v�š�� ���µ�Œ�Œ���v�š��
���]���P�v�}�•�Ÿ���•�� �]�v�� �������µ�Œ���š���o�Ç�� �‰�Œ�����]���Ÿ�v�P�� �Ÿ�u���� �•�]�v������ �]�v�(�����Ÿ�}�v�� ���v���� �š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v�� �Œ�]�•�l�� �]�v�� ���d�s�r�]�v�(�����š������ �Œ�µ�u�]�v���v�š�•�X��
�d�Z���•�����v�}�À���o�����]���P�v�}�•�Ÿ�������v�����•�š���Ÿ�•�Ÿ�����o���š�}�}�o�•�����Œ�������Œ�]�Ÿ�����o���(�}�Œ���Z���o�‰�]�v�P���‰�Œ���À���v�š�l���}�v�š�Œ�}�o���(�µ�š�µ�Œ�������d�s���}�µ�š���Œ�����l�•�X 
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�^�‰���Ÿ�}�š���u�‰�}�Œ���o���^�����o�����Z���o�Ç�]�v�P���}�v�������Œ�š�Z���K���•���Œ�À���Ÿ�}�v�������š�� 
 
���]�u�]�š�Œ�]�}�•���^���]�v�]���]�•�í�U�ð�Ž�U���'���}�Œ�P�������Œ�À���v�]�š���l�]�•�î�U�����]�o���©�����&�}�Œ�v���•�]���Œ�}�ï�U�����š�Z���v�����s���l���o�]�ð�U�����Z���Œ���o���u�‰�}�•���<�}�v�š�}���•�í 
 
�í���E���Ÿ�}�v���o���K���•���Œ�À���š�}�Œ�Ç���}�(�����š�Z���v�•�U���'�Œ�������� 
�î���d�����Z�v�}�o�}�P�Ç���/�v�v�}�À���Ÿ�}�v���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U�������µ�����Z�����]�U���h������ 
�ï���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����s���v���Ì�]���U���s�]���o���������o�o�[�h�v�]�À���Œ�•�]�š���U���>���P�v���Œ�}�U���/�š���o�Ç 
�ð�����Œ�]�•�š�}�š�o�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���d�Z���•�•���o�}�v�]�l�]�U���d�Z���•�•���o�}�v�]�l�]�U���'�Œ�������� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����X�•���]�v�]���]�•�›�v�}���X�P�Œ�� 
 
Mosquitos carry and transmit Mosquito-Borne Diseases which affect an estimated 700 million annually and 
are responsible for almost a million deaths. In the absence of available vaccines and treatments the best 
countermeasure against MBDs is the development of an Early Warning System (EWS) to accurately estimate 
the probability of MBD occurrence, so that health authorities can take preventive action. This work proposes 
the development of EWS based on historical data of WNV cases, combined with Earth Observation (EO) data, 
synthetic entomological information (mosquito populations), and socioeconomical data. The proposed 
system learns the patterns between input features and the epidemiological situation in order to predict the 
probability of WNV occurrence at LAU1 (municipality) spatial scale and with a time lead of two weeks. The 
EWS developed in this study was tested using historical WNV data from two areas of interest: Veneto region 
in Italy and Central Macedonia region in Greece. The model's performance was evaluated based on its 
goodness of fit and operational effectiveness as an EWS. In terms of goodness of fit, the model achieved a 
ROC AUC of 0.85 in Veneto and 0.69 in Central Macedonia, while its PR AUC was 0.10 and 0.15 respectively, 
compared to a baseline of 0.01 and 0.07. As an operational EWS, the model correctly predicted 17% of all 
infected units in Veneto and 44% in Central Macedonia for the years 2018 and 2019. This study is the first to 
develop a data-driven EWS for MBDs that makes predictions at such a fine spatiotemporal scale (municipality 
and biweekly). The results are promising, indicating a strong dependence between EO data, mosquito 
populations, socioeconomic factors, and WNV occurrence that the model manage to capture. As a probability 
estimator, the model performs ten times better than the baseline estimator in Veneto and two times in 
Central Macedonia, and as an operational EWS, it performs two to three times better than random depending 
on the region. The average temperature and precipitation during the winter months of the current year, 
along with two remotely-sensed indices, NDVI and NDWI, were identified as variables with strong predictive 
power for WNV case occurrence in both instances 
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�t�]�o���� ���}���Œ�� ���•�� ���� �Œ���•���Œ�À�}�]�Œ�� �}�(�� ���µ�i���•�Ì�l�Ç�� ���]�•�����•���� �À�]�Œ�µ�•�U�� ���}�Œ�}�v���À�]�Œ�µ�•���•�� ���v����
���]�Œ���}�À�]�Œ�µ�•���•���t�������•�š�µ���Ç���]�v�����(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ�����+�����š�������‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v���]�v���W�}�o���v�� 
 
���v�v�����^�Ì���Ì�}�š�l���r���}���Z�v�]���Œ�Ì�í�Ž�U�����v�v�����'���o�r���]�•�}�w�í�U���•���]�P�v�]���Á���K�•�]�w�•�l�]�î�U���D���s�P�}�Œ�Ì���š�����:�µ�•�Ì�l�]���Á�]���Ì�í�U���E���š���o�]�����D���Ì�µ�Œ�r
�W���v���•�]�µ�l�ï�U���D�����]���i���&�Œ���v�š�í 

 
�í�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���^�Á�]�v�������]�•�����•���•�U���E���Ÿ�}�v���o���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U���W���Œ�š�Ç�Ì���v�š�•�Á���ñ�ó�����À���v�µ���U���î�ð�r�í�ì�ì���W�µ�s���Á�Ç�U���W�}�o���v�� 
�î�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���,�Ç�P�]���v�����}�(�����v�]�u���o���&�������]�v�P���•�š�µ�+�•�U���E���Ÿ�}�v���o���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U���W���Œ�š�Ç�Ì���v�š�•�Á���ñ�ó�����À���v�µ���U���î�ð�r
�í�ì�ì���W�µ�s���Á�Ç�U���W�}�o���v�� 
�ï���D���s�}�‰�}�o�•�l���������v�š�Œ�����}�(�����]�}�š�����Z�v�}�o�}�P�Ç�U���:���P�]���o�o�}�v�]���v���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�U���<�Œ���l�•�Á�U���W�}�o���v�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����v�v���X�•�Ì���Ì�}�š�l���›�‰�]�Á���š�X�‰�µ�o���Á�Ç�X�‰�o�� 
 
Wild boars are a reservoir of many infectious diseases of pigs and humans. As the most important reservoir 
of African swine fever (ASF), they are responsible for the spread of the second wave of the disease in Europe, 
first identified in 2007 in Georgia. In Poland ASF was first diagnosed in wild boar in 2014 and since then 
intensive monitoring of the disease in this species has been carried out. However, there are no current data 
on the occurrence of other, epizootic and economically significant diseases in wild boar, e.g. Aujeszky's 
disease (AD), for which a national eradication program has been carried out since 2008. The aim of the study 
was �š�}���À���Œ�]�(�Ç���]�(���Á�]�o�������}���Œ���]�v���W�}�o���v�����]�•�������Œ���•���Œ�À�}�]�Œ���}�(���•�Á�]�v�����À�]�Œ�µ�•���•�U���v���u���o�Ç�W�����µ�i���•�Ì�l�Ç�[�•�����]�•�����•�����À�]�Œ�µ�•���~�����s�•�U��
coronaviruses: transmissible gastroenteritis virus (TGEV) and porcine respiratory coronavirus (PRCV) as well 
as circoviruses: PCV2, PCV3 and PCV4. The study was conducted in wild boar population in Poland, positive 
for African swine fever (ASF) by serology, molecular detection or by both methods.  
�d�Z�����•�š�µ���Ç���Á���•�����}�v���µ���š�������}�v���ï�ì�ì���•���u�‰�o���•���}�(�����o�}�}���l�•���Œ�µ�u���(�Œ�}�u���Á�]�o�������}���Œ���•�Z�}�š���]�v���W�}�o���v���X���d�Z�����•���u�‰�o���•���Á���Œ����
�]�v�]�Ÿ���o�o�Ç�� �Œ�����}�P�v�]�Ì������ ���•�� ���^�&�r�‰�}�•�]�Ÿ�À���� ���Ç�� �Œ�����o�r�Ÿ�u���� �W���Z�W�� �í�ì�ñ�� �•���u�‰�o���•�V�� ���Ç���]�u�u�µ�v�}�‰���Œ�}�Æ�]�����•���� �š�����Z�v�]�‹�µ���W���í�ò�ï��
�•���u�‰�o���•�� �}�Œ�� ���Ç�� ���}�š�Z�� �u���š�Z�}���•�W�� �ï�î�� �•���u�‰�o���•�X�� �d�Z�]�•�� �u���š���Œ�]���o�� �Á���•�� ���v���o�Ç�Ì������ ���Ç�� ���>�/�^���� �š���•�š�•�� �(�}�Œ�� �š�Z���� �‰�Œ���•���v������ �}�(��
���v�Ÿ���}���]���•�� ���P���]�v�•�š�� �����s�U�� �d�'���s�� ���v���� �W�Z���s�U�� �������}�Œ���]�v�P�� �š�}�� �š�Z���� �u���v�µ�(�����š�µ�Œ���Œ�•�[�� �]�v�•�š�Œ�µ���Ÿ�}�v�•�X���/�����v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v�� �}�(��
���]�Œ���}�À�]�Œ�µ�•���•���Á���•�����o�•�}���‰���Œ�(�}�Œ�u���������Ç���š�Z�����Œ�����o�r�Ÿ�u�����W���Z���š���•�š�X 
As a result of the tests, 58 (19.33%) samples were found to contain antibodies to ADV. Only 1 sample was 
positive in the TGEV/PRCV ELISA. The presence of the circoviruses: PCV2 and PCV3 was confirmed in 96 
(32.00%) samples, with PCV2 being identified in 57 (19.00%) and PCV3 in 39 (13.00%) samples. The presence 
of PCV4 was not confirmed. Most ADV, PCV2 and PCV3 positive results were identified in the ASF serologically 
positive group.  
The results of the project confirm the circulation of ADV, PCV2 and PCV3 in the wild boar population in 
Poland, but do not confirm the presence of coronaviruses: TGEV and PRCV, or PCV4. These findings are of 
particular importance in connection with the implementation of the national program for the eradication 
and monitoring of AD in pigs, as well as compliance with the principles of biosecurity in pig farms. 
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�^�l�ð�õ�î���—�����š���Œ�u�]�v���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����•�‰�Œ���������}�(���]�u�‰�}�Œ�š���v�š���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•���]�v���š�Z�����Á�]�o�������}���Œ���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v���]�v���W�}�o���v���— 
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���(�Œ�]�����v�� �^�Á�]�v���� �&���À���Œ�� �]�v�� �/�š���o�Ç�W�� ���+�����Ÿ�À���v���•�•�� �}�(�����Œ�����]�����Ÿ�}�v�� �u�����•�µ�Œ���•�� �]�v�� �v���Á�o�Ç��
���+�����š�������Œ���P�]�}�v�•�����v�����]�v���^���Œ���]�v�]�����Œ���P�]�}�v�X 
 
�/�•�����Œ�}�������Œ�u���v�÷�Ž�U���Z�µ�}�����}���>�µ�]�P�]�ø�U�����}�v���}�����o���•�•���v���Œ�}�ù�U���^�����Œ���u�}�Ì�Ì�]�v�}���W���}�o���ð�U���Z�}�o���•�µ���^���v���Œ�}�ñ�U���W�������o�o�]���&�Œ���v�����•�����ø�U��
�&���o�]�Ì�]���v�]���&�Œ���v�����•���}�÷ 
 
�í���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o�����h�u���Œ�]���������D���Œ���Z�����d�}�P�}���Z�}�•���Ÿ�U���E���Ÿ�}�v���o���Z���(���Œ���v�������>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ�����(�Œ�]�����v���^�Á�]�v����
�&���À���Œ�����v�������o���•�•�]�����o���^�Á�]�v�����&���À���Œ�U���W���Œ�µ�P�]���U���/�š���o�Ç 
�î���E���Ÿ�}�v���o���D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(���,�����o�š�Z�U�����]�Œ���Ì�]�}�v�����'���v���Œ���o���������o�o�����^���v�]�š�������v�]�u���o�������������]���&���Œ�u�����]���s���š���Œ�]�v���Œ�]�U���h�8���]�} �/�/�/�U���Z�}�u���U���/�š���o�Ç 
�ï���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o���W�]���u�}�v�š���U���>�]�P�µ�Œ�]���������s���o�o�������[���}�•�š���U���d�}�Œ�]�v�}�U���/�š���o�Ç�� 
�ð���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o���>���Ì�]�}�����������o�o�����d�}�•�����v�����D�X�����o�����v���Œ�]�U���Z�}�u���U���/�š���o�Ç 
�ñ���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����^���Œ�����P�v�����'�X���W���P�Œ���8�U���^���•�•���Œ�]�U���/�š���o�Ç�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����X�]�•�����Œ�}�›�]�Ì�•�µ�u�X�]�š�� 
 
�d�Z���� ���µ�Œ�Œ���v�š�� �P���v�}�š�Ç�‰���� �/�/�� ���(�Œ�]�����v�� �^�Á�]�v���� �&���À���Œ�� �~���^�&�•�� ���‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�����o�� �Á���À���� �Œ�������Z������ �Á�]�o���� ���}���Œ���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�•�� �]�v��
�u���]�v�o���v�����/�š���o�Ç���]�v���î�ì�î�î�U���.�Œ�•�š�o�Ç���]�v���š�Z�����W�]���u�}�v�š���l�>�]�P�µ�Œ�]�����Œ���P�]�}�v�•�U���š�Z���v���]�v���š�Z�����>���Ÿ�µ�u���Œ���P�]�}�v�X���/�v���^���Œ���]�v�]�����Œ���P�]�}�v��
�P���v�}�š�Ç�‰�����/�����^�&�����v�����u�]�����]�v�À�}�o�À���������}�u���•�Ÿ�����‰�]�P�•�U���Á�]�o�������}���Œ�����v�����]�o�o���P���o���(�Œ�����r�Œ���v�P�����‰�]�P�•���•�]�v�������í�õ�ó�ô�X���K�µ�Œ�����]�u���]�•��
�š�}�������•���Œ�]�������š�Z�������+�����Ÿ�À���v���•�•���}�(���š�Z�������Œ�����]�����Ÿ�}�v���u�����•�µ�Œ���•�����‰�‰�o�]�������]�v���/�š���o�Ç�X 
�&�}�o�o�}�Á�]�v�P�����^�&���v�}�Ÿ�.�����Ÿ�}�v���]�v���u���]�v�o���v�����/�š���o�Ç�U�����u���Œ�P���v���Ç���u�����•�µ�Œ���•���Z���À�����������v�������Œ�Œ�]�������}�µ�š���]�u�u�����]���š���o�Ç�X���d�Z����
���Œ�����]�����Ÿ�}�v���‰�o���v���‰�Œ�}�À�]���������(�}�Œ�����o�}�•�]�v�P�����^�&�����}�Œ�������Œ���������v�����(�}�Œ�����•�š�����o�]�•�Z�]�v�P�������Á�Z�]�š�����Ì�}�v�������Œ�}�µ�v�����š�Z�����]�v�(�����š�������Ì�}�v����
�š�Z�Œ�}�µ�P�Z���Á�]�o�������}���Œ�������‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�V���]�v���š�Z�����u�}�µ�v�š���]�v�}�µ�•���š���Œ�Œ�]�š�}�Œ�Ç���}�(���W�]���u�}�v�š���l�>�]�P�µ�Œ�]���U���(���v���]�v�P���Á���•���Œ���‹�µ�]�Œ�����U��
�Á�Z���Œ�����•���]�v���š�Z�����µ�Œ�����v�����+�����š�������Ì�}�v�����]�v���>���Ÿ�µ�u�U���š�Œ���‰�‰�]�v�P���Á���•���š�Z�����µ�v�]�‹�µ�����•�µ�]�š�����o�����š�}�}�o�X���/�v���^���Œ���]�v�]�������v�������À���v��������
���Œ�����]�����Ÿ�}�v���‰�o���v���(�}���µ�•�������}�v���u�����•�µ�Œ���•���������o�]�v�P���Á�]�š�Z���]�v�À�}�o�À�������•�Á�]�v�����‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�•���•�]�v�������î�ì�í�ñ�V�����µ�o�o�]�v�P���}�(���]�o�o���P���o��
�(�Œ�������Œ���v�P�]�v�P���‰�]�P�•���Á���•���š�Z�����u�}�•�š���Œ���o���À���v�š�������Ÿ�À�]�š�Ç�X�� 
Application of the contingency plan allowed to front ASF emergency in mainland Italy, later measures to 
contain infected wild boar populations were implemented in different ways. In Piemonte/Liguria, local 
authorities gradually showed increasing reluctance to share ASF restriction measures. The lack of available 
resources affected the strengthening of surveillance activities and the timing of the early installation of 
fences: the strategy 'chased' the spread of infection and the route of fences had to be changed several times. 
In Latium, disease containment inside the highway surrounding the affected zone, wild boar depopulation 
activities, carcasses search, and removal have effectively prevented the further viral spread. In Sardinia, 
eradication efforts allowed a decrease in virus circulation. Moreover, the European Commission allowed an 
amendment of ASF risk level by reshaping the restricted zones recently. To date some seropositive cases 
have been detected only. 
�d�Z�������µ�Œ�Œ���v�š���•�]�š�µ���Ÿ�}�v���]�v���W�]�����u�}�v�š�l�>�]�P�µ�Œ�]�����]�•���š�Z�����u�}�•�š���Á�}�Œ�Œ�Ç�]�v�P�U���•�]�v�������š�Z�����Œ���•�š�Œ�]���Ÿ�}�v���Ì�}�v���•���Z���À�����u�}�Œ�����š�Z���v��
���}�µ���o���������L���Œ���}�v�����Ç�����Œ�U���Á�]�š�Z���š�Z�����Œ�]�•�l���}�(���(�µ�Œ�š�Z���Œ�����Æ�‰���v�•�]�}�v�X���/�v���>���Ÿ�µ�u�U���v�}���v���Á�������•���•���Z���À�����������v���Œ�����}�Œ���������•�]�v������
�^���‰�š���u�����Œ�����v�����š�Z�����Œ���‰�Œ���•���v�š���Ÿ�À���v���•�•���}�(���‰���•�•�]�À�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������Œ���•�µ�o�š�•�������u�}�v�•�š�Œ���š���•���š�Z�������+�����Ÿ�À���v���•�•���}�(���š�Z����
���]�•�����•�������}�v�š�Œ�}�o���}�v���š�Z�����š���Œ�Œ�]�š�}�Œ�Ç�X���/�v���^���Œ���]�v�]���U���š�Z�����o���š���•�š�����+�}�Œ�š�•�����Œ���������]�v�P�����]�Œ�����š�������š�}�Á���Œ���•�������Z�]���À�]�v�P�������.�v�]�Ÿ�À����
���^�&�r�(�Œ�������•�š���š�µ�•�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����(�Œ�]�����v���^�Á�]�v�����&���À���Œ�U���^�µ�Œ�À���]�o�o���v�����U�����Œ�����]�����Ÿ�}�v 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�������}�Œ�������l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���Z�����/�•�^���s�����í�ì�l�î�í 
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�W�ð�ï�X���Z�]�•�l�����•�•���•�•�u���v�š���}�(���(�}�}�š�r���v���r�u�}�µ�š�Z�����]�•�����•�������v�������]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç���u�����•�µ�Œ���•���}�v������
�����©�o�����(���Œ�u���]�v���^���Œ���]��  
  
�����i���v�����µ�P���Œ�•�l�]�í�Ž�U���:���•�v�����W�Œ�}�����v�}�À�r�Z�����µ�o�}�À�]���í�U���^�o���À�}�o�i�µ�����^�š���v�}�i���À�]���î�U���^�o���À�������,�Œ�]�•�š�}�À�ï�U���<���š���Œ�]�v�����E���v�����}�À�]���ð�U��
�^�]�v�]�“�����'�Œ�µ�������í�U���:�}�À���v�����}�i�l�}�À�•�l�]�ð�U���D�]�o���v���E�]�v�l�}�À�]���ñ  
  
�í���^���]���v�Ÿ�.�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]��  
�î�����]�Œ�����š�}�Œ���š�����}�(���E���Ÿ�}�v���o���Z���(���Œ���v�������>�����}�Œ���š�}�Œ�]���•�U���•���u�µ�v�U���^���Œ���]����  
�ï���&�����µ�o�š�Ç���}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���U���•���u�µ�v�U���^���Œ���]����  
�ð���&�����µ�o�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U�������o�P�Œ�������U���^���Œ���]��  
�ñ���^���]���v�Ÿ�.�����/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�����}�(���^���Œ���]���U�������o�P�Œ�������U���^���Œ���]��  

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����v�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�������i���v�›�v�]�À�X�v�•�X�����X�Œ�•�� 
 
�W���Œ�]�}���]�����}�µ�š���Œ�����l�•���}�(���(�}�}�š�r���v���r�u�}�µ�š�Z�����]�•�����•�����~�&�D���•���]�v���š�Z�������}�µ�v�š�Œ�]���•���}�(���š�Z�����D�]�����o���������•�š�����v�������(�Œ�]�������‰�}�•��������
�•���Œ�]�}�µ�•���š�Z�Œ�����š���š�}�����µ�Œ�}�‰�����v�����}�µ�v�š�Œ�]���•�U�����•�‰�����]���o�o�Ç���š�Z�������}�µ�v�š�Œ�]���•���}�(���š�Z�����D�����]�š���Œ�Œ���v�����v�����v�����š�Z���������o�l���v���W���v�]�v�•�µ�o���X��
���µ�����š�}���]�v�•�µ�8���]���v�š�������À���o�}�‰�u���v�š���}�(���À���š���Œ�]�v���Œ�Ç���•���Œ�À�]�����•�U�����]���P�v�}�•�Ÿ���������‰�����]�Ÿ���•�U�����v�����•�}���]�}�����}�v�}�u�]�������v�����‰�}�o�]�Ÿ�����o��
�Œ�����•�}�v�•�U���š�Z�������]�•�����•�����]�•�����v�����u�]���X���^���Œ���]�����]�•���}�v�������š�Œ���v�•�]�š���Œ�}�µ�š���������š�Á�����v���š�Z�����D�]�����o���������•�š�����v���������v�š�Œ���o�����µ�Œ�}�‰�������v����
�]�•�����š���Œ�]�•�l���}�(���]�v�š�Œ�}���µ���]�v�P���&�D�����Á�Z�]���Z���]�•�����}�v�•�]�����Œ�������š�Z�����u�}�•�š�������À���•�š���Ÿ�v�P�����]�•�����•�����]�v�������©�o�����‰�Œ�}���µ���Ÿ�}�v�X�����Æ�‰���Œ�]���v������
�Á�]�š�Z�����(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���}�µ�š���Œ�����l���]�v���^���Œ���]�����Z���•���•�Z�}�Á�v���š�Z���š�����P���v�š�[�•���š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���š�Z�Œ�}�µ�P�Z���u���v���]�•���À���Œ�Ç���o�]�l���o�Ç�U��
�š�Z���š�����Á���Œ���v���•�•���Œ���]�•�]�v�P�������}�µ�š�����]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç���u�����•�µ�Œ���•�����š���u���v�Ç���•�š�}���l���Œ���������Œ�•���]�•�������•�o�}�Á���‰�Œ�}�����•�•�U�����v�����š�Z���š�����À���v��
���‰�‰���Œ���v�š�o�Ç���P�}�}�������]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç���u�����•�µ�Œ���•���}�v���(���Œ�u�•���Z���À�����P���‰�•���š�Z���š�����o�o�}�Á�����P���v�š�•�����Œ�����l�š�Z�Œ�}�µ�P�Z���]�v���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�X�����•��
�(�}�Œ���&�D���U���š�Z�������µ�Œ�Œ���v�š�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�����o���•�]�š�µ���Ÿ�}�v���]�v���š�Z���������©�o�����‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v���]�v���^���Œ���]�����]�•���•�š�����o���U���š�Z�����u�}�•�š�����}�u�u�}�v��
���]�•�����•���•�� �����š�����š������ �}�v�� �(���Œ�u�•�� ���Œ���� ���s���s�U�� ���Z�^�s�� ���v���� �D�Ç���}�‰�o���•�u���� ���}�À�]�•�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�•�U�� ���v���� �•�‰�}�Œ�����]���� �����•���•�� �}�(��
�‰���Œ���š�µ�����Œ���µ�o�}�•�]�•�X���/�v���•�µ���Z�����]�Œ���µ�u�•�š���v�����•�U�����©���v�Ÿ�}�v���š�}�����]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç���u�����•�µ�Œ���•�����u�}�v�P���(���Œ�u���Œ�•�����v�����À���š���Œ�]�v���Œ�]���v�•��
�]�•���������o�]�v�]�v�P�X���d�Z���š���(�����š���u���l���•���(���Œ�u�•���À�µ�o�v���Œ�����o�����š�}���]�v�š�Œ�}���µ���]�v�P���v���Á���]�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����P���v�š�•���•�µ���Z�����•���&�D���X���d�Z�����u���]�v��
�Œ�]�•�l���(�����š�}�Œ�•���(�}�Œ���‰�}�•�•�]���o�����&�D�����}�µ�š���Œ�����l�•���}�v���(���Œ�u�•�����Œ�����š�Z�����‰�Œ�}�Æ�]�u�]�š�Ç���}�(���]�v�š���Œ�v���Ÿ�}�v���o���Z�]�P�Z�Á���Ç�•���š�Z���š�����}�v�v�����š���š�Z����
�D�]�����o���������•�š�����v���������v�š�Œ���o�����µ�Œ�}�‰�����]�v���š�Z�����v�}�Œ�š�Z���Œ�v���‰���Œ�š���}�(���^���Œ���]���X���d�Z�����o�}�Á�o���v�����P���}�P�Œ���‰�Z�]�����o�����Œ�����U���}�������•�]�}�v���o�o�Ç��
�Á�]�v���Ç�U�����o�o�}�Á�•���š�Z�����&�D�����À�]�Œ�µ�•���š�}���•�‰�Œ�������������•�]�o�Ç�X���D���v�Ç���(���Œ�u���Œ�•�����}���v�}�š�����}�}�‰���Œ���š�����Á�]�š�Z���o�}�����o���À���š���Œ�]�v���Œ�]���v�•�U���Œ���š�Z���Œ��
�š�Z���Ç���‰�Œ���(���Œ���š�}���µ�•�����š�Z�����•���Œ�À�]�����•���}�(���•�‰�����]���o�]�•�š�•���Á�Z�}���À�]�•�]�š���u���v�Ç���(���Œ�u�•���}�À���Œ���o�}�v�P�����]�•�š���v�����•�X�����]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç���u�����•�µ�Œ���•��
�}�v���(���Œ�u�•�����Œ�������š�������À���Œ�Ç���o�}�Á���o���À���o���}�Œ���v�}�v�r���Æ�]�•�š���v�š�U���Á�Z�]�o���������]�Œ�Ç���š�Œ�µ���l�•�������]�o�Ç�����v�š���Œ�]�v�P���]�v�š�}���(���Œ�u�•�X���d�Z�����P���}�‰�}�o�]�Ÿ�����o��
�u�]�P�Œ���v�š�����Œ�]�•�]�•�����v�����š�Z�����]�o�o���P���o���š�Œ���8�����}�(���u�]�P�Œ���v�š�•�������Œ�}�•�•���•�š���š�������}�Œ�����Œ�•�����o�•�}���‰�}�•���������Œ�]�•�l���}�(���š�Z�����]�v�š�Œ�}���µ���Ÿ�}�v���}�(���š�Z����
�&�D�����À�]�Œ�µ�•���]�v�š�}���š�Z�������}�µ�v�š�Œ�Ç�X���d���l�]�v�P���]�v�š�}���������}�µ�v�š���š�Z�����u���v�Ÿ�}�v�������Œ�]�•�l���(�����š�}�Œ�•�U�����•���Á���o�o�����•���š�Z�������]�Œ���µ�u�•�š���v�������}�(���š�Z����
���}�v�•�š���v�š�� �š�Z�Œ�����š�� �}�(�� �š�Z���� ���v�����u�]���� �‰�Œ���•���v������ �}�(�� �&�D���� �À�]�Œ�µ�•�� �]�v�� �š�Z���� �D�]�����o���� �����•�š�U�� �]�š�� �]�•�� �v�������•�•���Œ�Ç�� �š�}�� ���}�v�•�š���v�š�o�Ç��
�u���]�v�š���]�v���Œ�������]�v���•�•�����v�����À�]�P�]�o���v�����X�����o�š�Z�}�µ�P�Z���š�Z�������µ�Œ�Œ���v�š�����‰�]�����u�]�}�o�}�P�]�����o���•�]�š�µ���Ÿ�}�v���]�•���(���À�}�µ�Œ�����o�����š�Z���Œ�����]�•�������v��������
�(�}�Œ�� �•�]�P�v�]�.�����v�š�� �]�u�‰�Œ�}�À���u���v�š�� �}�(�� ���]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç�� �u�����•�µ�Œ���•�� �}�v�� �����©�o���� �(���Œ�u�•�U�� ���•�� �Á���o�o�� ���•�� ���Á���Œ���v���•�•�� �����u�‰���]�P�v�•�� ���v����
�•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������u�����•�µ�Œ���•�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���Œ�]�•�l�����•�•���•�•�u���v�š�U�������©�o�����(���Œ�u�U���&�D���U�����]�}�•�����µ�Œ�]�š�Ç  
 
�&�µ�v���]�v�P�� �•�}�µ�Œ�����W���d�Z�]�•�� �Á�}�Œ�l�� �Á���•�� �(�µ�v�������� ���Ç�� �š�Z���� �D�]�v�]�•�š�Œ�Ç�� �}�(�� �^���]���v�����U�� �d�����Z�v�}�o�}�P�]�����o�� �����À���o�}�‰�u���v�š�� ���v���� �/�v�v�}�À���Ÿ�}�v�� �}�(��
�Z���‰�µ���o�]�����}�(���^���Œ���]�������Ç���š�Z�������}�v�š�Œ�����š���}�(���]�u�‰�o���u���v�š���Ÿ�}�v�����v�����(�µ�v���]�v�P���}�(���Œ���•�����Œ���Z���Á�}�Œ�l���}�(���E�/�s�r�E�^���]�v���î�ì�î�ï�U�����}�v�š�Œ�����š���E�}�W��
�ð�ñ�í�r�ì�ï�r�ð�ó�l�î�ì�î�ï�r�ì�í�l�î�ì�ì�ì�ï�í�X 
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�W�ð�ð�X���d�Z�]�Œ�š�����v�r�Ç�����Œ���Œ���À�]���Á���}�(�����Œ�µ�����o�o�}�•�]�•���}�(�������©�o�������v�����•�Z�����‰���]�v���š�Z�����Z���‰�µ���o�]�����}�(��
�^�Œ�‰�•�l�� 
 
�E�}�À���o�]�v�����D�]�š�Œ�}�À�]���í�Ž�U���d���}���}�Œ���D���Œ�l�}�À�]���í�U�����}�Œ�]�“�����/�À���v�]���í�U���s���o���u�]�Œ���<�����]�Œ�]���í�U���^�o�}���}�����v�l�����W���v�]���í�� 
 
�í���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç�����}�}���d���}�o�����U�����]�i���o�i�]�v�����U�����}�•�v�]�������v�����,���Œ�Ì���P�}�À�]�v�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����v�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v�����v���������µ�š�Z�}�Œ�W���À�Ì�š���}�o�����›�P�u���]�o�X���}�u 

 

���Œ�µ�����o�o�}�•�]�•�� �]�•�� �}�v���� �}�(�� �š�Z���� �u�}�•�š�� ���}�u�u�}�v�� �v���š�µ�Œ���o�� �(�}���]�� �}�(�� �Ì�}�}�v�}�š�]���� �]�v�(�����š�]�}�v�•�X�� �/�š�� �•�]�P�v�]�(�]�����v�š�o�Ç�� ���v�����v�P���Œ�•�� �Z�µ�u���v��
�Z�����o�š�Z�� ���v���� �����µ�•���•�� �P�Œ�����š�� �����}�v�}�u�]���� �����u���P���� �š�}�� �o�]�À���•�š�}���l�� �‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�X�� �d�Z���� �����µ�•���� �]�•�� �������š���Œ�]���� �(�Œ�}�u�� �š�Z���� �P���v�µ�•��
���Œ�µ�����o�o���X���d�Z���� �•�‰�����]���•�����X�� �u���o�]�š���v�•�]�•�U�� ���X�� �����}�Œ�š�µ�•�����v���� ���X�� �•�µ�]�•���]�}�À���Œ�� �~���À�X�•�� �í�� ���v���� �ï�� �Z���À���� �š�Z���� �P�Œ�����š���•�š�� �Ì�}�}�v�}�š�]����
�•�]�P�v�]�(�]�����v�����X�����Œ�µ�����o�o�}�•�]�•���]�•���‰�Œ�]�u���Œ�]�o�Ç���������]�•�����•�����}�(�����}�u���•�š�]�������v�]�u���o�•�U�����µ�š���]�š�����o�•�}���Z���•���Ì�}�}�v�}�š�]�������Z���Œ�����š���Œ���Á�]�š�Z���‰���}�‰�o����
�Á�]�š�Z�� �����µ�š���� ���v���� ���Z�Œ�}�v�]���� ���}�µ�Œ�•���•�X�� ���š�� �š�Z���� �����P�]�v�v�]�v�P�� �}�(�� �š�Z���� �í�õ�õ�ì�•�U�� ���Œ�µ�����o�o�}�•�]�•�� �}�(�� ���v�]�u���o�•�� ���v���� �Z�µ�u���v�•�� �Á���•��
���]���P�v�}�•������ �]�v�� ���}�•�v�]���� ���v���� �,���Œ�Ì���P�}�À�]�v���� ���š�� �š�Z���� �D���v�i�������� �Œ���P�]�}�v�� �~�(���Œ�u�� �}�(�� �š�Z���� �D�]�o�]�š���Œ�Ç�� �/�v�•�š�]�š�µ�š�]�}�v�•�X�� ���(�š���Œ�� �î�ì�ì�í�U��
���Œ�µ�����o�o�}�•�]�•�����������u�����u�}�Œ�����‰�Œ���À���o���v�š���]�v�����}�š�Z���•�Z�����‰�����v�����Z�µ�u���v�•�X 
�/�v�� �š�Z���� �Z���‰�µ���o�]���� �}�(�� �^�Œ�‰�•�l���U�� �]�v���������}�Œ�����v������ �Á�]�š�Z�� �š�Z���� �Œ���P�µ�o���š�]�}�v�•�U�� �—�u���v�����š�}�Œ�Ç�� �Œ���‰�}�Œ�š�]�v�P�� ���v���� �Œ���‰�}�Œ�š�]�v�P�� �}�v�� �š�Z����
�}�����µ�Œ�Œ���v�������}�(�� �]�v�(�����š�]�}�µ�•�� ���]�•�����•���•�—�� �]�•�� �‰���Œ�(�}�Œ�u�����U�� �}�v�� �š�Z���� �����•�]�•�� �}�(�� �Á�Z�]���Z�� ���� �À���š���Œ�]�v���Œ�Ç�r���‰�]�Ì�}�}�š�]���� ���v���o�Ç�•�]�•�� �]�•��
�‰���Œ�(�}�Œ�u�����U���Á�Z�]���Z���]�v���o�µ�����•���‰�o���v�v�]�v�P���u�����•�µ�Œ���•�����v���������š�]�À�]�š�]���•���]�v���š�Z�����(�}�o�o�}�Á�]�v�P���‰���Œ�]�}���X���d�Z�����u�}�v�š�Z�o�Ç���Œ���‰�}�Œ�š���}�(���š�Z����
�D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ�����}�(���š�Z�����Z�^���r�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���^���Œ�À�]�������}�v���š�Z�����}�����µ�Œ�Œ���v�������}�(���]�v�(�����š�]�}�µ�•�����]�•�����•���•��
�~���µ�o�o���š�]�v�•�� �Á���•�� �µ�•������ ���•�� ���� �•�}�µ�Œ������ �}�(�� �����š���X�� ���µ�Œ�]�v�P�� �î�ì�ì�õ�U�� �u���•�•�� �À�������]�v���š�]�}�v�� �}�(�� ���o�o�� �•�Z�����‰�� ���v���� �P�}���š�•�� �š�Z���š�� ���Œ���� �v�}�š��
�‰�Œ���P�v���v�š�� ���v���� �Ç�}�µ�v�P�� ���v�]�u���o�•�� �}�o�����Œ�� �š�Z���v�� �š�Z�Œ������ �u�}�v�š�Z�•�� �����P���v�U�� �Á�]�š�Z�� �š�Z���� �Z���À�r�í�� �À�������]�v���U�� �Á�Z�]���Z�� �]�•�� ���‰�‰�o�]������
���}�v�i�µ�v���š�]�À���o�Ç�X���&�Œ�}�u���î�ì�í�ì�r�î�ì�î�î���~�š�����o�����í�•�U�����Œ�µ�����o�o�}�•�]�•���Á���•�����}�v�•�š���v�š�o�Ç���‰�Œ���•���v�š���]�v�������š�š�o�������v�����•�Z�����‰�X���d�Z�����Z�]�P�Z���•�š��
�v�µ�u�����Œ���}�(�������•���•���}�(���•�Z�����‰�����Œ�µ�����o�o�}�•�]�•���Á���•���Œ�����}�Œ���������]�v���î�ì�í�ñ���]�v���í�ð���(�}���]���Á�]�š�Z���ï�õ�ô���]�v�(�����š�������•�Z�����‰�����v�����š�Z�����o�}�Á���•�š��
�v�µ�u�����Œ���]�v���î�ì�í�ï���]�v���ï���(�}���]���Á�]�š�Z���ï���]�v�(�����š�������•�Z�����‰�X���K���•���Œ�À�������]�v���š�Z�����•���u�����‰���Œ�]�}���U���š�Z�����Z�]�P�Z���•�š���v�µ�u�����Œ���}�(���]�v�(�����š������
�����š�š�o�����(�Œ�}�u�����Œ�µ�����o�o�}�•�]�•���Á���•���Œ�����}�Œ���������]�v���î�ì�í�ò���Á�]�š�Z���ð�ô���]�v�(�����š�����������š�š�o�����]�v���ï�î���(�}���]�U�����v�����š�Z�����o�}�Á���•�š���v�µ�u�����Œ���]�v���î�ì�í�ï��
�Á�]�š�Z���í���]�v�(�����š���������v�����í���(�}���µ�•�X�����}�v�š�Œ�}�o�����v�������Œ�����]�����š�]�}�v���}�(���•�Z�����‰�����v�����P�}���š�����Œ�µ�����o�o�}�•�]�•���]�u�‰�o�]���•�����}�v�•�]�•�š���v�š�����}�v�š�Œ�}�o���}�(��
�š�Z�����u�}�À���u���v�š���}�(�����v�]�u���o�•�����v�������}�u�‰�o���š�������}�v�š�Œ�}�o���}�À���Œ���š�Z�����v�}�u�����]�����Á���Ç���}�(�����v�]�u���o���Z�µ�•�����v���Œ�Ç���~�Á�Z�]���Z���]�•���}�š�Z���Œ�Á�]�•����
�‰�Œ�}�Z�]���]�š�������—�}�v�o�Ç���}�v���‰���‰���Œ�—�•�X�������•�������}�v���š�Z���•���������š���U���]�š���]�•�����À�]�����v�š���š�Z���š�����Œ�µ�����o�o�}�•�]�•���]�v�������š�š�o�������v�����•�Z�����‰���]�•���•�š�]�o�o���‰�Œ���•���v�š��
���v���� �š�Z���š�� �]�v�� �š�Z���� �(�}�o�o�}�Á�]�v�P�� �‰���Œ�]�}���� �š�Z���� ���µ�š�Z�}�Œ�]�š�]���•�� �u�µ�•�š�� �š���l���� �š�Z�]�•�� �‰�Œ�}���o���u�� �u�}�•�š�� �•���Œ�]�}�µ�•�o�Ç�U�� ���v���o�Ç�•���� �‰���•�š��
�•�Z�}�Œ�š���}�u�]�v�P�•�����v�����(�]�v�����š�Z���������•�š���•�}�o�µ�š�]�}�v���(�}�Œ���(�µ�š�µ�Œ�����‰�Œ�}�P�Œ���u�•�U���Á�]�š�Z���u���v�����š�}�Œ�Ç�����}�v�•�µ�o�š���š�]�}�v���Á�]�š�Z���š�Z�����‰�Œ�}�(���•�•�]�}�v�J 

�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����Œ�µ�����o�o�}�•�]�•�U�����‰�]�Ì�}�}�Ÿ�����•�]�š�µ���Ÿ�}�v�U�����]�•�����•�� 
�Ã�����o���X�í 

Total per year 
Year       Total foci  Cases of sheep Cases of cattle 
2010 30 32 20 
2011 21 108 14 
2012 15 42 10 
2013 7 32 1 
2014 7 97 2 
2015 20 398 6 
2016 39 105 48 
2017 29 152 22 
2018 42 138 23 
2019 20 67 15 
2020 10 3 10 
2021 8 18 4 
2022 9 54 6 
Total 257 1198 229 
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�/�v�À�]�š�������o�����š�µ�Œ�� 
 

���}�u�‰���v�]�}�v�����v�]�u���o�•�����•���^���v�Ÿ�v���o�•���(�}�Œ���s�]�Œ���o���•�}�}�v�}�•���•���]�v���h�Œ�����v�����Œ�����• 
 
�>�i�µ���}�������Œ���]���í�Ž�U���:�}�•�]�‰���D�����]���í�U���/�À�}�v�������}�Œ�]���í�U���d���š�i���v�����s�]�o�]���]���r�����À�o���l�î�U���s�o�����]�u�]�Œ���^�š���À���v�}�À�]���í 
 
�í���&�����µ�o�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v�����h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���•���P�Œ�����U���•���P�Œ�����U�����Œ�}���Ÿ�� 
�î�����Œ�}���Ÿ���v���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���W�µ���o�]�����,�����o�š�Z�U�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�U���•���P�Œ�����U�����Œ�}���Ÿ�� 

�Ž���/�v�À�]�š�������o�����š�µ�Œ���Œ�����v�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���o�i�����Œ���]���›�À���(�X�Z�Œ�� 
 
In recent decades, the emergence and re-emergence of viral zoonoses, including COVID-19, has become a 
major global threat. This growing public health challenge needs intensive studies of zoonotic pathogens in 
animals, in line with the One Health approach.  
Various surveillance systems are implemented in order to obtain information for public health sectors. Active 
surveillance, by testing of sick or dead wild and domestic animals, is successfully used for emerging zoonotic 
viral pathogens like West Nile virus (WNV), Usutu virus (USUV), tick-borne encephalitis virus (TBEV), or 
hepatitis E virus (HEV). A major limitation of active surveillance is that some emerging viral zoonoses are 
often asymptomatic in animals. Furthermore, the reporting of clinical symptoms in animals depends on the 
�}�Á�v���Œ�[�• public awareness of zoonoses, which could compromise surveillance results. Also, the location and 
time of sampling are random and unmanageable. 
In contrast, passive surveillance, using domestic animals as sentinels, has the advantage of controlled 
sampling in specific geographic areas at an optimal time. In addition, the limited and controlled movement 
of domestic animals and the availability of samples increase the value of this type of surveillance. A good 
example is the active surveillance of the WNV using horses and poultry as sentinel animals. Despite all the 
advantages, a surveillance system using livestock, horses or poultry as sentinels has limitations due to the 
limited number of these animals in urban areas.  
Nowadays, the number of households owning pets increased significantly. Pets are part of everyday family 
lives sharing the same space and environment. In line with this, pet animals could serve as an optimal sentinel 
species in urban areas.  
Our research group has investigated the possibility of using pets as sentinel animals in active surveillance for 
different viral zoonoses. Recent results show that testing pet animals could be a valuable surveillance system 
for the presence and activity of viral zoonotic pathogens such as the human influenza virus and emerging 
zoonotic pathogens such as WNV, TBEV, USUV and HEV. The correlation between infection in pets and 
humans is also clearly confirmed during the COVID-19 pandemic. Even more, surveillance of the pet animal 
population was a valuable source of public health data showing the presence of neglected viral zoonosis like 
Tahyna orthobunyavirus in the capital of Croatia. 
It is clear that the emergence of viral zoonoses will continue to occur, which requires introducing new and 
adjustment of existing surveillance systems. The trend of urbanization and a growing number of pets is giving 
us new surveillance tools for the protection of human health in accordance with the One Health approach. 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���À�]�Œ���o���Ì�}�}�v�}�•�]�•�U���•�µ�Œ�À���]�o�o���v�����U���‰���š�•�U���K�v�����,�����o�š�Z 
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���µ�š�}�u���š������ �Œ���u�}�š���� �Œ�����o�r�Ÿ�u���� �u�}�•�‹�µ�]�š�}�� �•�µ�Œ�À���]�o�o���v������ ���Ç�� �š�Z���� �u�����v�•�� �}�(�� ���v��
�]�v�š���o�o�]�P���v�š���•���v�•�}�Œ���š�Œ���]�v�������Á�]�š�Z���u�����Z�]�v�����o�����Œ�v�]�v�P 
 
�D���Œ�_���� �/�X�� �'�}�v�Ì���o���Ì�r�W���Œ���Ì�í�U�î�Ž�U�� �����•�Ÿ���v�� �&���µ�o�Z�������Œ�ï�U�� �����Œ�o���•�� ���Œ���v�����í�U�î�U�ð�U�� �D���Œ�l���t�]�o�o�]���u�•�ï�U�� �W���v���Œ������ �s�]�o�o���o�}�v�P���ï�U��

�D���v�µ���o���^�]�o�À���ñ�U���,�µ�P�}���K�•�•�Œ�]�}�ñ�U���:�}���}�����v�����Œ�v�������}�ï�U���E�·�Œ�]�������µ�•�‹�µ���š�•�í�U�î�Ž�U���^���v���Œ�����d���o���À���Œ���í�U�î�Ž 

 

�í���h�v�]�š���š���u�]�Æ�š�������[�/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•���/�Z�d���r�h���������v���^���v�]�š���š�����v�]�u���o�X�������v�š�Œ�����������Z�������Œ���������v���^���v�]�š���š�����v�]�u���o���~���Z���^���•�X�������u�‰�µ�•���������o����
�h�v�]�À���Œ�•�]�š���š�����µ�š�~�v�}�u���������������Œ�����o�}�v�����~�h�����•�U�������o�o���š���Œ�Œ���U���ì�ô�í�õ�ï�U�������š���o�}�v�]���X���^�‰���]�v�X 
�î���/�Z�d���X���W�Œ�}�P�Œ���u�����������^���v�]�š���š�����v�]�u���o�X�������v�š�Œ�����������Z�������Œ���������v���^���v�]�š���š�����v�]�u���o���~���Z���^���•�X�������u�‰�µ�•���������o�����h�v�]�À���Œ�•�]�š���š��
���µ�š�~�v�}�u���������������Œ�����o�}�v�����~�h�����•�U�������o�o���š���Œ�Œ���U���ì�ô�í�õ�ï�U�������š���o�}�v�]���X���^�‰���]�v�X 
�ï���/�Œ�]�����}�v���^�X�>�X�U�������Œ�����o�}�v���U���^�‰���]�v�X 
�ð���^���Œ�À���]�����������}�v�š�Œ�}�o���������D�}�•�‹�µ�]�š�•�������o�����}�v�•���o�o�����}�u���Œ�����o�������o�������]�Æ���>�o�}���Œ���P���š�U�������Œ�����o�}�v���U���^�‰���]�v�X 
�ñ�������v�š�Œ�����(�}�Œ���s�����š�}�Œ�•�����v�����/�v�(�����Ÿ�}�µ�•�����]�•�����•���•���Z���•�����Œ���Z�l�E���Ÿ�}�v���o���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���,�����o�š�Z�����}�µ�š�}�Œ���Z�]�����Œ���}���:�}�Œ�P���U�����P�µ���•��������
�D�}�µ�Œ���U���W�}�Œ�š�µ�P���o�X 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u���Œ�]���]�•�������o�X�P�}�v�Ì���o���Ì�›�]�Œ�š���X�����š�� 
 

Mosquitoes (Diptera, Culicidae) are vectors of important pathogens than cause neglected diseases such as 
malaria, dengue, West Nile Virus, Zika, Yellow Fever or Chikungunya, among others, leading to hundreds of 
thousands of deaths every year.  Vector surveillance is on the focus of Public Health programs to prevent and 
manage potential outbreaks of these diseases. Traditional surveillance methods can be very time consuming, 
require expert entomologists to analyse the samples and may not adequately reflect the temporal dynamics 
of mosquito populations. New methods based on remote sensing and artificial intelligence that allow 
automated real-time characterization of mosquito populations have the opportunity of truly improve this 
field. A new machine learning model has been developed for mosquito genus and sex classification based on 
the analysis of thousands of Aedes and Culex mosquito flight recordings obtained with a pseudo-acoustic 
sensor coupled to a standard mosquito suction trap in the laboratory for different temperature regimes. This 
system was implemented for two consecutive summers in two different localities of the province of 
Barcelona (Spain) covering the period of mosquito activity in the area and a variety of environmental 
conditions. The sensor + trap system was installed for periods of 24-72 hours in the field and the results 
obtained from the manual inspection of the catch bags inside the traps were compared with the results 
predicted by the system with two classification purposes: mosquito identification and genus and sex 
classification. The model was able to distinguish Aedes and Culex mosquitoes from other insects that entered 
the trap with 95.3% of accuracy; and to classify these mosquitoes by genus and sex with 92.6% of accuracy. 
In both cases, the predicted and the observed values showed a significant strong positive correlation. The 
accuracy of the predictions was not correlated neither with the proportion of mosquitoes over other insects 
in the samples nor with the hours of sampling. The system presented here has both predictive power to 
monitor tendencies of Aedes and Culex mosquito populations and it is accurate to predict the actual number 
of these mosquitoes that enter a trap in real-time. It is easy to be incorporated into the routine of vector 
surveillance since it works attached to a conventional mosquito trap, it can be working remotely for several 
days without the need of constantly revising the trap, it can be implemented in a variety of temperature 
environments, and it generates real-time data with high accuracy. The combination of artificial intelligence 
and the Internet of Things introduces a step-forward in the field of vector surveillance by offering a potential 
scalability that has not been achieved until now.  

Keywords: Mosquitoes, Vector surveillance, Remote sensing, Machine learning, Artificial Intelligence 

�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W�� �s�����d�Z�����<���‰�Œ�}�i�����š�U�����µ�Œ�}�‰�����v���h�v�]�}�v�[�•���,�}�Œ�]�Ì�}�v���î�ì�î�ì���Œ���•�����Œ���Z�����v�����]�v�v�}�À���Ÿ�}�v���‰�Œ�}�P�Œ���u�u�����µ�v�����Œ���P�Œ���v�š��
���P�Œ�����u���v�š���v�}�X���ô�ñ�ï�ó�ñ�ô 
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�d�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���}�(���t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•�����Ç�����µ�o���Æ���‰�]�‰�]���v�•���/�v�(�����š�������Á�]�š�Z�����µ�o���Æ���&�o���À�]�À�]�Œ�µ�•�� 
 
���µ�Œ�P���•�r�W���µ�����o�����Œ�š�í�U�î�Ž�U���s���Œ���·�v���D���Œ�š���í�U�î�U���Z�]�À���•���Z���‹�µ���o�í�U�î�U���W�µ�i�}�o���E�·�Œ�]���í�U�î�U���'���Œ�����o�����:���µ�u���í�U�î�U���d���o���À���Œ�����^���v���Œ���í�U�î�U��
���µ�•�‹�µ���š�•���E�·�Œ�]���í�U�î 
 
���í���h�v�]�š���š���u�]�Æ�š�������[�/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•���/�Z�d���r�h���������v���^���v�]�š���š�����v�]�u���o�X�������v�š�Œ�����������Z�������Œ���������v���^���v�]�š���š�����v�]�u���o���~���Z���^���•�X�������u�‰�µ�•���������o����
�h�v�]�À���Œ�•�]�š���š�� ���µ�š�~�v�}�u���������� �����Œ�����o�}�v���� �~�h�����•�U�� �����o�o���š���Œ�Œ���U�� �ì�ô�í�õ�ï�U�� �����š���o�}�v�]���X�� �^�‰���]�v�V���î���/�Z�d���X�� �W�Œ�}�P�Œ���u���� ������ �^���v�]�š���š�� ���v�]�u���o�X��
�����v�š�Œ���� ������ �Z�������Œ������ ���v�� �^���v�]�š���š�� ���v�]�u���o�� �~���Z���^���•�X�� �����u�‰�µ�•�� ������ �o���� �h�v�]�À���Œ�•�]�š���š�� ���µ�š�~�v�}�u���� ������ �����Œ�����o�}�v���� �~�h�����•�U�� �����o�o���š���Œ�Œ���U��
�ì�ô�í�õ�ï�U�������š���o�}�v�]���X���^�‰���]�v�X 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�X�����o�����Œ�š�X���µ�Œ�P���•�›�]�Œ�š���X�����š�� 
 
West Nile virus (WNV) is a mosquito-borne flavivirus that is kept in an enzootic cycle mainly between birds 
and mosquitoes. Occasionally, it affects mammals including humans and equines causing encephalopathies. 
On the other hand, Culex flavivirus (CxFV) is an insect-specific virus within the Flavivirus genus globally 
distributed among Culex populations. Some studies point to an interaction between both viruses. Here, we 
assess the ability of a Spanish CxFV to alter vector competence of Culex pipiens mosquitoes for WNV. We 
seek for an effective control tool for WNV, which could be used in the future.  
�ï�r�š�}�r�ñ�������Ç�•���}�o�������Æ�X���‰�]�‰�]���v�•���(���u���o���•���Á���Œ�����]�v�}���µ�o���š�������]�v�š�Œ���š�Z�}�Œ�����]�����o�o�Ç���Á�]�š�Z���^�‰���v�]�•�Z�����Æ�&�s�X�����L���Œ�������Á�����l�U�����Æ�&�s��
�‰�}�•�]�Ÿ�À�������v�������Æ�&�s���v���P���Ÿ�À�����(���u���o���•���Á���Œ�����(�������Á�]�š�Z�����o�}�}�������}�‰�������Á�]�š�Z���t�E�s�X���^���À���v�����v�����í�ð�������Ç�•���‰�}�•�š�r���Æ�‰�}�•�µ�Œ����
�(���u���o���•���Á���Œ�����•�����Œ�]�.�����������v�����Z�������U�����}���Ç�����v�����•���o�]�À�����Á���Œ�������Æ�š�Œ�����š�������š�}�����•�•���•�•���]�v�(�����Ÿ�}�v�U�����]�•�•���u�]�v���Ÿ�}�v�����v����
�š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���Œ���š���•�����v�����š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v�����8���]���v���Ç�X�� 
CxFV was able to infect Cx. pipiens after intrathoracical inoculation and had not impact on WNV infection, 
dissemination, and transmission in Cx. pipiens mosquitoes, as WNV was detected in head, body and saliva of 
both CxFV positive and negative groups without significant differences.    
�/�v���š�Z�����‰�Œ���•���v�š���•�š�µ���Ç�U�������•���‹�µ���v�Ÿ���o���]�v�(�����Ÿ�}�v�����Æ�‰���Œ�]�u���v�š�U�����Æ�&�s�����}���•���v�}�š���•�����u���š�}�����+�����š���š�Z�����À�����š�}�Œ�����}�u�‰���š���v������
�}�(�����µ�o���Æ���‰�]�‰�]���v�•���(�}�Œ���t�E�s�U���•�}���š�Z���š�����Æ�&�s���u���Ç���v�}�š���������µ�•���������•���������]�}�š�}�}�o���(�}�Œ���t�E�s�����}�v�š�Œ�}�o���]�v���u�}�•�‹�µ�]�š�}���•�X���� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����µ�o���Æ���G���À�]�À�]�Œ�µ�•�U���t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•�U�����µ�o���Æ���‰�]�‰�]���v�•�U���À�����š�}�Œ�����}�u�‰���š���v���� 
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���}�v�.�Œ�u���Ÿ�}�v���}�(���•�����•�}�v���o���G���À�]�À�]�Œ�µ�•�������Ÿ�À�]�š�Ç�����š���•�µ�•�‰�����š���o�}�����o�]�Ÿ���•���š�Z�Œ�}�µ�P�Z���š���Œ�P���š������
�u�}�•�‹�µ�]�š�}���š�Œ���‰�‰�]�v�P�����v�����š���•�Ÿ�v�P 
 
�<���Œ�}�o�Ç�����Œ��� �o�Ç�]�í�U�ñ�Ž�U���•�}�o�š���v���^�}�o�š� �•�Ì�î�U�ñ�U�����v�v�����E���P�Ç�ï�U���>���•�Ì�o�•���•�•�}�o�š���'���Œ���u�•�Ì���P�]�î�U�ñ�U���W���š�Œ�����&�}�Œ�P�����Z�ð�U�ñ 
 
�í���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]�����o���Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U�����µ�����‰���•�š�U���,�µ�v�P���Œ�Ç 
�î�������v�š�Œ�����(�}�Œ�������}�o�}�P�]�����o���Z���•�����Œ���Z�U�����µ�����‰���•�š�U���,�µ�v�P���Œ�Ç 
�ï���E���Ÿ�}�v���o���W�µ���o�]�����,�����o�š�Z�������v�š���Œ�U�����µ�����‰���•�š�U���,�µ�v�P���Œ�Ç 
�ð���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U�����µ�����‰���•�š�U���,�µ�v�P���Œ�Ç 
�ñ���E���Ÿ�}�v���o���>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ���,�����o�š�Z���^�����µ�Œ�]�š�Ç�U���,�µ�v�P���Œ�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�š�v�]�P�����v�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����Œ�����o�Ç�]�X�l���Œ�}�o�Ç�›�À�u�Œ�]�X�Z�µ�� 
 
Over the past 20 years, the seasonal activity of West Nile Virus (WNV) in Hungary has been monitored 
through the combination of passive and active surveillance focused on the detection of wild bird, horse, and 
human cases. In the absence of resources for a country-wide vector surveillance system, mosquito trapping 
and testing had only been performed intermittently in a focal and targeted manner. In 2022 we have utilised 
our capacity for mosquito trapping and testing developed recently for the monitoring of invasive mosquito 
species (www.mosquitosurveillance.hu) to confirm local WNV circulation in mosquitos at localities with 
laboratory-confirmed host cases of WNV infection, simultaneously monitor for Usutu virus (USUV) presence, 
identify the affected vector species, and check for the involvement of invasive mosquito species. 
�D�}�•�‹�µ�]�š�}�� �š�Œ���‰�‰�]�v�P���•�]�š���•���Á���Œ���� �•���o�����š������ ���š�� �š���v�� �•���©�o���u���v�š�•�� �Á�]�š�Z���Œ���‰�}�Œ�š�������Z�µ�u���v�U���Z�}�Œ�•�����}�Œ�U�����]�Œ���� �t�E�s�� �����•���•��
�����š�Á�����v�� �Á�����l�•�� �ï�ð�� �~�î�î�� ���µ�P�µ�•�š�•�� ���v���� �ð�î�� �~�í�ô�� �K���š�}�����Œ�•�� �î�ì�î�î�X�� �d�Á�}�� �š�}�� �š�Z�Œ������ ���'�r�^���v�Ÿ�v���o�� �u�}�•�‹�µ�]�š�}�� �š�Œ���‰�•�� �Á���Œ����
�����‰�o�}�Ç���������š���������Z���•���©�o���u���v�š���}�À���Œ�v�]�P�Z�š���(�}�Œ���}�v�����}�Œ���š�Á�}�������Ç�•�X�����}�o�o�����š�������u�}�•�‹�µ�]�š�}�•���Á���Œ�����]�����v�Ÿ�.���������v�����‰�}�}�o������
�������}�Œ���]�v�P���š�}���•�‰�����]���•�U���•���Æ�U�����v�����o�}�����Ÿ�}�v�X���&�}�o�o�}�Á�]�v�P���Z�E�������Æ�š�Œ�����Ÿ�}�v�U���‰�}�}�o�������•���u�‰�o���•���}�(���u���Æ�X���î�ì���u�}�•�‹�µ�]�š�}�•���Á���Œ����
�š���•�š�������(�}�Œ���š�Z�����‰�Œ���•���v�������}�(���t�E�s���o�]�v�X���í�U���t�E�s���o�]�v�X���î�U�����v�����h�^�h�s���]�v�������u�µ�o�Ÿ�‰�o���Æ���‹�Z�d�r�W���Z�����•�•���Ç�X 
�t�������}�o�o�����š�����������š�}�š���o���}�(���ò�ó���‰�}�}�o�•�����}�u�‰�Œ�]�•�]�v�P���ó�î�ï���]�v���]�À�]���µ���o�•���}�(���õ���u�}�•�‹�µ�]�š�}���•�‰�����]���•�X���í�ì���‰�}�}�o�•���š���•�š�������‰�}�•�]�Ÿ�À����
�(�}�Œ���G���À�]�À�]�Œ�µ�•���•�X���&�Œ�}�u���š�Z�����í�ì���•�µ�•�‰�����š���}�µ�š���Œ�����l���•�]�š���•�U���G���À�]�À�]�Œ�µ�•���•���Á���Œ���������š�����š�������]�v���u�}�•�‹�µ�]�š�}�•�����š���ð���o�}�����o�]�Ÿ���•�X��
�&�o���À�]�À�]�Œ�µ�•�� ���]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v�� �Á���•�� ���}�v�.�Œ�u������ �]�v�� �u�}�•�‹�µ�]�š�}�•�� ���š�� �'�Ç�…�Œ�� �~�h�^�h�s�•�U�� �:���v�}�•�•�}�u�}�Œ�i���� �~�t�E�s�� �o�]�v�X�� �î�� ���v���� �h�^�h�s�•�U��
�^�Ì���P������ �~�t�E�s�� �o�]�v�X�� �î�•�U�� �D�•�Œ���Z���o�}�u�� �~�t�E�s�� �o�]�v�X�� �î�•�U�� ���v���� �s������ �~�h�^�h�s�•�X�� �D�}�•�‹�µ�]�š�}�•�� �(�Œ�}�u�� �^�Ì���v�š���•�U�� ���µ�v���l���•�Ì�]�U��
�E�Ç�_�Œ���P�Ç�Z���Ì���U�� �d�]�•�Ì�������Œ�����o�U�� ���P���Œ�� ���v���� �^�Ì���Œ���v���•�� �š���•�š������ �v���P���Ÿ�À���X�� �D�}�•�‹�µ�]�š�}�� �•�‰�����]���•�� �(�}�µ�v���� �]�v�(�����š������ �Á���Œ�������µ�o���Æ��
�‰�]�‰�]���v�•���~�t�E�s�U���h�^�h�s�•�����v�������������•���À���Æ���v�•���~�t�E�s�•�X 
���}�v�•�]�����Œ�]�v�P���š�Z�����o�]�u�]�š�������š�Œ���‰�‰�]�v�P�����+�}�Œ�š�U���š�Z�������}�v�.�Œ�u���Ÿ�}�v���}�(���t�E�s�����]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v�����š���ï���•�]�š���•�����v���������š�����Ÿ�}�v���}�(���h�^�h�s��
���]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v�� ���š�� �ï�� �o�}�����Ÿ�}�v�•�� �•�Ÿ�o�o�� �‰�Œ�}�À�]�������� ���}�v�À�]�v���]�v�P�� ���À�]�����v������ �}�(�� �(���À�}�µ�Œ�����o���� ���}�v���]�Ÿ�}�v�•�� �(�}�Œ�� �o�}�����o�� �G���À�]�À�]�Œ�µ�•��
���]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v�� �]�v�� ���š�� �o�����•�š�� �Z���o�(�� �}�(�� �š�Z���� �•�š�µ���Ç�� �•�]�š���•�X�� �t�]�š�Z�� �•�}�u���� �u�}���]�.�����Ÿ�}�v�•�U�� �š�Z�]�•�� ���‰�‰�Œ�}�����Z�� ���}�µ�o���� ���8���]���v�š�o�Ç��
���}�u�‰�o���u���v�š���š�Z�������À�]�����v�������}�(���•�����•�}�v���o���G���À�]�À�]�Œ�µ�•�����]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}���š���]�v�������(�Œ�}�u���‰���Œ�u���v���v�š���u�}�•�‹�µ�]�š�}���š�Œ���‰�‰�]�v�P�X 
 
Keywords: mosquito, trapping, WNV, USUV, surveillance 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���d�Z�����•�š�µ���Ç���Á���•���•�µ�‰�‰�}�Œ�š���������Ç���š�Z�����,�µ�v�P���Œ�]���v���E���Ÿ�}�v���o���Z���•�����Œ���Z�U�������À���o�}�‰�u���v�š�����v�����/�v�v�}�À���Ÿ�}�v���K�8������
�P�Œ���v�š�•���Z�Z�&�r�î�X�ï�X�í�r�î�í�r�î�ì�î�î�r�ì�ì�ì�ì�ò�U���W���í�ï�ñ�í�ð�ï�U���<�í�ï�ñ�ô�ð�í�����v�����<�í�î�ì�í�í�ô 
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�d�� �o�Ç�u�‰�Z�}���Ç�š���•�� ���}�v�š�Œ�]���µ�š���� �š�}�� �‰�Œ�}�š�����Ÿ�À���� �]�u�u�µ�v�]�š�Ç�� ���v�����‰���š�Z�}�P���v���•�]�•�� �]�v��
���o�µ���š�}�v�P�µ�����À�]�Œ�µ�•�r�]�v�(�����š�������•�Z�����‰�����µ�š���v�}�š���À�]�Œ���o���Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v���}�Œ���š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v 
 
�<���Œ�Œ�Ç���E���Á���Œ�}�}�l�í�Ž�U���E���l�]���µ�o���<�Z���v�í�U�����]�u�������&�]�•�Z���Œ�í�U���<���Œ���v�����Z�}�v�P�í�U���^�]�u�}�v���'�µ�����]�v�•�í�U���D���Œ�����'�µ�]�u���Œ�������µ�•�‹�µ���š�•�í�U��
�>�Ç�v���•���Ç�� ���}�}�l���í�U�� ���Z�Œ�]�•�š�}�‰�Z���Œ�� �^���v�����Œ�•�í�U�� �D���©�Z���Á�� �d�Z�}�u���•�í�U�����u���v������ ���}�Œ�o���í�U�� �D���Œ�Ÿ�v�� ���•�Z���Ç�í�U�� �:�}�Z�v�� �&�o���v�v���Œ�Ç�í�U��
�����Œ�Œ�]���������©���v�í�U���:���•�•�]�������^�š�}�l���•�í�U���������š�Œ�]�Ì���^���v�Ì�r�����Œ�v���Œ���}�í�U���^�]�u�}�v�������Œ�‰���v�š���Œ�í�U���<���š�Ç���D�}�+���š�í�U���<���Œ�]�v�������Œ�‰���o�í 
 
�í���d�Z�����W�]�Œ���Œ�]�P�Z�š���/�v�•�Ÿ�š�µ�š���U���t�}�l�]�v�P�U���h�v�]�š�������<�]�v�P���}�u 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���l���Œ�Œ�Ç�X�v���Á���Œ�}�}�l�›�‰�]�Œ���Œ�]�P�Z�š�X�����X�µ�l�� 
 
Bluetongue virus (BTV) is an arthropod-borne orbivirus which causes haemorrhagic disease, bluetongue, and 
is transmitted to susceptible ruminants through blood-feeding of infected Culicoides midges. BTV infection 
is characterised by immunosuppression and lymphopenia around peak viremia. However, the relative 
importance of T lymphocytes for immune protection, BTV pathogenesis and transmission are largely 
unknown. Here, we utilised a natural in vivo Culicoides-borne BTV infection model to study the role of specific 
T cell subsets in BTV pathogenesis, viral replication dynamics, immune protection and onwards transmission 
to a susceptible Culicoides vector. 
�^�Z�����‰���Á���Œ�����]�v�š�Œ���À���v�}�µ�•�o�Ç�������u�]�v�]�•�š���Œ�������•�‰�����]�.�����u�}�v�}���o�}�v���o�����v�Ÿ���}���]���•���~�u�����•�•���š�}�������‰�o���š���������ð�=���~�v�A�ó�•�U�������ô�=��
�~�v�A�ó�•�� �}�Œ�� �t���í�=���v�w���~�v�A�ó�•�� �d�� �����o�o�•�X�� �^���À���v�� �������]�Ÿ�}�v���o�� �•�Z�����‰�� �Á���Œ���� �����u�]�v�]�•�š���Œ������ ���v�� �]�•�}�š�Ç�‰���r�u���š���Z������ �����‰�o���Ÿ�}�v��
���}�v�š�Œ�}�o���u�����X�������µ�o�š���(���u���o�������µ�o�]���}�]�����•���•�}�v�}�Œ���v�•�]�•���Á���Œ�����(�������}�v�����o�}�}�������}�v�š���]�v�]�v�P�����d�s�r�ð���D�K�Z�î�ì�ì�õ�l�ì�ó�����v���U�����L���Œ��
�š�Z���� ���Æ�š�Œ�]�v�•�]���� �]�v���µ�����Ÿ�}�v�� �‰���Œ�]�}���U�� �Á���Œ���� ���o�o�}�Á������ �š�}�� ���o�}�}���r�(�������� �}�v�� �š�Z���� �d�� �����o�o�r�����‰�o���š������ �•�Z�����‰�� �š�}�� ���•�š�����o�]�•�Z��
�]�v�(�����Ÿ�}�v�X�� �h�v�]�v�(�����š���������X�� �•�}�v�}�Œ���v�•�]�•���Á���Œ���� ���o�}�}���r�(������ �}�v�� �•�Z�����‰�� ���š�� �‰�����l�� �À�]�Œ���u�]���� �š�}�� ���•�•���•�•�� �}�v�Á���Œ���•�� ���d�s��
�š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���š�}���š�Z�������Œ�š�Z�Œ�}�‰�}�����À�����š�}�Œ�X 
The natural infection model resulted in transmission of BTV-4 to all 28 sheep. T lymphocyte depletion and 
changes to cellular populations in whole blood were confirmed through multi-colour flow cytometry. CD8+ 
cytotoxic T cell absence was consistently associated with lower clinical scores, higher survival and more 
favourable anti-BTV antibody responses. CD4+ T cell absence resulted in higher clinical scores (along with 
�t���í�=���v�w���d�������o�o�•�•�U���]�u�‰���]�Œ�u���v�š���}�(���‰�Œ�}�š�����š�]�À�����v���µ�š�Œ���o�]�•�]�v�P�����v�š�]���}���Ç���Œ���•�‰�}�v�•���•�����v���������o���Ç���������o���•�•-switching of 
antibodies targeting non-structural BTV protein, NS2, identifying a likely role in protective immunity. BTV 
also appeared to target downstream effector functions of specific T cell subsets as a likely pathogenic 
mechanism. T cells did not impact viral replication, shedding or onwards Culicoides transmission. 
�d�Z�]�•�� �•�š�µ���Ç�� �Z�]�P�Z�o�]�P�Z�š�•�� �š�Z���� �u�µ�o�Ÿ�(�������š������ �Œ�}�o���� �}�(�� �d�� �o�Ç�u�‰�Z�}���Ç�š���•�� ���µ�Œ�]�v�P�� ���d�s�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�U�� ���u�‰�Z���•�]�•�]�v�P�� �š�Z���]�Œ��
���}�v�š�Œ�]���µ�Ÿ�}�v���š�}���‰�Œ�}�š�����Ÿ�À�����]�u�u�µ�v�]�š�Ç�����v�������]�•�����•�����‰���š�Z�}�P���v���•�]�•�X 
 
Keywords: bluetongue, BTV, T lymphocytes, Culicoides 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W�����]�}�š�����Z�v�}�o�}�P�Ç�����v�������]�}�o�}�P�]�����o���^���]���v�����•���Z���•�����Œ���Z�����}�µ�v���]�o���~�����l�W�ì�ì�ò�ô�ð�í�l�í�U�������^�l���l�/�l�ì�ì�ì�ì�ó�ì�ï�õ�U��
�����^�l���l�/�l�ì�ì�ì�ì�ó�ì�ï�ó�•�����v���������(�Œ�����~�^���W�î�ò�î�î�•�X 
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�W�}�•�š���Œ�•���Á�]�š�Z���&�o���•�Z���W�Œ���•���v�š���Ÿ�}�v 
 

�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B�B 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������ 

�W
���

P
���í�
ï�õ

 

 
 

�W�ð�ñ�X���s�����š�}�Œ�•���Œ���•�‰�}�v�•�]���o�����(�}�Œ���š�Z�����š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���}�(�����‰�]�Ì�}�}�Ÿ�����,�����u�}�Œ�Œ�Z���P�]�������]�•�����•����
�À�]�Œ�µ�•���~���,���s�•���]�v���/�š���o�Ç 
 
�D�]���Z���o���� �Y�µ���P�o�]���í�Ž�U�� ���]�‰�Œ�]���v�}���&�}�Æ�]�î�U�� �'�]�µ�•���‰�‰���� �^���©���î�U�� �'�]���v�š�}�v���o�o���� �W�µ�P�P�]�}�v�]�î�U�� �Z�}�����Œ�š�}�� �������Z���Œ���î�U�� ���o���•�•���v���Œ����
�>���}�v���í�U���D���µ�Œ�����W�]�•���]���o�o���í�U���K�©���À�]�}���W�}�Œ�š���v�Ÿ�í�U���D���©���}�����������•�����v�Ÿ�•�í�U���'�]�}�À���v�v�]���^���À�]�v�]�í�U���D���Œ�]�����'�}�+�Œ�����}�í 
 
�í���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�[�����Œ�µ�Ì�Ì�}�����������o���D�}�o�]�•�����^�'�X�������‰�}�Œ���o���_�U���d���Œ���u�}�U���/�š���o�Ç 
�î���/�•�Ÿ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����^���Œ�����P�v���U���^���•�•���Œ�]�U���/�š���o�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u�X�‹�µ���P�o�]���›�]�Ì�•�X�]�š���� 
 
Epizootic Hemorrhagic Disease (EHD) is an infectious, economic important viral disease transmitted by 
Culicoides that affects wild and domestic ruminants. The causative agent, EHD virus (EHDV), belongs to the 
family Sedoreoviridae, genus Orbivirus. Seven serotypes have been officially identified. In November 2022, 
outbreaks caused by EHDV-8 were reported in Sicily and Sardinia islands. This was the first incursion of EHDV 
ever recorded in Italy and Europe. Herein we report the detection of EHDV in European species of Culicoides, 
as a result of a field entomological investigation during the Sardinian outbreaks. Due to the simultaneous 
circulation of bluetongue virus (BTV) in the area, the midges were also tested for BTV. 
���v���]�v�š���v�•�]�À�������v�š�}�u�}�o�}�P�]�����o���.���o���������Ÿ�À�]�š�Ç���Á���•���‰���Œ�(�}�Œ�u�������]�v���(�}�µ�Œ�����,���s���}�µ�š���Œ�����l�•���o�}�����š�������]�v���š�Z�����•�}�µ�š�Z�r�Á���•�š���Œ�v��
�‰���Œ�š�� �}�(�� �^���Œ���]�v�]���� �~�^�µ���� �^���Œ���]�v�]���� �‰�Œ�}�À�]�v�����•�X�� ���v�š�}�u�}�o�}�P�]�����o�� �����Ÿ�À�]�Ÿ���•�� �Á���Œ���� �•���š�� �µ�‰�� �]�u�u�����]���š���o�Ç�� ���L���Œ�� �š�Z���� �.�Œ�•�š��
�}�µ�š���Œ�����l�� �Á���•�� �Œ���‰�}�Œ�š������ ���v���� ���Œ���� ���µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç���]�v�� �‰�Œ�}�P�Œ���•�•�X�� �h�s�� ���o�����l�o�]�P�Z�š�� �•�µ���Ÿ�}�v�� �š�Œ���‰�•�� �Á���Œ���� �µ�•�����X�� �d�Z���Ç�� ���Œ����
�}�‰���Œ���Ÿ�v�P�� ���o�o�� �v�]�P�Z�š�� �o�}�v�P�� �(�Œ�}�u�� ���š�� �o�����•�š�� �}�v���� �Z�}�µ�Œ�� �����(�}�Œ���� ���µ�•�l�X�� ���o�o�����µ�o�]���}�]�����•�����}�o�o�����š������ �Á���Œ���� �]�����v�Ÿ�.�����U�� ���P����
�P�Œ���������U�����v�����•�}�Œ�š�������]�v���‰�}�}�o�•���}�(���u���Æ�]�u�µ�u���š�Á���v�š�Ç�r�.�À�����u�]���P���•�X���������Z���‰�}�}�o���Á���•���š���•�š���������Ç���•���Œ�}�P�Œ�}�µ�‰�l�•���Œ�}�š�Ç�‰����
�•�‰�����]�.�����Œ�����o�r�Ÿ�u�����Z�d�r�W���Z�•���(�}�Œ�����,���s�l���,���s�r�ô�����v�������d�s�l���d�s�r�ï�U���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�X�� 
�����š�}�š���o���}�(���î�î���‰�}�}�o�•���~���}�v�•�]�•�Ÿ�v�P���}�(���ï�õ�í���‰���Œ�}�µ�•���(���u���o���•�•���Œ���•�µ�o�š�������‰�}�•�]�Ÿ�À�����š�}�����,���s�����v�������,���s�r�ô���}�µ�š���}�(���ð�í�í���š���•�š������
�‰�}�}�o�•�� �~�ò�U�ì�ò�î�� �u�]���P���•�•�X�� �K�(�� �š�Z���•���U�� �í�í�� �‰�}�}�o�•�� �Á���Œ���� ���}�u�‰�}�•������ �}�(�����µ�o�]���}�]�����•�� �]�u�]���}�o���U�� �(�}�µ�Œ�� �}�(�� ���µ�o�]���}�]�����•��
�}���•�}�o���š�µ�•�l�•���}�Ÿ���µ�•�U�� �š�Á�}�� �}�(�����µ�o�]���}�]�����•�� �v���Á�•�š�������]�U�� �(�}�µ�Œ�� �}�(�����µ�o�]���}�]�����•�� �‰�µ�o�]�����Œ�]�•�� �•�•�U�� ���v���� �}�v���� �‰�}�}�o�� �}�(�����µ�o�]���}�]�����•��
���Ç�•�š���X���d�Á�}���‰�}�}�o�•�����}�v�•�]�•�Ÿ�v�P���}�(���ð�ï�����X���]�u�]���}�o�����Œ���•�µ�o�š�������‰�}�•�]�Ÿ�À�����š�}�����}�š�Z�U�����d�s�l���d�s�r�ï�����v�������,���l���,���s�r�ô�X 
�K�µ�Œ���•�š�µ���Ç���Œ���‰�}�Œ�š�•���(�}�Œ���š�Z�����.�Œ�•�š���Ÿ�u�����š�Z���������š�����Ÿ�}�v���}�(�����,���s�l���,���s�r�ô���]�v�����µ�o�]���}�]�����•�����]�Ÿ�v�P���u�]���P���•���]�v�����µ�Œ�}�‰���X�����,���s�r
�ô���Á���•�������š�����š�������]�v���.�À�����•�‰�����]���•�������µ�P�Z�š���]�v�����+�����š�������(���Œ�u�•�U���v���u���o�Ç�����X���]�u�]���}�o�������v�������X���}���•�}�o���š�µ�•�l�•���}�Ÿ���µ�•���~�•�µ���P���v�µ�•��
���À���Œ�]�Ÿ���•�U�����v�������X���v���Á�•�š�������]�U�����X���‰�µ�o�]�����Œ�]�•���•�•�U�����v�������X�����Ç�•�š�����~�•�µ���P���v�µ�•�����µ�o�]���}�]�����•�•�X 
���µ�o�]���}�]�����•���]�u�]���}�o���U�����X���}���•�}�o���š�µ�•�l�•���}�Ÿ���µ�•�U�����X���v���Á�•�š�������]�����v�������X���‰�µ�o�]�����Œ�]�•�����Œ�������o�•�}���l�v�}�Á�v���À�����š�}�Œ�•���}�(�����d�s���]�v���/�š���o�Ç�U��
�Á�]�š�Z�����X���]�u�]���}�o�����‰�o���Ç�]�v�P�������‰�]�À�}�š���o���Œ�}�o�����]�v���^���Œ���]�v�]���U���Á�Z�]�o�������X���}���•�}�o���š�µ�•�l�•���}�Ÿ���µ�•�������Ÿ�v�P�����•���u���]�v���À�����š�}�Œ���]�v���E�}�Œ�š�Z���Œ�v��
�/�š���o�Ç�X���������}�Œ���]�v�P���š�}���}�µ�Œ���Œ���•�µ�o�š�•�U�����,���s���•�����u�•���š�}���µ�•�����š�Z�����•���u�����š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���‰���©���Œ�v�•�����•�����d�s�X���/�v���š�µ�Œ�v�U���š�Z�]�•���u�����v�•��
�š�Z���š�����,���s�r�ô���Z���•���š�Z�����‰�}�š���v�Ÿ���o���š�}���•�‰�Œ���������]�v�����µ�Œ�}�‰���U���Á�]�š�Z�����X���]�u�]���}�o�������v�������X���}���•�}�o���š�µ�•�l�•���}�Ÿ���µ�•�������]�v�P���Œ���•�‰�}�v�•�]���o����
�(�}�Œ�� �]�š�•�� ���]�+�µ�•�]�}�v�� �]�v�� �š�Z���� �D�����]�š���Œ�Œ���v�����v�� ���}�µ�v�š�Œ�]���•�U�� �Á�Z�]�o�������X�� �}���•�}�o���š�µ�•�l�•���}�Ÿ���µ�•�������Ÿ�v�P�� ���•�� �š�Z���� �u���]�v�� �À�����š�}�Œ�� �]�v��
�����v�š�Œ���o�r�E�}�Œ�š�Z���Œ�v�����µ�Œ�}�‰���X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����‰�]�Ì�}�}�Ÿ�����,���u�}�Œ�Œ�Z���P�]�������]�•�����•���U�����µ�o�]���}�]�����•�U���^���Œ���]�v�]���U���/�š���o�Ç 
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�W�ð�ò�X�����‰�]�Ì�}�}�Ÿ�����Z�����u�}�Œ�Œ�Z���P�]�������]�•�����•�����]�v���^�‰���]�v�U���E�}�À���u�����Œ���î�ì�î�î 
 
�D���Œ�š�����s���o���Œ�}�r�>�}�Œ���v�Ì�}�í�Ž�U���Z�µ��� �v���s�]�o�o���o�����í�U���D���Œ�]�����:�}�•� ���Z�µ���v�}�í�����v�����D�}�v�š�•���Œ�Œ���š�����P�º���Œ�}�í 
 
�í���>�����}�Œ���š�}�Œ�]�}�������v�š�Œ���o���������s���š���Œ�]�v���Œ�]�����~�D�]�v�]�•�š���Œ�]�}�����������P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���U���W���•�������Ç�����o�]�u���v�š�����]�•�v�•�U�����o�P���š�����~�D�����Œ�]���•�U���^�‰���]�v 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���u�À���o���Œ�}�›�u���‰���X���•�� 
 
���‰�]�Ì�}�}�Ÿ�����Z�����u�}�Œ�Œ�Z���P�]�������]�•�����•�����~���,���•���]�•���������µ�o�]���}�]�����•�r���}�Œ�v�����À�]�Œ���o�����]�•�����•���������µ�•���������Ç�����v���K�Œ���]�À�]�Œ�µ�•�X���h�v�Ÿ�o���î�ì�î�î�U��
�]�š���Z�������v���À���Œ���������v�������š�����š�������]�v�����µ�Œ�}�‰���U�����µ�š���]�v���E�}�À���u�����Œ���î�ì�î�î�����,�� ���Á���•���Œ���‰�}�Œ�š�������(�}�Œ���š�Z�����.�Œ�•�š���Ÿ�u�����}�v�������©�o����
�(���Œ�u�•���]�v���^���Œ���]�v�]�������v�����^�]���]�o�Ç�U���/�š���o�Ç�X���K�v���E�}�À���u�����Œ���í�ô�U���î�ì�î�î�U�����,�� ���Á���•�����o�•�}���v�}�Ÿ�.�������]�v�������©�o�����]�v�����v�����o�µ�•�]���U���^�‰���]�v�X��
�t�� �������•���Œ�]�������š�Z���������š�����Ÿ�}�v���}�(���š�Z�������,�� ���À�]�Œ�µ�•���]�v���^�‰���]�v�U���(�}���µ�•�]�v�P���}�v�����]���P�v�}�•�Ÿ���•�����v�����À�]�Œ���o���š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v�����Ç�v���u�]���•�X 
�����d�������o�}�}���� �•���u�‰�o���•�� �(�Œ�}�u�� �•�µ�•�‰�����š�� ���}�À�]�v���•�� �Á���Œ���� ���v���o�Ç�•������ ���Ç�� �š�Z�Œ������ �Œ�Z�d�r�W���Z�� �u���š�Z�}���•�� �~�D�����v�����š�� ���o�X�U�� �î�ì�í�ó�V��
�s�]���Œ�}�µ�P�������š�� ���o�X�U�� �î�ì�í�ñ�V�� �]�v�r�Z�}�µ�•���� �u���š�Z�}���U�� �î�ì�ì�ó�•�� ���v���� ���� �P���o�r�����•������ �Z�d�r�W���Z�� �u���š�Z�}���� �~���Œ�������]�������š�� ���o�X�U�� �í�õ�õ�ð�•�� �š�}��
���}�u�‰���Œ���� �š�Z���� �Œ���•�µ�o�š�•�� ���v���� ���•�•���•�•�� �‰���Œ�(�}�Œ�u���v������ �}�(�� �š�Z���� �u���š�Z�}���•�X�� �^�}�u���� �‰�}�•�]�Ÿ�À���� �•���u�‰�o���•�� �Á���Œ���� ���v���o�Ç�•������ ���Ç��
�•���Œ�}�š�Ç�‰���r�•�‰�����]�.�����Œ�Z�d�r�W���Z�����v�����^���v�P���Œ���•���‹�µ���v���������š�}�����}�v�.�Œ�u���•���Œ�}�š�Ç�‰�������v�����]�v�}���µ�o���š�������]�v�������o�o�����µ�o�š�µ�Œ�����(�}�Œ���À�]�Œ�µ�•��
�]�•�}�o���Ÿ�}�v�X�� �^���Œ�µ�u�� �•���u�‰�o���•�� �(�Œ�}�u�� �•�}�u���� ���+�����š������ ���}�À�]�v���•�� �Á���Œ���� ���v���o�Ç�•������ ���Ç�� �����>�/�^���X�� �/�v�� �������]�Ÿ�}�v�U�� ���Ç�� �‰�Œ�}�š�}���}�o��
�•�š���Œ�Ÿ�v�P���}�v�����u�}�v�š�Z�����L���Œ���š�Z�����o���•�š���}�µ�š���Œ�����l�U���•���u�‰�o���•���Á���Œ�����‰���Œ�]�}���]�����o�o�Ç���š���l���v���(�Œ�}�u�����+�����š���������}�À�]�v���•���(�}�Œ�����>�/�^����
���v�����Œ�Z�d�r�W���Z�����•�•���Ç�•�U���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�U���š�}�����}�o�o�����š�������š���������}�µ�š�����Ç�v���u�]���•���}�(���š�Z�������]�•�����•���X���D�}�Œ���}�À���Œ�U���}�š�Z���Œ���Œ�µ�u�]�v���v�š�•��
�]�v�����o�}�•�����‰�Œ�}�Æ�]�u�]�š�Ç���š�}�����+�����š���������}�À�]�v�����(���Œ�u�•���Á���Œ�����•���u�‰�o�������š�}���•�š�µ���Ç���•�µ�•�����‰�Ÿ���]�o�]�š�Ç���]�v���}�š�Z���Œ���•�‰�����]���•�X 
���,���s�r�ô���Á���•�����}�v�.�Œ�u�������µ�•�]�v�P���Z�d�r�W���Z���u���š�Z�}���•�U���À�]�Œ�µ�•���]�•�}�o���Ÿ�}�v�����v���������š�����Ÿ�}�v���}�(���•�‰�����]�.�������v�Ÿ���}���]���•�����Ç�����>�/�^���X��
�W���Œ�Ÿ���o���•���‹�µ���v�������}�(���•���P�u���v�š�•���î���~�ñ�ñ�ó���v�š�•�����v�����ñ���~�ï�ð�ô���v�š�•�����Œ�����]�����v�Ÿ�����o���š�}���š�Z���š���}�(�����,���s�r�ô�����]�Œ���µ�o���Ÿ�v�P���]�v���/�š���o�Ç�����v����
�d�µ�v�]�•�]���X�����v�]�u���o�•���Á�]�š�Z���‰�}�•�]�Ÿ�À�����Z�d�r�W���Z���Œ���•�µ�o�š�•���]�v���E�}�À���u�����Œ���î�ì�î�î���Á���Œ�����•�Ÿ�o�o���‰�}�•�]�Ÿ�À�����]�v���&�����Œ�µ���Œ�Ç���î�ì�î�ï�U�����o�š�Z�}�µ�P�Z��
�]�v�(�����Ÿ�À�]�š�Ç���Z���•���v�}�š���������v�����À���o�µ���š�����X�����o�o���}�(���š�Z���u�����o�•�}���Z�������‰�}�•�]�Ÿ�À�������v�Ÿ���}���Ç�����>�/�^�����Œ���•�µ�o�š�•�U���]�v���o�µ���]�v�P���š�Á�}�������o�À���•��
���}�Œ�v���(�Œ�}�u���•�Ç�u�‰�š�}�u���Ÿ�����u�}�š�Z���Œ�•���~�u���š���Œ�v���o�����v�Ÿ���}���]���•�•�X���K�À�]�v�����Z���À�����•�Z�}�Á�v���v���P���Ÿ�À�������>�/�^�����Œ���•�µ�o�š�•���š�}�������š���X 
�^�}�u���������Ç�•�����L���Œ���]�š�•���v�}�Ÿ�.�����Ÿ�}�v���]�v���/�š���o�Ç�U�����,���s�r�ô���Á���•���(�}�µ�v�����]�v���š�Z�����•�}�µ�š�Z�Á���•�š���}�(���^�‰���]�v�X���d�Z�]�•���À�]�Œ�µ�•���]�•���]�����v�Ÿ�����o���š�}��
�š�Z���š�� �(�}�µ�v���� �]�v�� �/�š���o�Ç�� ���v���� �š�Z���� �v�}�Œ�š�Z�� �}�(�� ���(�Œ�]������ ���š�� �o�����•�š�� �]�v�� �š�Á�}�� �‰���Œ�Ÿ���o�� �•���P�u���v�š�•�� �}�(�� �]�š�•�� �P���v�}�u���X���d�Z���� �Œ�Z�d�r�W���Z��
�š�����Z�v�]�‹�µ���U�� ���•�‰�����]���o�o�Ç�� �s�]���Œ�}�µ�P�������š�� ���o�X�� �~�î�ì�í�ñ�•�U�� �]�•�� �š�Z���� �����•�š�� �}�‰�Ÿ�}�v�� �(�}�Œ�� �š�Z���� �����š�����Ÿ�}�v�� �}�(�� �À�]�Œ�����u�]���� ���v�]�u���o�•�X��
�W�Œ���o�]�u�]�v���Œ�Ç���Œ���•�µ�o�š�•���•�Z�}�Á���š�Z���š���À�]�Œ�µ�•���P���v�}�u���������v�������������š�����š�������]�v�����o�}�}�����(�}�Œ�����š���o�����•�š���š�Á�}���u�}�v�š�Z�•�����L���Œ���š�Z�����}�v�•���š��
�}�(�� �š�Z���� �]�v�(�����Ÿ�}�v�X�� �����š���� ���À���]�o�����o���� �µ�v�Ÿ�o�� �v�}�Á�� �Z���À���� �v�}�š�� �����u�}�v�•�š�Œ���š������ �š�Z���š�� �}�À�]�v���� ���Œ�����•�µ�•�����‰�Ÿ���o���� �š�}�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�X��
�&�µ�Œ�š�Z���Œ���•�š�µ���]���•�����Œ�����v�������•�•���Œ�Ç���š�}�������©���Œ���µ�v�����Œ�•�š���v�����š�Z�������]�•�����•���U�����•�‰�����]���o�o�Ç���š�Z�����}�À���Œ�Á�]�v�š���Œ�]�v�P���o�}�}�l�]�v�P�����Z��������
�š�}���š�Z�����v���Æ�š�����]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���•�����•�}�v�����•�•�}���]���š�������š�}���À�����š�}�Œ�������Ÿ�À�]�š�Ç�X 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����,���s�U���}�µ�š���Œ�����l�U�����]���P�v�}�•�Ÿ���U�����µ�Œ�}�‰���U���^�‰���]�v 
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�W�ð�ó�X���^���Œ�����v�]�v�P�� �}�(�� �D�}�•�‹�µ�]�š�}���•�� �(�}�Œ�� �h�•�µ�š�µ�� �s�]�Œ�µ�•�� �]�v�� �>�}�u�����Œ���Ç�� �Œ���P�]�}�v�� �~�E�}�Œ�š�Z���Œ�v��
�/�š���o�Ç�•���î�ì�í�ð�t�î�ì�î�î 
 
�&�Œ���v�����•���}�� �����.�o�]�‰�‰�}�í�U�������À�]������ �>���o�o�]�í�Ž�U�� �^�����Œ�]�v���� �����v�Ì�]���v�]�í�U�� �D���Ç���� �����Œ�Œ���Œ���í�U�� �D���Œ�]�}�� ���Z�]���Œ�]�î�U�� �D�}�v�]������ �����Œ�]�}�o�]�í�U�� ���v����
�D�}�Œ���v�}�í�U�����v�š�}�v�]�}���>���À���Ì�Ì���í 

�� 
�í���/�•�š�µ�š�µ�š�}���•�}�}�‰�Œ�}�.�o���«���}���^�‰���Œ�]�u���v�š���o���������o�o�����>�}�u�����Œ���]�����������u�]�o�]���r�Z�}�u���P�v���X�����Œ���•���]���U���/�š���o�Ç�� 
�î���t���o�(���Œ���������‰���Œ�š�u���v�š�U���>�}�u�����Œ���Ç���Z���P�]�}�v�U���D�]�o���v�U���/�š���o�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�������À�]�����X�o���o�o�]�›�]�Ì�•�o���Œ�X�]�š������ 
 
Usutu virus (USUV) is a single strand RNA virus included in the mosquito-borne cluster of the genus Flavivirus, 
within the Family Flaviviridae. As all the members of this group, including human pathogens like Japanese 
encephalitis virus (JEV), Murray Valley encephalitis virus (MVEV), Saint Louis encephalitis virus (SLEV) and 
West Nile virus (WNV), USUV is maintained in the environment through a bird�tmosquito life cycle. 
Programs performing environmental surveillance of arboviruses, mainly targeting West Nile virus (WNV), 
were established in Lombardy region (Northern Italy) starting from 2014.   
���µ�Œ�]�v�P�������•�]�Æ�r�Ç�����Œ���‰���Œ�]�}�����~�î�ì�í�ð�t�î�ì�î�î�•���š�Z�����•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������•�Ç�•�š���u���Á���•�������Ÿ�À���š�������]�v���š�Z�����‰���Œ�]�}�����:�µ�v�����í�•�š���t���^���‰�š���u�����Œ��
�ï�ì�š�Z���Á�]�š�Z�����]�r�Á�����l�o�Ç�����}�o�o�����Ÿ�}�v���}�(���u�}�•�‹�µ�]�š�}���•���]�v���.�Æ�������•�š���Ÿ�}�v�•�X���D�}�•�‹�µ�]�š�}���•���Á���Œ�����š�Œ���‰�‰�������µ�•�]�v�P���u�}���]�.������������ ��
�š�Œ���‰�•�������]�š�������Á�]�š�Z�����K�î���~���K�î�t������ ���š�Œ���‰�•�•�X���D�}�•�‹�µ�]�š�}���•���Á���Œ�����‰�}�}�o�����U���Á�]�š�Z�������u���Æ�]�u�µ�u���v�µ�u�����Œ���}�(���í�ì�ì���]�v���]�À�]���µ���o�•��
�‰���Œ���‰�}�}�o�U���������}�Œ���]�v�P���š�}�������š���U���o�}�����Ÿ�}�v�U�����v�����•�‰�����]���•�U�����v�����š���•�š���������Ç���Œ�����o�r�Ÿ�u�����Z�d�r�W���Z���(�}�Œ���t�E�s�����v�����h�^�h�s���Z�E���X��
�^���u�‰�o���•���‰�}�•�]�Ÿ�À�����(�}�Œ���h�^�h�s���Á���Œ�����•�µ���i�����š�������š�}���•���‹�µ���v���]�v�P���š���Œ�P���š�•���������v�����E�^�ñ�X���d�Z�����u�]�v�]�u�µ�u���]�v�(�����Ÿ�}�v���Œ���š�����~�D�/�Z�•��
�Á���•�������o���µ�o���š���������•���š�Z�����Œ���Ÿ�}���}�(���‰�}�•�]�Ÿ�À�����‰�}�}�o�•���š�}���š�Z�����š�}�š���o���v�µ�u�����Œ���}�(���u�}�•�‹�µ�]�š�}���•���š���•�š�����X�� 
�K���•���Œ�À���Ÿ�}�v�•���}�(�������]�o�Ç�����À���Œ���P�����š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�������v���������]�o�Ç���š�}�š���o�����u�}�µ�v�š���}�(���‰�Œ�����]�‰�]�š���Ÿ�}�v���Á���Œ�����}���š���]�v�������(�Œ�}�u�����Z�W���>��
�~���P���v�Ì�]�����Z���P�]�}�v���o�����‰���Œ���o�����W�Œ�}�š���Ì�]�}�v���������o�o�[���u���]���v�š���������o�o�����>�}�u�����Œ���]���•�X 
A total of 519,148 mosquitoes were sampled and identified. The Culex species was grouped in 353,342 pools 
and tested by real-time RT-PCR for WNV and USUV RNA. The presence of USUV RNA was confirmed in 87 
pools of Culex pipiens mosquitoes collected during the period July-September. The highest bi-weekly MIR of 
USUV infection rates of Cx. pipiens estimated from pooled samples per year was detected in 2017 (MIR=5.4). 
�^�����•�}�v���o�����]�•�š�Œ�]���µ�š�]�}�v���}�(���‰�}�•�]�š�]�À�����u�}�•�‹�µ�]�š�}�[�•���‰�}�}�o���•�Z�}�Á�•���š�Z���š�W���^�•��the earliest USUV-positive pool typically was 
sampled before or contemporarily to the collection of the first WNV-positive pool; ii) the weekly average 
precipitation and temperature were not a good predictor of Usutu circulation; iii) the seasonal exploratory 
�����š���� ���v���o�Ç�•�]�•�� �Œ���À�����o������ �š�Á�}�� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š�� �‰�����l�•�� �}�(�� �‰�}�•�]�š�]�À���� �u�}�•�‹�µ�]�š�}�[�•�� �‰�}�}�o�� �v�µ�u�����Œ�� �]�v�� �î�ì�í�ò�� ���v���� �î�ì�í�ó�X��To 
characterise the genomic distribution an evolution of USUV different lineages, sequencing has been 
conducted and results will be ready ahead. 
�/�v�����}�v���o�µ�•�]�}�v�U���}�µ�Œ���.�v���]�v�P�•���‰�Œ�}�À�����������}���]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}�(���h�^�h�s�����v�����t�E�s���]�v���>�}�u�����Œ���Ç���Œ���P�]�}�v���]�v���š�Z�����•�µ�u�u���Œ���•�����•�}�v�X��
�K�µ�Œ���•�š�µ���Ç���•�µ�P�P���•�š�•���š�Z���š�����Œ�����v�������•�•���Œ�Ç�����}�u�‰�Œ���Z���v�•�]�À���������š�����}�v���š�Z�����]�v�š���Œ�����Ÿ�}�v�������š�Á�����v���h�^�h�s�����v�����]�š�•���À�����š�}�Œ�•�U��
�Z�}�•�š�•�U�����v�������v�À�]�Œ�}�v�u���v�š���o���‰���Œ���u���š���Œ�•�X���^�]�v�������h�^�h�s�U�����•���t�E�s���]�•�������o�����š�}�������µ�•�����v���µ�Œ�}�o�}�P�]�����o�����]�•�����•�����]�v���Z�µ�u���v�•��
�]�v���‰���Œ�Ÿ���µ�o���Œ�����}�v���]�Ÿ�}�v�•�U���š�Z�������]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}�(���h�^�h�s���‰�}�•���•�������v���Á���‰�}�š���v�Ÿ���o���š�Z�Œ�����š���š�}���Z�µ�u���v���Z�����o�š�Z���]�v���š�Z�]�•�����Œ�����X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W���h�^�h�s�U���D�}�•�‹�µ�]�š�}���•�U���^�µ�Œ�À���]�o�o���v�����U���^�����•�}�v���o�����]�•�š�Œ�]���µ�Ÿ�}�v�U���>�}�u�����Œ���Ç 
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�W�ð�ô�X���^���Œ�}�‰�Œ���À���o���v�������}�(���t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•���]�v�����}�u���•�Ÿ�������}�v�l���Ç�•���]�v���š�Z�����^�‰�����]���o���E���š�µ�Œ����
�Z���•���Œ�À�����^�•���•���À�]�����_�U���^���Œ���]�� 
 
���]���v�����>�µ�‰�µ�o�}�À�]���í�Ž�U���d���u���“���W���š�Œ�}�À�]���í�U���'�}�•�‰���À�����>���Ì�]���í�U���s�o�����]�u�]�Œ���'���i���}�À�í�U�������i���v�����µ�P���Œ�•�l�]�í�U���^���À�����>���Ì�]���í 

 
�í���^���]���v�Ÿ�.�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]�� 
�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����v�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����]���v���›�v�]�À�X�v�•�X�����X�Œ�•�� 
 
West Nile virus (WNV) is a Flavivirus that is currently the most spread arbovirus in the world. The virus is 
maintained in nature in a bird-mosquito enzootic cycle. Humans and horses, as well as donkeys and other 
equids, are susceptible to WNV infection. There is not many available data on WNV infection in donkeys, 
since this is still a neglected area of research. The aim of this study was to access the presence of specific 
antibodies against WNV in blood sera of domestic donkeys in the Special Nature Reserve �^�•���•���À�]�����_�U in the 
Vojvodina Province, in the northern part of Serbia. In total, 53 randomly selected blood samples (51 females 
and 2 males) were collected during July 2022. The age of the donkeys varied from 3 to 10 years and all animals 
were apparently healthy with no evidence of clinical signs of the disease. Serological testing was conducted 
with WNV IgG enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and all obtained positive results were further 
verified by virus neutralisation test (VNT). For this purpose, anti-WNV IgG were analysed by commercial 
blocking ELISA (Ingezim West Nile Compac, Ingenasa, Spain), according to the manufacturer instructions. 
Furthermore, virus neutralization test was performed following the World Organization of Animal Health 
(WOAH) guidelines. The VNT was performed on MDBK cell lines (ATCC-CCL-22, LGG Standards) using virus 
strain lineage 2 WNV SRB - Novi Sad/12 (GenBank: KC407673.1), positive and negative control sera. The 
neutralizing titre of 1:2 and higher was considered positive. West Nile virus IgG antibodies were detected by 
ELISA in 46 (86.79 %) tested specimens while 7 (13.21 %) sera reacted negative. All ELISA seropositive samples 
were confirmed by VNT with the titar varying from <1:2 to >1:256.  Both ELISA and VNT results were fully 
correlated. Based on these serological findings, we can conclude that WNV is intensively circulating in the 
population of donkeys in Serbia. Many researchers believe that donkeys are resistant to West Nile virus 
infection and thus rarely get sick, which indicates that donkeys can serve as sentinel animals for WNV 
monitoring. Therefore, it is necessary to implement a risk assessment study and include donkeys in the 
national WNV surveillance program. 
  
Keywords: West Nile virus, donkeys, ELISA, virus neutralisation test, Serbia 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���d�Z�]�•���Á�}�Œ�l���Á���•���(�µ�v�����������Ç���š�Z�����D�]�v�]�•�š�Œ�Ç���}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���U���&�}�Œ���•�š�Œ�Ç�����v�����t ���š���Œ���D���v���P���u���v�š���}�(���Z���‰�µ���o�]�����}�(��
�^���Œ���]���U�����]�Œ�����š�}�Œ���š�����(�}�Œ�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���o���W���Ç�u���v�š�•�U�����Ç���š�Z�������}�v�š�Œ�����š���E�}�W���ò�ô�ì�r�ì�ì�r�ì�ì�ì�ð�î�l�í�l�î�ì�î�í���(�Œ�}�u���î�ð���^���‰�š���u�����Œ���î�ì�î�í 
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�W�ð�õ�X�����u�‰�o�]���}�v�r�����•���������}�u�‰�o���š�����P���v�}�u�����•���‹�µ���v���]�v�P���}�(���š�Z�����t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•�� 
 
�s�o�����]�u�]�Œ���'���i���}�À�í�Ž�U�����}�i���v�����d���“�}�À�]���î�U�����]���v�����>�µ�‰�µ�o�}�À�]���í�U���'�}�•�‰���À�����>���Ì�]���í�U���D�]�Z�����o�����<���À�Œ���v�ï�U�����o���l�•���v���Œ�����/�P�v�i���š�}�À�]����
���µ�‰�]�v���ï�U�����µ�“���v���W���š�Œ�]���ï�U�������i���v���s�]�����v�}�À�]���î�U���d���u���“���W���š�Œ�}�À�]���í 
 
�í���^���]���v�Ÿ�.�����s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����^�E�}�À�]���^�����_�U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]�� 
�î�s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���^�‰�����]���o�]�•�š���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����^�<�Œ���o�i���À�}�_�U���<�Œ���o�i���À�}�U���^���Œ���]�� 
�ï�>�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���(�}�Œ���u�����]�����o�����v�����À���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����v�š�}�u�}�o�}�P�Ç�U���&�����µ�o�š�Ç���}�(�����P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(���E�}�À�]���^�����U���E�}�À�]���^�����U���^���Œ���]�� 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���À�o�����]�u�]�Œ�X�P�›�v�]�À�X�v�•�X�����X�Œ�•�� 
 
With the advent of sequencing technologies and novel bioinformatics tools and analysis, new insights into 
the epidemiology and improved surveillance have been established in the field of virology. Whole genome 
sequencing (WGS) of WNV from clinical samples can provide tremendous insight into the epidemiology and 
evolution of the virus. However, there are some common difficulties in obtaining quality and sufficient 
sequence information: low copy number of viral genomes in samples and the error introduced by WGS 
techniques. To optimize detection and minimize error in WGS of WNV, we tested an amplicon-based 
approach using the Illumina MiniSeq platform. Viral RNA was extracted from a wild bird (rook) found dead 
and five pools of mosquitoes, followed by reverse transcription with LunaScript® RT SuperMix Kit (New 
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA, cat. no. E3010). Custom primers for amplicon generation were 
designed with the PrimalScheme tool by Te�“�}�À�]���� ���v���� �s�]�����v�}�À�]���� �����•������ �}�v WNV sequences retrieved from 
NCBI GenBank, which generated two pools of approximately 850bp overlapping amplicons that cover the 
whole genome. Amplicon cDNA was generated with Q5®HotStart High-Fidelity 2XMasterMix (New England 
Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA, cat. no. M0494S). Electrophoresis on 1.5% agarose gels was used for 
amplicon visualization. The pools were mixed together, followed by library preparation and sequencing on 
the MiniSeq platform �(�}�o�o�}�Á�]�v�P�� �š�Z���� �u���v�µ�(�����š�µ�Œ���Œ�•�[�� �‰�Œ�}�š�}���}�o�•. Total information of 3.2 Gbp was obtained 
from 345±5 K/mm2 density with 81.56±0.42% of the clusters passing quality control (QC) filters. Around 
90.16% of all Read1 and 92.43% from Read2 sequences contained high quality bases �š�Z���š���Á���Œ�����H Q30 (base 
calling QC standard). Quality of raw reads was checked with MultiQC (v1.12.0) and additional statistical raw 
read data was obtained with AfterQC (v0.20.4), low quality bases, primers and adapters were removed with 
Cutadapt (v1.8.3), BWA (v0.6), Samtools (v1.16.1) and iVar (v1.3.1) were used for reference guided genome 
assembly and weeSAM (v1.6) was used for coverage statistics. The MEGA 11 software was used for 
maximum-likelihood phylogenetic analysis. The complete genomes of all samples yielded equal or greater 
than 28000 sequence coverage depth. BLAST and phylogenetic analysis showed that all WN viruses belonged 
to lineage 2. Through this work, the successful use of the MiniSeq Platform for WNV amplicon-based whole 
genome sequencing has been demonstrated for samples of various origins and underlines the contribution 
of sequencing technologies for WNV surveillance and diagnostics. It also shows the ongoing presence and 
circulation of WNV in birds and mosquitoes in Serbia.  
 
Keywords: West Nile virus, next generation sequencing, bioinformatics, Illumina   
 
�&�µ�v���]�v�P�� �•�}�µ�Œ�����W���d�Z�]�•�� �Á�}�Œ�l�� �Á���•�� �(�µ�v�������� ���Ç�� �š�Z���� �D�]�v�]�•�š�Œ�Ç�� �}�(�� �^���]���v�����U�� �d�����Z�v�}�o�}�P�]�����o�� �����À���o�}�‰�u���v�š�� ���v���� �/�v�v�}�À���Ÿ�}�v�� �}�(��
�Z���‰�µ���o�]�����}�(���^���Œ���]�������Ç���š�Z�������}�v�š�Œ�����š���}�(���]�u�‰�o���u���v�š���Ÿ�}�v�����v�����(�µ�v���]�v�P���}�(���Œ���•�����Œ���Z���Á�}�Œ�l���}�(���E�/�s�r�E�^���]�v���î�ì�î�ï�U�����}�v�š�Œ�����š���E�}�W��
�ð�ñ�í�r�ì�ï�r�ð�ó�l�î�ì�î�ï�r�ì�í�l�î�ì�ì�ì�ï�í�X 
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�W�ñ�ì�X���W���š�Z�}�P���v���•�]�•�� �}�(�� �����P���Ì���� �À�]�Œ�µ�•�� �]�v�(�����Ÿ�}�v�� �]�v�� ���Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�o�Ç�� �]�v�(�����š������ �Œ�����r
�o���P�P�������‰���Œ�š�Œ�]���P���• 
 
�����š���Œ�]�v�����&�}�v�š�}�µ�Œ�����'�}�v�����o�À���Ì�í�X�î�Ž�U���&�Œ���v���]�•���}���>�o�}�Œ���v�š���ï�U�����o�]�•�����W� �Œ���Ì�r�Z���u�_�Œ���Ì�ï�U���D���Œ�]�������X���Z�]�•���o�����ð�U���D�]�P�µ���o�����v�P���o��
�:�]�u� �v���Ì�r���o���À���Œ�}�ï�U���h�Œ�•�µ�o�����,�‚�G���í 
 
�í���^�����]�}���~�,�����o�š�Z�����v�������]�}�š�����Z�v�}�o�}�P�Ç�•���Z���•�����Œ���Z���'�Œ�}�µ�‰�U���^�‰���v�]�•�Z���'���u�������v�����t�]�o���o�]�(�����Z���•�����Œ���Z���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����/�Z�������~���^�/���r�h���>�D�U��
���]�µ���������Z�����o�U���^�‰���]�v 
�î���h�v�]�À���Œ�•�]�������������}���W�}�Œ�š�}�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�������}�����u�����]�}���]�À���Œ�•�]���������������Z�����µ�Œ�•�}�•���'���v� �Ÿ���}�•�U���s���]�Œ���}�U���W�}�Œ�š�µ�P���o 
�ï�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v���^���v�]�����������v�]�u���o���~���/�^���r�/�E�/���•�U�����^�/���U���s���o�����}�o�u�}�•�U���^�‰���]�v�X 
�ð�������‰���Œ�š���u���v�š�}�������� ���v���š�}�u�_���� �Ç�� ���v���š�}�u�_���� �W���š�}�o�•�P�]������ ���}�u�‰���Œ�������•�� �Ç�� �d�}�Æ�]���}�o�}�P�_���U�� �'�Œ�µ�‰�}�� ������ �/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�� �'�/�^���•�U�� �h�/����
�•�}�}�v�}�•�]�•���Ç�����v�(���Œ�u�����������•�����u���Œ�P���v�š���•�����E�•�K���D�U���h�v�]�À���Œ�•�]�����������������•�Œ���}�����U�����•�Œ���}�����U���^�‰���]�v�X 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�������š���Œ�]�v���(�P�}�v�����o�À���•�›�P�u���]�o�X���}�u�� 
 
Bagaza virus (BAGV) is a mosquito-borne flavivirus of the Ntaya serocomplex that emerged in 2010 in Spain 
in an outbreak in gamebirds, primarily red-legged partridges. It reappeared in 2019 and again in 2021 when 
it emerged also in Portugal. An experimental infection confirmed the high susceptibility of red-legged 
partridges to the virus and direct transmission to uninfected contacts. Here we study pathogenesis and viral 
antigen distribution in experimentally infected partridges in comparison to what was found in field cases.  
�^�]�Æ�š�����v���.�À���r�u�}�v�š�Z�r�}�o�����Œ�����r�o���P�P�������‰���Œ�š�Œ�]���P���•���Á���Œ�����]�v�}���µ�o���š�������Á�]�š�Z�������'�s���~�•�š�Œ���]�v���^�‰���]�v���Z�>�W�r�,�����í�l�î�ì�í�ì�•�X���&�}�µ�Œ��
�������]�Ÿ�}�v���o���‰���Œ�š�Œ�]���P���•���Á���Œ�����l���‰�š�����•�����}�v�š�����š�•���]�v���š�Z�����•���u���������P���U�����v�����š���v���•�Z���u�r�]�v�}���µ�o���š�������‰���Œ�š�Œ�]���P���•�����•�����}�v�š�Œ�}�o�•�X��
�d�Á�}���‰���Œ�š�Œ�]���P���•���Á���Œ�������µ�š�Z���v�]�Ì���������š���ð�U���ó�����v�����í�ì�������Ç�•���‰�}�•�š�r�]�v�(�����Ÿ�}�v���~���‰�]�•�����v�������v�}�š�Z���Œ���š�Z�Œ���������]�Œ���•�����]�������}�v�������Ç�•��
�ò�U�� �ó�� ���v���� �í�ì�� ���‰�]�U���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�X���d�]�•�•�µ���•�� �~���Œ���]�v�U���o�µ�v�P�U���‰���v���Œ�����•�U���o�]�À���Œ�U���l�]���v���Ç�U���•�‰�o�����v�U���Z�����Œ�š�U�����µ�Œ�•���� �}�(�� �&�����Œ�]���]�µ�•�U��
�o���Œ�P�������v�����•�u���o�o���]�v�š���•�Ÿ�v���•�•���Á���Œ�����.�Æ�������]�v���í�ì�9���v���µ�š�Œ���o�����µ�+���Œ�������(�}�Œ�u���o�]�v�����v�����‰�Œ�}�����•�•�������(�}�Œ���Z�]�•�š�}�‰���š�Z�}�o�}�P�Ç�����v����
�]�u�u�µ�v�}�Z�]�•�š�}���Z���u�]�•�š�Œ�Ç�X���^�o�]�����•���Á���Œ�����•���}�Œ�������(�}�Œ���o���•�]�}�v���•���À���Œ�]�š�Ç�����v�����v�µ�u�����Œ�����v�����š�Ç�‰�����}�(���À�]�Œ���o�����v�Ÿ�P���v���‰�}�•�]�Ÿ�À����
�����o�o�•���‰���Œ���ì�X�î�u�u�î�X�� 
Partridges euthanized at 4 dpi only had congestion and inflammatory infiltrates in spleen and heart, while 
from 7dpi on, the main findings were congestion and endothelial hypertrophy in addition to mononuclear 
inflammatory infiltrates in the spleen, kidney, liver and heart. Perivascular cuffs of inflammatory cells, 
endothelial cell swelling, and neuronal necrosis and gliosis were observed in the brain, especially of birds 
euthanized/dead on 10 dpi. Hemosiderosis, one of the hallmarks of BAGV infection in free-living red-legged 
partridges, was only observed sporadically. BAGV antigen was found on 4 dpi in the caeca and spleen. On 7 
and 10 dpi, BAGV antigen were mostly identified in the spleen, bursa, heart, and kidney. No BAGV antigen 
was detected in the brain except for two Purkinje cells in the cerebellum of a bird that died on 7dpi. 
�s�]�Œ���o�����]�•�š�Œ�]���µ�Ÿ�}�v���}�(�����Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�o�Ç�������'�s���]�v�(�����š�������Œ�����r�o���P�P�������‰���Œ�š�Œ�]���P���•���•�Z�}�Á�•���À�]�Œ���o���š�Œ�}�‰�]�•�u���(�}�Œ�����v���}�š�Z���o�]���U��
�]�v�G���u�u���š�}�Œ�Ç�������o�o�•�����v���������Œ���]�}�u�Ç�}���Ç�š���•�U�����v�������]�+���Œ�•���(�Œ�}�u���š�Z�����‰���š�Z�}�o�}�P�Ç���}�(���.���o�����]�v�(�����š���������]�Œ���•���]�v���š�Z�����o�����l���}�(��
�Z���u�}�•�]�����Œ�}�•�]�•�����v�����À���Œ�Ç���•�����Œ�������‰�Œ���•���v�������}�(���š�Z�������v�Ÿ�P���v���]�v���š�Z�������Œ���]�v�X�����}�š�Z���u���Ç���������Œ���o���š�������š�}���������]�Ÿ�}�v���o���(�����š�}�Œ�•��
�]�v���š�Z�����.���o�����}�Œ���š�Z�����Ÿ�u���‰�}�]�v�š���}�(���������š�Z�����L���Œ���]�v�(�����Ÿ�}�v�X 
 
Keywords: Bagaza virus, gamebird, histopathology, immunohistochemistry 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�����W���&�µ�v�����������Ç�����'�>�î�ì�í�í�r�í�ï�ò�ï�ð�r�������v�����W�Œ�}�i�����š���î�ò�í�ï�õ�í�����µ�Œ�}�t���•�š�E�]�o�� 
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�W�ñ�í�X���t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•���~�t�E�s�•���•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������]�v�������v�u���Œ�l 
 
�>�}�µ�]�•�����>�}�Z�•���í�Ž�U���d�Z�}�u���•�����X���Z���•�u�µ�•�•���v�í�U�����v�v���^�}�.�����K�o���•���v�í�U���Z���v� �����†���l���Œ�î�U���:���•�‰���Œ���:�X���D�����•���v�ï�U���<���•�‰���Œ���d�Z�}�Œ�µ�‰�ï 
 
�í�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���s�]�Œ�µ�•�����v�����D�]���Œ�}���]�}�o�}�P�]�����o���^�‰�����]���o�����]���P�v�}�•�Ÿ���•�U���^�š���š���v�•���^���Œ�µ�u���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�U�����}�‰���v�Z���P���v�U�������v�u���Œ�l 
�î�������‰���Œ�š�u���v�š���}�(���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç�����v�������v�]�u���o���^���]���v�����•�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���}�(�����}�‰���v�Z���P���v�U�����}�‰���v�Z���P���v�U�������v�u���Œ�l 
�ï�����}�‰���v�Z���P���v�� ���]�Œ���� �Z�]�v�P�]�v�P�� �����v�š�Œ���U���E���š�µ�Œ���o�� �,�]�•�š�}�Œ�Ç�� �D�µ�•���µ�u�� �}�(�� �����v�u���Œ�l�U���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç�� �}�(�� ���}�‰���v�Z���P���v�U�����}�‰���v�Z���P���v�U��
�����v�u���Œ�l 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W���o�}�o�}�›�•�•�]�X���l�� 
 
�t���•�š���E�]�o�����&���À���Œ���~�t�E�&�•���]�•�������À�����š�}�Œ�����}�Œ�v�����]�v�(�����Ÿ�}�v�������µ�•���������Ç���t���•�š���E�]�o�����s�]�Œ�µ�•���~�t�E�s�•�U�������•�]�v�P�o���r�•�š�Œ���v���������Z�E����
�À�]�Œ�µ�•�������o�}�v�P�]�v�P���š�}���š�Z�����&�o���À�]�À�]�Œ�]���������(���u�]�o�Ç�X���d�Z�����À�]�Œ�µ�•���]�•�����]�Œ���µ�o���Ÿ�v�P���]�v�����µ�Œ�}�‰�������v�����Z���•���•�‰�Œ���������(�Œ�}�u���^�}�µ�š�Z���š�}�Á���Œ���•��
�E�}�Œ�š�Z�����µ�Œ�]�v�P���š�Z�����o���•�š���������������•�U���Œ�������Z�]�v�P���'���Œ�u���v�Ç�����v�����š�Z�����E���š�Z���Œ�o���v���•���]�v���î�ì�í�ô�����v�����î�ì�î�ì�U���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�X��
���]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}�(���À�]�Œ�µ�•���Á�]�š�Z�]�v���š�Z�����Z�}�•�š���~���]�Œ���•�����v�����À�����š�}�Œ���~�u�}�•�‹�µ�]�š�}�•���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v���}�������•�]�}�v���o�o�Ç���P�]�À���•���Œ�]�•�����š�}���•�‰�]�o�o�r�}�À���Œ��
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The results from the last 12 years of annual surveillance shows that WNV have not been detected in host or 
vector populations in Denmark. Migratory birds, normally show a seroprevalence of WNV-ab in 1 - 6% of 
total tested birds, however in 2022, blood samples from 31 out of 243 birds (~12%) showed positive 
reactions. 
�t�E�s�� �]�•�� �v�}�š�� �Ç���š�� �����š�����š������ �]�v�� �����v�u���Œ�l�U�� �����•�‰�]�š���� ���]�Œ���µ�o���Ÿ�v�P�� �]�v�� �}�µ�Œ�� �v���]�P�Z���}�µ�Œ�]�v�P�� ���}�µ�v�š�Œ�]���•�� �š�}�� �š�Z���� �^�}�µ�š�Z�X�� �d�Z����
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Keywords: West Nile virus, WNV, surveillance, vector borne  
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�t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•���~�t�E�s�•���]�•���•�]�v�P�o���r�•�š�Œ���]�v�������Z�E�����À�]�Œ�µ�•���Á�Z�]���Z�������v�����+�����š�•�����]�Œ���•�U���Z�µ�u���v�•�����v�����Z�}�Œ�•���•�����v���������µ�•���•��
���•�Ç�u�‰�š�}�u���Ÿ���� �]�v�(�����Ÿ�}�v�U���u�]�o���� �(�����Œ�]�o���� ���]�•�����•���U�� �v���µ�Œ�}�o�}�P�]�����o�� ���v���l�}�Œ�� �•�Ç�•�š���u���Ÿ���� ���]�•�����•���� ���v���� �������š�Z�X�� �d�Z�]�•�� �À�]�Œ�µ�•��
�����o�}�v�P�•���š�}���(���u�]�o�Ç���&�o���À�]�À�]�Œ�]�������U���P���v�µ�•���&�o���À�]�À�]�Œ�µ�•�X���E�]�v�����P���v���Ÿ�����o�]�v�����P���•���Z���À�����������v�������•���Œ�]�������U���Á�Z�]�o�����o�]�v�����P�����í��
���v�����o�]�v�����P�����î�����Œ�����š�Z�����u�}�•�š���]�u�‰�}�Œ�š���v�š���(�}�Œ���Z�µ�u���v�����]�•�����•�������v�����š�Z���Ç�����Œ�����š�Z�����u�}�•�š���‰���š�Z�}�P���v�]�����o�]�v�����P���•�X���/�š�������v��
�Œ���‰�o�]�����š���� �]�v�� ���]�Œ���•�U�� �u�}�•�‹�µ�]�š�}���•�U�� �Ÿ���l�•�U�� �Œ���‰�Ÿ�o���•�U�����u�‰�Z�]���]���v�•�U�����v���� �u���u�u���o�•�X�� �d�Z���� �À�]�Œ�µ�•�� ���]�Œ���µ�o���š���•�� �����š�Á�����v��
�u�}�•�‹�µ�]�š�}���•�����•���À�����š�}�Œ�•�����v�������]�Œ���•�����•���‰�Œ�]�u���Œ�Ç���Z�}�•�š�•�X���,�}�Œ�•���•�����v�����Z�µ�u���v�•�����Œ�����������������v�����Z�}�•�š�X���D�}�•�‹�µ�]�š�}���•�����Œ����
�Œ���•�‰�}�v�•�]���o�����(�}�Œ���š�Z�������v�Ì�}�}�Ÿ�������]�Œ���µ�o���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����À�]�Œ�µ�•�X���^�]�v�������š�Z���������P�]�v�v�]�v�P���}�(���š�Z�����î�ì�î�î���š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v���•�����•�}�v�����v����
���•���}�(���ó���^���‰�š���u�����Œ���î�ì�î�î�U���^���Œ���]�����Z���•���Œ���‰�}�Œ�š�������í�ï�ì���Z�µ�u���v�������•���•���}�(���t�E�s���]�v�(�����Ÿ�}�v�����v�����•���À���v���������š�Z�•�X���d�Z�������]�u��
�}�(���š�Z�]�•���•�š�µ���Ç���]�•���]�����v�Ÿ�.�����Ÿ�}�v�����v�����u�}�o�����µ�o���Œ�����Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���Ÿ�}�v���}�(���t�E�s�������š�����š�������]�v���u�}�•�‹�µ�]�š�}�����µ�Œ�]�v�P���u�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P��
�‰�Œ�}�P�Œ���u���]�v���^���Œ���]�����]�v���î�ì�î�î�X 
�W�}�}�o���}�(���u�}�•�‹�µ�]�š�}���•���Á���•�����}�o�o�����š�������]�v���a�µ�u�����]�i�������]�•�š�Œ�]���š���]�v���:�µ�o�Ç���î�ì�î�î�X���Z�E�������Æ�š�Œ�����Ÿ�}�v���Á���•���‰���Œ�(�}�Œ�u�������µ�•�]�v�P�����v��
���µ�š�}�u���Ÿ���� ���Æ�š�Œ�����Ÿ�}�v�� �����À�]������ ���v���� �š���•�š������ �µ�•�]�v�P�� �Œ�����o�r�Ÿ�u���� �‰�Œ�}�š�}���}�o�� �����•���Œ�]�������� �]�v�� �K�/���� �u���v�µ���o�X�� �/�v�� �}�Œ�����Œ�� �š�}��
�����š���Œ�u�]�v���� �P���v�}�š�Ç�‰���� �}�(�� �š�Z���� �À�]�Œ�µ�•�U�� �Á�Z�}�o���� �P���v�}�u���� �•���‹�µ���v���]�v�P�� �Á���•�� �‰���Œ�(�}�Œ�u������ �µ�•�]�v�P�� ���� �u�µ�o�Ÿ�‰�o���Æ�� �W���Z�������•������
�Z�]�P�Z�r�š�Z�Œ�}�µ�P�Z�‰�µ�š���•���‹�µ���v���]�v�P���‰�Œ�}�š�}���}�o���}�v���š�Z�����K�Æ�(�}�Œ�����E���v�}�‰�}�Œ�����D�]�v�/�K�E���‰�o���ž�}�Œ�u�X���d�Z�����Z�}�u�}�o�}�P�Ç���}�(���}���š���]�v������
�v�µ���o���}�Ÿ�������•���‹�µ���v�������Á�]�š�Z���l�v�}�Á�v���]�•�}�o���š���•���]�����v�Ÿ�.�������]�v���^���Œ���]�������v�����v���]�P�Z���}�µ�Œ�����}�µ�v�š�Œ�]���•���]�v���‰�Œ���À�]�}�µ�•���Ç�����Œ�•���Á���•��
���•�•���•�•�����X 
���>���^�d�� ���v���o�Ç�•�]�•�� �Á���•�� �‰���Œ�(�}�Œ�u������ �Á�]�š�Z�� �š�Z���� �}���š���]�v������ �•���‹�µ���v�����X�� �K�µ�Œ�� �•���‹�µ���v������ �•�Z�}�Á������ �í�ì�ì�9�� �Z�}�u�}�o�}�P�Ç�� �Á�]�š�Z��
�•���‹�µ���v�������}�(���š�Z�����t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•���]�•�}�o���š�����^�����l�í�î�U���õ�õ�U�õ�ó�9���Z�}�u�}�o�}�P�Ç���Á�]�š�Z���š�Z�����•���‹�µ���v�������}�(���t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•���]�•�}�o���š����
�t�E�s�l�^�Z���l���µ�Œ�µ�P�r�ñ�ô�ó�í�l�î�ì�í�ô�U���õ�õ�U�ò�í�9���Z�}�u�}�o�}�P�Ç���Á�]�š�Z���š�Z�����•���‹�µ���v�������}�(���t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•���•�š�Œ���]�v�����µ�•�š�Œ�]���l�î�ì�ì�ô�z�P�Z��
���v�����õ�õ�U�ð�ó�9���Z�}�u�}�o�}�P�Ç���Á�]�š�Z���š�Z�����•���‹�µ���v�������}�(���t���•�š���E�]�o�����À�]�Œ�µ�•���]�•�}�o���š�����E�������^���v�š���r�'�Œ���������r�î�ì�í�ì�X���K�µ�Œ���‰�Z�Ç�o�}�P���v���Ÿ����
���v���o�Ç�•�]�•���}�(���š�Z�����Á�Z�}�o�����P���v�}�u�����•���‹�µ���v���������o�}�v�P���Á�]�š�Z���š�Z�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P���•���‹�µ���v�����•���(�Œ�}�u���•���À���Œ���o���}�š�Z���Œ���•�š�Œ���]�v�•��
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�]�u�‰�}�Œ�š���v�š���(�}�Œ���š�Z�����µ�v�����Œ�•�š���v���]�v�P���}�(���u�}�o�����µ�o���Œ�����‰�]�Ì�}�}�Ÿ�}�o�}�P�Ç�����v�������}�µ�o�����������µ�•�������(�}�Œ���š�Z���������š���Œ�u�]�v�]�v�P���š�Z�����}�Œ�]�P�]�v�•��
���v�����P���}�P�Œ���‰�Z�]�����o�����]�•�š�Œ�]���µ�Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����À�]�Œ�µ�•�X�����š���š�Z�����•���u�����Ÿ�u���U���Á���������v���š�Œ�����l�����Z���v�P���•���]�v���À�]�Œ���o���•���‹�µ���v���������µ�Œ�]�v�P��
�š�Z�����Ÿ�u���X 
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���(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ���•�]�v�������]�š�•���Œ���]�v�š�Œ�}���µ���Ÿ�}�v���]�v���'���}�Œ�P�]�����]�v���î�ì�ì�ó���Z���•���•�‰�Œ�������������Œ�}�•�•�����µ�Œ�}�‰���U���^�}�µ�š�Z�����•�š�����•�]�������v����
�����Œ�]���������v�X�����E�^���^���W�o�}�µ�(�Œ���P���v���o�����}�Œ���š�}�Œ�Ç���Z���•���Œ�������v�š�o�Ç�������À���o�}�‰���������v�����Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o���À�������]�v���������v���]�����š���U�����^�&�s�r
�õ�ô�õ�U�����Ç���š�Z���Œ�u�}�r���©���v�µ���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����Z�]�P�Z�o�Ç���À�]�Œ�µ�o���v�š���‰���v�����u�]�������^�&�s���•�š�Œ���]�v���'���}�Œ�P�]�����î�ì�ì�ó�l�í�X�����^�&�s�r�õ�ô�õ���Z���•���‰�Œ�}�À���v��
�š�}���������•���(�������v�����Z�]�P�Z�o�Ç�����8�������]�}�µ�•���]�v�����Z���o�o���v�P�����•�š�µ���]���•���µ�•�]�v�P���š�Z�����‰���Œ���v�š���o���•�š�Œ���]�v�U�����]�š�Z���Œ�����Ç���]�v�š�Œ���u�µ�•���µ�o���Œ���~�/�D�•���}�Œ��
�}�Œ�}�v���•���o���~�K�E�•���Œ�}�µ�š���•�X���d�Z�����v���Æ�š���•�š���‰���š�}���‰���•�•���(�}�Œ���(�µ�Œ�š�Z���Œ���À�������]�v���������À���o�}�‰�u���v�š���]�•���š�Z�����������‰�š���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�������^�&�s�r
�õ�ô�õ�r�W���D���P�Œ�}�Á�v���}�v���‰�}�Œ���]�v�������o�À���}�o���Œ���u�����Œ�}�‰�Z���P���•�U���š�}���������}�v�Ÿ�v�µ�}�µ�•�������o�o���o�]�v���X�� 
�,���Œ���U���Á�����Á�]�o�o���‰�Œ���•���v�š�������š���������u�}�v�•�š�Œ���Ÿ�v�P���š�Z�����•�µ�������•�•�(�µ�o���������‰�š���Ÿ�}�v���}�(�����^�&�s�r�õ�ô�õ���š�}���P�Œ�}�Á���}�v���^�Á�]�v�����d���•�Ÿ�•���~�^�d�•��
�����o�o�•�U���Á�]�š�Z�������Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v���l�]�v���Ÿ���•���•�]�u�]�o���Œ���š�}���š�Z�������^�&�s�r�õ�ô�õ�r�W���D�X���� 
�/�v�� �À�]�À�}�U���î�í�� �•�‰�����]�.���� �‰���š�Z�}�P���v�� �(�Œ������ �‰�]�P�•�� �]�v�}���µ�o���š������ �Á�]�š�Z�� �š�Z���� ���^�&�s�r�õ�ô�õ�r�^�d�� �•�š�Œ���]�v�U�� ���]�š�Z���Œ�� �/�D�� �~�í�ï�•�� �}�Œ�� �K�E�� �~�ô�•�U��
���Æ�Z�]���]�š�������}�v�o�Ç�������(���Á�������•���•���}�(���Z�Ç�‰���Œ�š�Z���Œ�u�]�����(�Œ�}�u�����ð���š�}�����õ���‰�}�•�š�r�]�v�}���µ�o���Ÿ�}�v���~�‰�]�•�����v���������•�u���o�o���������Œ�����•�����}�(���P�Œ�}�Á�š�Z��
�‰���Œ�(�}�Œ�u���v�����•�����µ�Œ�]�v�P���š�Z�����.�Œ�•�š���Á�����l���‰�]�X�����v�]�u���o�•���]�u�u�µ�v�]�Ì�������Á�]�š�Z���š�Z�������^�&�s�r�õ�ô�õ�r�^�d���•�š�Œ���]�v���•�Z�}�Á�����������o�}�Á���À�������]�v����
�À�]�Œ���u�]���� �����š�Á�����v�� ���ï�� �š�}�����î�ó�‰�]�� �]�v�� ���o�o�� �/�D���]�v�}���µ�o���š������ ���v���� �]�v�� �ó�l�ô�� �K�E�� �]�v�}���µ�o���š������ �‰�]�P�•�X�����^�&�s�� �•�‰�����]�.���� ���v�Ÿ���}���]���•��
�Á���Œ���������š�����š�������(�Œ�}�u�����í�í�‰�]�U�����v�������^�&�s���•�‰�����]�.���������o�o���u�����]���š�������Œ���•�‰�}�v�•�������š�����í�ï�‰�]�X 
�/�v���‰�]�P�•���]�u�u�µ�v�]�Ì�������Á�]�š�Z���š�Z�������^�&�s�r�õ�ô�õ�r�^�d���•�š�Œ���]�v���š�Z���v�����Z���o�o���v�P�������ð���Á�����l�•���o���š���Œ���Á�]�š�Z���š�Z�����'���}�Œ�P�]�����î�ì�ì�ó�l�í���•�š�Œ���]�v�U��
�í�l�ò���‰�]�P�•���]�u�u�µ�v�]�Ì�������/�D�������À���o�}�‰���������^�&���•�Ç�u�‰�š�}�u�•���(�Œ�}�u�����ò���‰�}�•�š�����Z���o�o���v�P�����~�‰���•�����v�����Z�������š�}�����������µ�š�Z���v���Ÿ�Ì���������š��
���ô�‰���U���Á�Z���v���š�Z�����ñ���}�š�Z���Œ���‰�]�P�•���}�v�o�Ç�����]�•�‰�o���Ç�������o���š�������v�����o�]�P�Z�š���Z�Ç�‰���Œ�š�Z���Œ�u�]���X���K�v�o�Ç���}�v�����K�E���]�u�u�µ�v�]�Ì�������‰�]�P�����]�•�‰�o���Ç������
�Z�Ç�‰���Œ�š�Z���Œ�u�]�������µ�Œ�]�v�P���}�v���������Ç���‰���X���/�v�����}�v�š�Œ���•�š�U���š�Z�����ï���v�}�v�r�]�u�u�µ�v�]�Ì�������‰�]�P�•���‰�Œ���•���v�š�����������(���š���o�����À�}�o�µ�Ÿ�}�v���]�v���o���•�•��
�š�Z���v���í���Á�����l�X 
�/�v�� ���^�&�s�r�õ�ô�õ�r�^�d�� �]�u�u�µ�v�]�Ì������ �‰�]�P�•�U�� �Á���� �•���Á�� ���� �•�š�Œ�}�v�P�� ���}�v�š�Œ�}�o�� �}�(�� �š�Z���� �'���}�Œ�P�]���� �•�š�Œ���]�v�� �À�]�Œ���u�]���� ���}�u�‰���Œ������ �š�}�� �v�}�v�r
�]�u�u�µ�v�]�Ì�������‰�]�P�•�X���'���}�Œ�P�]�����•�š�Œ���]�v���À�]�Œ���u�]�����Á���•�������š�����š�������]�v���ñ�l�ò���‰�]�P�•���]�u�u�µ�v�]�Ì�������/�D�U�����v�����}�v�o�Ç���]�v���í�l�ò���‰�]�P�•���~�í���Ÿ�u����
�‰�}�]�v�š�•���(�}�Œ���š�Z�����K�E���]�u�u�µ�v�]�Ì�������‰�]�P�•�X 
�/�v�� �•�µ�u�u���Œ�Ç�U�� �š�Z���� ���^�&�s�r�õ�ô�õ�r�^�d�� �‰�Œ���•���v�š������ ���� �À���Œ�Ç�� �P�}�}���� �•���(���š�Ç�� ���v���� ���8�������Ç�� �(�}�Œ�� �K�E���]�u�u�µ�v�]�Ì���Ÿ�}�v�X�� �&�}�Œ�� �/�D��
�]�u�u�µ�v�]�Ì���Ÿ�}�v�U���š�Z�������^�&�r�õ�ô�õ�r�^�d���Á���•���•���(���Œ���š�Z���v���š�Z�����}�Œ�]�P�]�v���o�����^�&�s�r�õ�ô�õ�r�W���D�����µ�š���o���•�•�����8���]���v�š�U���‰�Œ�}�������o�Ç�����µ�����š�}������
�•�µ���}�‰�Ÿ�u���o�����}�•���X�� 
�d�Z���Œ���(�}�Œ���U�� �š�Z���� ���^�&�s�r�õ�ô�õ�r�^�d�� �•�š�Œ���]�v�� �o�}�}�l�•�� �o�]�l���� ���� �À���Œ�Ç�� �P�}�}���� �À�������]�v���� �����v���]�����š���� �š�Z���š�� �����v�� ������ �����u�]�v�]�•�š���Œ������
�}�Œ�}�v���•���o�o�Ç�U���������Œ�]�Ÿ�����o�����©�Œ�]���µ�š�����(�}�Œ���‰�}�š���v�Ÿ���o���À�������]�v���Ÿ�}�v���}�(���Á�]�o�������}���Œ�•���‰�}�‰�µ�o���Ÿ�}�v�•�X���&�µ�Œ�š�Z���Œ���•�š�µ���]���•�����Œ�����v������������
�š�}�����À���o�µ���š�����]�š�•���•�š�����]�o�]�š�Ç�����v�����]�v���Œ�����•�����]�š�•�����8�������Ç���(�}�Œ���/�D���‰�]�P���À�������]�v���Ÿ�}�v�X�� 
 
�<���Ç�Á�}�Œ���•�W�����(�Œ�]�����v���•�Á�]�v�����(���À���Œ�U���À�������]�v���U���o�]�À�������©���v�µ���š�������À�]�Œ�µ�•�U�������o�o���o�]�v�� 
 
�&�µ�v���]�v�P���•�}�µ�Œ�������}�Œ�������l�v�}�Á�o�����P���u���v�š�W���d�Z�������µ�š�Z�}�Œ�•���š�Z���v�l���š�Z�����^���d�d���K�µ���•�š���s���o�}�Œ�]�•���Ÿ�}�v���(�}�Œ���]�š�•���.�v���v���]���o���•�µ�‰�‰�}�Œ�š 
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�~���µ�š�}�v�}�u�}�µ�•�•�� �>�]�À���� �����o�o�� �À�]�•�µ���o�]�Ì���Ÿ�}�v�� �}�(�� ���(�Œ�]�����v�� �^�Á�]�v���� �&���À���Œ�� �s�]�Œ�µ�•�� ���E����
�Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v���(�}�Œ���š�Z�������]�•���}�À���Œ�Ç���}�(�����v�Ÿ�À�]�Œ���o�����}�u�‰�}�µ�v���• 
 
���o�]���]���� �D���•�í�U�ð�Ž�U���s���Œ�•�v�]������ �D���Œ�¡�v�í�U�� �������š�Œ�]�Ì�� �'�µ���Œ�Œ���í�U�� �&�Œ���v���l�� �'���o�o���Œ���}�î�U�� �D�]�o���P�Œ�}�•�� �'�µ���Œ�Œ���ï�U�� ���Œ�µ�v�}�� �,���Œ�v�����Ì�ï�U��
�'���Œ�u���v�����v���Œ� �•�í�U�ï�U�����o�_�����o���i�}�í 
 
�í�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v��� �̂��v�]���������� �v�]�u���o���~�/�E�/���r���^�/���•�U���s���o�����}�o�u�}�•�U���^�‰���]�v 
�î���E���}�s�]�Œ�d�����Z���^����̂U���d�}�µ�o�}�µ�•���U���&�Œ���v������ 
�ï�������v�š�Œ�}�����������]�}�o�}�P�_�����D�}�o�����µ�o���Œ���^�^���À���Œ�}���K���Z�}���_���~���^�/���r�h���D�•�U���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v 
�ð���/�E�D�/�s���d���~�h���D�•�U���D�����Œ�]���U���^�‰���]�v 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����o�]�u���•�›�µ���u�X���•�� 
 
African swine fever (ASF) is a reemerging swine disease that has severely disturbed the global pig farming 
industry due to its uncontrolled spread throughout several countries in Europe and Asia and, more recently, 
the Americas. Efficient vaccines or specific treatments are not available yet. Therefore, development of 
methods for the rapid screening of novel antiviral compounds are of relevance and may contribute in the 
effort to contain this disease. Here, we have adapted a system derived from bacterial DNA-binding protein 
(ANCHORTM) for the live cell fluorescent detection of ASF virus replication and show its efficiency for the 
discovery of compounds displaying antiviral activity in cell culture. 
�� ���‰�o���•�u�]�����������Œ�]�v�P�����o�o���P���v���Ÿ�������o���u���v�š�•���Œ���‹�µ�]�Œ�������(�}�Œ���•�‰�����]�.�������E�����š���P�P�]�v�P���]�v���À�]�À�}�����v�����(�}�Œ���•�]�š�����•�‰�����]�.����
�]�v�š���P�Œ���Ÿ�}�v���]�v�š�}���š�Z�������^�&�s�r�����ó�í�s���•�š�Œ���]�v���P���v�}�u�����Á���•�����}�v�•�š�Œ�µ���š���������v�����µ�•�������š�}���P���v���Œ���š�������v�����]�•�}�o���š�����š�Z����
���}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P���À�]�Œ�µ�•���~���^�&�s�z�����ó�í�s�z���E���,�K�Z�•�����Ç���Z�}�u�}�o�}�P�}�µ�•���Œ�����}�u���]�v���Ÿ�}�v�����v�������}�v�•�����µ�Ÿ�À�����Œ�}�µ�v���•���}�(��
�‰�o���‹�µ�����•���o�����Ÿ�}�v���}�v���s���Œ�}�������o�o�•�X���E�'�^�U���t���•�š���Œ�v�����o�}�š�U���]�u�u�µ�v�}�G�µ�}�Œ���•�����v���������v�������o�����š�Œ�}�v���u�]���Œ�}�•���}�‰�Ç�����•�•���Ç�•�����o�}�v�P��
�Á�]�š�Z���•�š���v�����Œ���� �P�Œ�}�Á�š�Z�����•�•���Ç�•�� �}�v�� �s���Œ�}�� �����o�o�� �u�}�v�}�o���Ç���Œ�•�� �Á���Œ���� �µ�•������ �š�}�� ���Z���Œ�����š���Œ�]�Ì���� �š�Z���� �À�]�Œ�µ�•�X���s���Œ�}�������o�o�•�� �Á���Œ����
�]�v�(�����š�������Á�]�š�Z�����^�&�s�z�����ó�í�s�z���E���,�K�Z�����v�����]�v���µ�����š�������Á�]�š�Z�����]�•�����v�Ì�]�u�]�����•���,�}�����Z�•�š���ï�ï�ï�ð�î�����v�����,�}�����Z�•�š���ï�ï�î�ñ�ô��
���v���� �G�µ�}�Œ���•�����v������ �]�v�š���v�•�]�š�Ç�� �Á���•�� �����š���Œ�u�]�v������ ���Ç�� �G�}�Á�� ���Ç�š�}�u���š�Œ�Ç�� �}�Œ�� ���}�v�(�}�����o�� �o���•���Œ�� �•�����v�v�]�v�P�� �u�]���Œ�}�•���}�‰�Ç�� ���•�� ����
���]�Œ�����š���u�����•�µ�Œ�����}�(���À�]�Œ�µ�•���Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v�X 
ASFV_Ba71V_ANCHOR shows a specific labelling of viral replication sites at late times of infection, starting at 
approximately 6 hours post infection with increasing number and intensity of fluorescent spots during virus 
replication. Correlative light electron microscopy together with immunofluorescence assays showed that the 
staining is mostly restricted to replicative centres within the viral factory. To show that this live tagged system 
can be used to evaluate putative antiviral compounds, we tested two bisbenzimides which have been shown 
to inhibit replication of the distantly related Vaccinia Virus. H33258 showed a specific dose dependent effect 
on the number of fluorescent cells and mean intensity of detected fluorescence, which perfectly correlated 
with the antiviral effect as assessed by standard virus growth assays. 
�t�����Z���À���������À���o�}�‰���������v�����&�^�s���P���v�}�u�����Á�Z���Œ�����]�v�(�����Ÿ�}�v�U���Œ���‰�o�]�����Ÿ�}�v�����v�����‰�Œ�}�‰���P���Ÿ�}�v�������v���À�]�•�µ���o�]�Ì���������]�Œ�����š�o�Ç���]�v��
�o�]�À�]�v�P�������o�o�•�X���K�µ�Œ���•�Ç�•�š���u���]�•�����}�u�‰���Ÿ���o�����Á�]�š�Z���Z�]�P�Z�r���}�v�š���v�š���G�µ�}�Œ���•�����v���������v���o�Ç�•���•�����v���������v�������������•�]�o�Ç���������‰�š�������š�}��
�À�]�Œ�µ�o���v�š�U���v�}�v�r���©���v�µ���š�������•�š�Œ���]�v�•�X���h�•�]�v�P���]�u���P���r�����•�������Œ�������}�µ�š�U���}�µ�Œ���•�Ç�•�š���u�����o�o�}�Á�•���Œ���‰�]���������š���Œ�u�]�v���Ÿ�}�v���}�(���š�Z����
�����Ÿ�À�]�š�Ç���}�(���v�}�À���o�����v�Ÿ�À�]�Œ���o�����}�u�‰�}�µ�v���•���Á�]�š�Z���u�]�v�]�u�µ�u���Z���v���•�r�}�v���]�v�À���•�š�u���v�š�X�� 
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�W���•�š���������•���‰���Ÿ�š�•���Œ�µ�u�]�v���v�š�•���~�W�W�Z�•���]�•�������Z�]�P�Z�o�Ç�����}�v�š���P�]�}�µ�•�����]�•�����•�������+�����Ÿ�v�P���•�u���o�o���Œ�µ�u�]�v���v�š�•�U���u���]�v�o�Ç���P�}���š�•�����v����
�•�Z�����‰�U���Á�Z�}�•���������µ�•���o�����P���v�š���]�•���š�Z�����W���•�š���������•���‰���Ÿ�š�•���Œ�µ�u�]�v���v�š�•���À�]�Œ�µ�•���~�W�W�Z�s�•�X�����µ�����š�}���š�Z���������}�v�}�u�]���U���•�}���]���o�����v����
�Z�����o�š�Z�� �]�u�‰�����š�� �}�(�� �W�W�Z�U�� �š�Z���� �&�}�}���� ���v���� ���P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ���� �K�Œ�P���v�]�Ì���Ÿ�}�v�� �}�(�� �š�Z���� �h�v�]�š������ �E���Ÿ�}�v�•�� �~�&���K�•�� ���v���� �š�Z���� �t�}�Œ�o����
�K�Œ�P���v�]�Ì���Ÿ�}�v�� �(�}�Œ�� ���v�]�u���o�� �,�����o�š�Z�� �~�t���K�,�•�U�� �•���š�� �š�Z���� �P�}���o�� �]�v�� �î�ì�í�í�� �}�(�� ���Œ�����]�����Ÿ�v�P�� �W�W�Z�� ���Ç�� �î�ì�ï�ì�U�� �(�}�o�o�}�Á�]�v�P�� �š�Z����
���Œ�����]�����Ÿ�}�v���u�}�����o���µ�•�������(�}�Œ���Œ�]�v�����Œ�‰���•�š���À�]�Œ�µ�•���~�Z�W�s�•�U���Á�Z�]���Z���]�•�����o�}�•���o�Ç���Œ���o���š�������š�}���W�W�Z�X 
�d�Z�����À�������]�v���•�����µ�Œ�Œ���v�š�o�Ç���µ�•�����U���o�]�À�������©���v�µ���š�������À�������]�v���•�U�����o�o�}�Á���š�Z�������}�v�š�Œ�}�o���}�(���š�Z�������]�•�����•���X���,�}�Á���À���Œ�U���š�Z���Ç���Z���À����
�•���À���Œ���o�����Œ���Á�������l�•�X���d�Z�������]�u���}�(���š�Z�]�•���Á�}�Œ�l���]�•���š�}���•�š�µ���Ç���š�Z�����]�u�u�µ�v�}�P���v�]���]�š�Ç�����P���]�v�•�š���W�W�Z�s���]�v���µ�����������Ç���À�������]�v���Ÿ�}�v��
�Á�]�š�Z�� ���� �.�Œ�•�š���]�u�u�µ�v�]�Ì���Ÿ�}�v�� �����•������ �}�v�� �������v�}�À�]�Œ���o�� �À�����š�}�Œ�•�U�� �Á�Z�]���Z�� �Z���À���� �•�Z�}�Á�v�� �P�Œ�����š�� �‰�}�š���v�Ÿ���o�� ���•�� �À�������]�v����
�����v���]�����š���•�U�����v���������•�µ���•���‹�µ���v�š�����}�}�•�š���Œ�����}�•�����µ�•�]�v�P���Œ�����}�u���]�v���v�š���D�s���•�U���•�]�v�������š�Z���•�����•�Z�}�Á�������©���Œ���Œ���•�µ�o�š�•���Á�Z���v��
�µ�•���������•�����}�}�•�š���Œ�����}�•���•�X�����•���š�Z�����&�����v�����,���‰�Œ�}�š���]�v�•���}�(���W�W�Z�s�����Œ�����š�Z�����u�}�•�š���]�u�u�µ�v�}�P���v�]�����‰�Œ�}�š���]�v�•�U���š�Z���Ç���Z���À�����������v��
���o�}�v�������]�v�š�}�����]�+���Œ���v�š���À�������]�v�����À���Z�]���o���•���š�}���������µ�•���������•�����v�Ÿ�P���v�•�����v�����š�}���]�v���µ���������v���]�u�u�µ�v�����Œ���•�‰�}�v�•�������P���]�v�•�š���š�Z����
�À�]�Œ�µ�•�X 
�ô�r�Á�����l�r�}�o���� �(���u���o���� ���ñ�ó���>�l�ò�� �u�]������ �Á���Œ���� �]�v�}���µ�o���š������ �]�v�š�Œ���u�µ�•���µ�o���Œ�o�Ç�� �Á�]�š�Z�� �š�Z���� �À�������]�v���� �À�����š�}�Œ�•�X�� �������v�}�À�]�Œ�µ�•��
�À�����š�}�Œ�•���Á���Œ�����µ�•�������]�v���š�Z�����.�Œ�•�š���]�v�}���µ�o���Ÿ�}�v���~���ì�•�X�����L���Œ���î�í�������Ç�•���~���î�í�•�U���š�Z���Ç���Œ�������]�À�������������}�}�•�š���Œ�����}�•���������•�������}�v��
�š�Z�����Œ�����}�u���]�v���v�š���D�s���•�X�����]�+���Œ���v�š���À�������]�v���Ÿ�}�v���•�š�Œ���š���P�]���•���Á���Œ�����‰���Œ�(�}�Œ�u�����U�������•�]�P�v�]�v�P���š�Z�����(�}�o�o�}�Á�]�v�P���P�Œ�}�µ�‰�•�W�������r
�&���=���D�s���r�&���~�E�A�í�ì�•�V�������r�,���=���D�s���r�,���~�E�A�í�ì�•�V���~�����r�,���=������ �r�&�•���=���~�D�s���r�,���=���D�s���r�&�•���~�E�A�í�ì�•�V���~�����r�,���=�������r�&�•���=���D�s���r�,�l�&��
�~�E�A�í�ì�•�V�������r�Z�&�W���=���D�s���r���}�v�š�Œ�}�o���~�E�A�í�ì�•�X 
�K�µ�Œ�� �����š���� �]�v���]�����š���� �š�Z���š�� �À�������]�v���Ÿ�}�v�� �Á�]�š�Z�� �š�Z���� �����r�&�=�D�s���r�&�� ���v���� �����r�,�=�D�s���r�,�� �P�Œ�}�µ�‰�•�U�� �u�}�v�}�r���v�Ÿ�P���v�]����
�À�������]�v���Ÿ�}�v�U���]�•�������o�����š�}���]�v���µ���������������©���Œ���•�‰�����]�.�����Z�µ�u�}�Œ���o���Œ���•�‰�}�v�•�������P���]�v�•�š���W�W�Z�s�X�����o�•�}�U���š�Z���������š�����•�µ�P�P���•�š���š�Z���š�������r
�,���]�•���u�}�Œ�������v�Ÿ�P���v�]�����š�Z���v�������r�&�����•�����v�Ÿ���}���]���•�����Œ���������š�����š�������Á�]�š�Z�������•�]�v�P�o�����]�v�}���µ�o���Ÿ�}�v���}�(�������r�,�X���D�}�Œ���}�À���Œ�U���,���u�}�v�}�r
���v�Ÿ�P���v�]�������v�������]�r���v�Ÿ�P���v�]�����P�Œ�}�µ�‰�•���]�v���µ���������š�Z�����Z�]�P�Z���•�š���v���µ�š�Œ���o�]�Ì�]�v�P�����v�Ÿ���}���Ç���Ÿ�š���Œ�•�X 
�'�Œ�}�µ�‰�•�� �]�u�u�µ�v�]�Ì������ �Á�]�š�Z�����}�š�Z�� ���v�Ÿ�P���v�•�� �€�~�����r�,�=�����r�&�•�� �=�� �~�D�s���r�,�=�D�s���r�&�•�•�� ���v���� �€�~�����r�,�=�����r�&�•�� �=�� �D�s���r�,�l�&�•��
�����À���o�}�‰���������������©���Œ�������o�o�µ�o���Œ���Œ���•�‰�}�v�•�������P���]�v�•�š���&���‰�Œ�}�š���]�v�X�����Ç�����}�v�š�Œ���•�š�U���š�Z�����u�}�v�}�r���v�Ÿ�P���v�]�����]�u�u�µ�v�]�Ì���Ÿ�}�v���~�����r
�,�=�D�s���r�,�•���]�v���µ�����������������©���Œ�������o�o�µ�o���Œ���Œ���•�‰�}�v�•�������P���]�v�•�š���,���‰�Œ�}�š���]�v���š�Z���v���š�Z�����}�v�����}���š���]�v�������Á�]�š�Z���š�Z�������Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v���}�(��
�������}�u���]�v���Ÿ�}�v���}�(���š�Z�����š�Á�}���‰�Œ�}�š���]�v�•�X 
�d�Z�������� �r�D�s�����À�������]�v���Ÿ�}�v���•�š�Œ���š���P�Ç���•�Z�}�Á�����������P�}�}�����Z�µ�u�}�Œ���o�����v���������o�o�µ�o���Œ���Œ���•�‰�}�v�•���X���D�}�v�}�r���v�Ÿ�P���v�]�����À�������]�v���Ÿ�}�v��
�Á�]�š�Z�� ���]�š�Z���Œ�� �&�� �}�Œ�� �,�� �‰�Œ�}���µ�������� �š�Z���� �Z�]�P�Z���•�š�� �Ÿ�š���Œ�•�� �}�(�� �W�W�Z�s�r�•�‰�����]�.���� �/�P�'�•�X���,�}�Á���À���Œ�U�� �š�Z���� ���v�Ÿ�P���v�]���� ���}�u���]�v���Ÿ�}�v��
���Æ�‰�Œ���•�•�]�v�P���š�Z�����‰�Œ�}�š���]�v�•���•���‰���Œ���š���o�Ç���]�v���µ���������š�Z�����Z�]�P�Z���•�š���Ÿ�š���Œ�•���}�(���v���µ�š�Œ���o�]�Ì�]�v�P�����v�Ÿ���}���]���•�X���d�Z�����u�}�v�}�r���v�Ÿ�P���v�]����
�À�������]�v���Ÿ�}�v���~�����r�,�=�D�s���r�,�•���]�v���µ���������š�Z�����u�}�Œ�����‰�}�š���v�š�������o�o�µ�o���Œ���Œ���•�‰�}�v�•�������P���]�v�•�š���,���‰�Œ�}�š���]�v�U���Á�Z�]�o�����š�Z���������o�o�µ�o���Œ��
�Œ���•�‰�}�v�•�������P���]�v�•�š���&���‰�Œ�}�š���]�v���]�•���]�u�‰�Œ�}�À�������Á�]�š�Z�����]�r���v�Ÿ�P���v�]�����À�������]�v���Ÿ�}�v�X 
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���Œ�µ�v�����í�Ž�U���D�}�Œ���v�}���^�í�U���>�}�Œ���v�Ì�}���'�í�U���>�•�‰���Ì�r�s���o�]�y���•���� �î�U���������o�����>�}�•�����E�í�U���t�������Œ���&�ï�U���^���v���Z���Ì�r���}�Œ���•�v�U���W�í���E�·�y���Ì���:�ï�U��
���}�Œ�Œ���P�}�����í 
 
�í�������v�š�Œ�}���������/�v�À���•�Ÿ�P�����]�•�v�����v���^���v�]�����������v�]�u���o�U�����/�^���r�/�E�/���l���^�/���V���s���o�����}�o�u�}�•���~�D�����Œ�]���•�U���^�‰���]�v 
�î�������v�š�Œ�����������Z�������Œ���������v���^���v�]�š���š�����v�]�u���o�U�����Z���^���U���/�Z�d���U�������Œ�����o�}�v���U���^�‰���]�v 
�ï���/�v�•�Ÿ�š�µ�š�����}�(���s�]�Œ�}�o�}�P�Ç�U���&�����µ�o�š�Ç���í�ì���r���s���š���Œ�]�v���Œ�Ç���D�����]���]�v���U���:�µ�•�š�µ�•���>�]�����]�P���h�v�]�À���Œ�•�]�š�Ç���'�]���•�•���v�U���'���Œ�u���v�Ç 

�Ž���W�Œ���•���v�Ÿ�v�P�����µ�š�Z�}�Œ�W�����Œ�µ�v�›�]�v�]���X���•�]���X���•�� 
 
Rift Valley fever (RVF) is an arboviral zoonotic disease affecting many African countries with the potential to 
spread to other geographical areas. Both live-attenuated and inactivated vaccines are available in Africa for 
veterinary use. Those based on live-attenuated RVFV allow a more successful immunization, but their use for 
more susceptible animals is limited because of risks associated to their residual virulence.  
In a previous work, we used a reverse genetics system based on the virulent RVFV ZH548 strain to rescue a 
triple mutant virus termed rZH548-A2. This virus carries G924S and A1303T substitutions in the viral 
polymerase (RdRp) and P82L in the non�tstructural NSs protein. Experiments with immunocompetent 129Sv 
mice showed that these changes fully attenuated the virus without affecting its immunogenicity. In this work, 
we have assayed the sheep response to rZH548-A2 in order to test its efficacy and safety as vaccine candidate 
in a natural host of RVFV infection.  
We run a small pilot vaccination/challenge experiment, in which sheep were inoculated sc with rZH548-A2 
(4x106 pfu), and challenged three weeks later with the virulent isolate rZH548. At days 3 and 4 post-challenge 
animals were euthanized for necropsy examination and histopathological sampling.  
Upon rZH548-A2 inoculation, no fever or any other clinical sign was observed. All whole-blood samples 
collected in the early days after immunization (d3 to d9) scored negative by RT-qPCR except for one single 5 
dpi sample, in agreement with the expected attenuated nature of rZH548-A2 that was further confirmed by 
histopathological studies. Neutralizing antibodies were detected as early as 4 dpi, reaching levels correlating 
with protection. After challenge, rZH548-A2 immunized sheep remained healthy without histopathological 
findings upon necropsy showing that in spite of its limited replication, rZH548-A2 was still able to induce a 
protective immune response in adult sheep.  
�K�µ�Œ�������š�����•�Z�}�Á���š�Z���š���š�Z�����š�Œ�]�‰�o�������}�u���]�v���Ÿ�}�v���}�(�����u�]�v�}�������]�����•�µ���•�Ÿ�š�µ�Ÿ�}�v�•�������Œ�Œ�]���������Ç���Œ�•�,�ñ�ð�ô�r���î���o�������•���š�}�������•�š�Œ�}�v�P��
���©���v�µ���Ÿ�}�v���]�v���•�Z�����‰���Á�]�š�Z�}�µ�š�����+�����Ÿ�v�P���]�š�•�������‰�����]�š�Ç���š�}���]�v���µ���������v���]�u�u�µ�v�����‰�Œ�}�š�����Ÿ�À�����Œ���•�‰�}�v�•���U���•�µ�P�P���•�Ÿ�v�P���š�Z���š��
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African horse sickness (AHS) is one of the most lethal viral diseases that affect equids, which could reach a 
mortality rate of 90% in horses. AHS virus (AHSV) is transmitted between equid hosts by the bite of Culicoides 
midges and the major vector C. imicola is distributed worldwide. Nine different serotypes have been 
described so far. VP2 protein is the main target of neutralizing antibodies, with low cross-reactivity since VP2 
is highly variable. As cross-protective immune responses are crucial in the control of this virus, our objective 
was to develop recombinant MVA (Modified Vaccinia Ankara) vector expressing a chimeric AHSV-4 VP2 
protein carrying the conserved central domain of AHSV-7 (MVA-A7VP2) in order to increase protective 
immunity against heterologous AHSV. Then, a dual MVA expressing also the conserved non-structural NS1 
protein (MVA-A7VP2-NS1) was constructed and both vectors were evaluated in mice against the infection 
with different AHSV serotypes. 
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The immunization of mice with MVA-A7VP2 or MVA-A7VP2-NS1 vectors triggered humoral and cellular 
responses against VP2 and NS1. Humoral response was characterized by induction of neutralizing antibodies 
with a highest titre against AHSV-7 (log PRNT50 2.25) and AHSV-4 (log PRNT50 1.31). Detectable cross-
neutralizing antibody responses were observed against AHSV-1 and AHSV-2 (log PRNT50 0.85 and 0.92, 
respectively). Regarding to cell-mediated immune responses, induction of specific T CD8+CD107+ and IFN-g+ 
cells was detected against proteins VP2 and NS1. Two weeks after boost, animals were infected with AHSV-
4 (homologous) or AHSV-9 (heterologous challenge). Control mice developed high viremia and died after 
infection with AHSV-4, while vaccinated animals survived and just one animal developed almost undetectable 
viremia at 11 dpi. Infection of AHSV-9 resulted in high viral loads and clinical disease in control mice, whereas 
MVA-A7VP2 vaccinated mice had a significant reduction of viremia and clinical score. Protection was slightly 
higher in MVA-A7VP2-NS1 vaccinates.  
The chimeric VP2 proteins made up from two serotypes increase cross-protective immunity against 
heterologous AHSV serotypes.   
 
Keywords: African horse sickness, MVA, vaccine, cross-protection 
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A range of different RNA viruses, including coronaviruses, use programmed -1 ribosomal frameshifting (-1 
PRF) to achieve the expression of some of their non-structural proteins. Two elements, the �^�•�o�]�‰�‰���Œ�Ç 
�•���‹�µ���v�����_ and an RNA pseudoknot play a vital role in the process of frameshifting in coronaviruses. 
Mutations in these elements and small molecules that inhibit -1 PRF activity can have deleterious effects on 
virus replication. Various studies have been conducted previously to study the structural and functional 
analysis of -1 PRF activity in betacoronaviruses, such as severe acute respiratory syndrome coronavirus 
(SARS-CoV), Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV), and SARS-CoV-2. However, no 
studies have been reported for porcine respiratory coronavirus (PRCV), an alphacoronavirus. The objective 
of this study is to understand the structural and functional activity of -1 PRF in alphacoronaviruses using PRCV 
as a model. 
The recombinant plasmids were designed and constructed containing different lengths (100-130 nucleotides) 
and mutants of the PRCV cDNA sequence (including both the slippery and pseudoknot sequence) within the 
DNA-launched RNA replicon (DREP) vector (based on Semliki Forest virus) that contains renilla luciferase 
(RLuc) and chloramphenicol acetyltransferase (CAT) reporter genes. The recombinant plasmids were used to 
transfect BHK-21 cells. The replicon produces RNA transcripts within the cytoplasm of the cells. After 48 h, 
the transfected cells were harvested and the expression of RLuc and CAT were analyzed using RLuc, CAT 
ELISA, and western blot assays. 
We c�}�u�‰���Œ�������š�Z�����^�•�o�]�‰�‰���Œ�Ç�_�����v�����Z�E�����‰�•���µ���}�l�v�}�š���•���‹�µ���v�����•���}�(�����]�(�(���Œ���v�š�����}�Œ�}�v���À�]�Œ�µ�•���•�����v�����]�����v�š�]�(�]�������š�Z����
slippery sequence of PRCV (UUUAAAC). Furthermore, the PRCV RNA pseudoknot sequence and structure 
were predicted based on the models for other coronaviruses. Initial experiments verified that the expression 
of the reporter proteins was dependent on the presence of a functional RNA-dependent RNA polymerase 
within the replicon. Furthermore, the expression of reporter proteins indicated that the PRCV frameshift 
activity changed in parallel with similar constructs containing the SARS-CoV-2 frameshift element. Single 
nucleotide changes can abolish the activity of the frameshift signal. Further studies will seek to understand 
the role of different features of the PRCV frameshift signal in determining the efficiency of -1 PRF activity. 
 
Keywords: -1PRF, coronaviruses, slippery, pseudoknot, expression proteins  
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Biosecurity is of paramount importance to prevent the introduction and spread of pathogens and to preserve 
the animal health. The new COST Action BETTER has started in 2021, with the aim to evaluate how biosecurity 
is currently used across Europe and will use participative approaches to understand motivators and barriers 
for biosecurity implementation. The overall aim of the COST Action is to reduce the risk of infectious disease 
introduction and spread by improving the implementation of biosecurity measures in animal production 
systems.  
At present, the COST Action is composed of 265 participants from 46 different countries. Within the four 
different working groups, working group 1 (WG1) has the task to map how biosecurity is applies across 
Europe and neighbouring countries in different animal production systems. This working group will address 
the challenge of understanding how biosecurity measures are applied in the different cattle, pig and poultry 
production systems across Europe in order to identify existing knowledge gaps and ways for improvement.  
At the end of 2022 a data collection tool based on excel has been created to capture biosecurity practices 
applied in different animal production systems (poultry, cattle and pigs). The created database is related to 
biosecurity measures (mandatory by law and by other than law) and their implementation rate in different 
countries. At the moment, data collection toll for terrestrial animals has been initiated and the phase of 
active data collection is in progress. Besides addressing how biosecurity measures are applied in Europe and 
neighbouring countries, in the frame of COST Action network, WG1 members will try to identify ways for 
biosecurity improvement, especially in production systems where there is a lower level of implementation 
or in settings where biosecurity is more challenging to carry out. 
 
Keywords: Biosecurity, COST Action, network, BETTER 
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Nairoviruses, including Crimean-Congo Haemorrhagic fever virus (CCHFV) can cause viral haemorrhagic 
diseases in humans and animals. CCHFV is associated with high mortality and morbidity in humans, while 
animals do not experience significant disease, they are a viral reservoir, perpetuating disease transmission 
to humans. There is an urgent need to develop vaccines and accompanying methodologies for CCHFV due to 
the wide geographic spread of this virus. We have developed a range of assays that can be used to detect 
reactivity towards various nairoviruses and to support vaccine design. 
Evaluation of the assays was carried out using a range of field sheep serum samples from endemic CCHFV 
region (Bulgaria; n=1200) and from a CCHFV free country (UK; n=213). Sero-reactivity towards CCHFV 
glycoprotein (Gc) and nucleoprotein (NP) was assessed by antigen-specific in-house ELISAs. These assays 
along the other were used to profile humoral responses induced by replication-deficient adenoviral-vectored 
CCHFV vaccine (ChAdOx2 CCHF), encoding CCHFV glycoprotein precursor (GPC) in BALC/c mice. Parameters 
measured include antigen-specific ELISAs, IgG avidity profiling and assessment of neutralisation by using 
transcription and entry-competent virus like particles (tecVLP). 
We demonstrate that anti-CCHFV Gc and anti-CCHFV NP ELISAs were able to detect antigen-specific IgG in 
sheep from endemic CCHFV areas, showing different profiles of the antibody response to the two CCHFV 
antigens. Vaccination with ChAdOx2 CCHF induces a humoral immune response in BALB/c mice towards the 
CCHFV GPC, in particular the Gc protein with mixed IgG2a/IgG1 subclass profile-high-avidity antibodies with 
neutralisation capacity.  
Anti-CCHFV Gc and -NP IgG ELISAs are an important advance on currently available CCHFV tests. The in-house 
ELISAs allow antigen-specific response to be detected robustly with high specificity and are costs effective. 
Using these assays, we provide new insight into the heterogeneity of the immune response induced by 
natural infection in livestock. Furthermore, profiling the humoral immune response in mice highlight the 
potential of the ChAdOx platform as a vaccine against CCHFV infection. 
 
Keywords: CCHFV, humoral immune response, livestock, vaccine  
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