UNIVERZITET U BEOGRADU
FAKULTET VETERINARSKE MEDICINE
KATEDRA ZA ZARAZNE BOLESTI ZIVOTINJA I
BOLESTI PCELA

Aleksandar V. Zivulj

ISPITIVANJE POTENCIJALNIH
SENTINEL VRSTA ZIVOTINJA U
NADZORU GROZNICE ZAPADNOG
NILA

Doktorska disertacija
Beograd, 2021.



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF VETERINARY MEDICINE
DEPARTMENT OF INFECTIOUS ANIMALS DISEASES
AND DISEASES OF BEES

Aleksandar V. Zivulj

INVESTIGATION OF POTENTIAL
SENTINEL SPECIES FOR THE WEST
NILE FEVER SURVEILLANCE

Doctoral Dissertation
Belgrade, 2021



MENTORI:

Dr Sonja Radojici¢, redovni profesor

Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu
Dr Tamas Petrovi¢, nau¢ni savetnik

Nauéni institut za veterinarstvo Novi Sad

CLANOVI KOMISLJE:

Dr Jakov Nisavié, redovni profesor

Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu
Dr Vesna Milicevi¢, naucni saradnik

Naucni institut za veterinarstvo Srbije

Dr Sandra Sipeti¢ Gruji¢i¢, redovni profesor

Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Datum odbrane doktorske disertacije:

Beograd



Zahvaljujem se Mentorima Prof dr Sonji Radoji¢i¢ 1 Dr TamaSu Petrovi¢u na uloZenom
trudu, od samih ideja kojima je ova doktorska disertacija zapoceta, preko svih pomo¢i u
realizaciji zacrtanog cilja.

Zahvaljujem se ¢lanovima komisije na savetima i predlozima u izradi ove disertacije.

Zahvaljujem se kolegi Slavoljubu Stanojevi¢u oko nesebi¢ne pomoci pri statistickoj
obradi dobijenih rezultata.

Zahvaljujem se kolegama iz VSI Pancevo, koji su pomogli u izradi ove doktorske
disertacije.

Velika zahvalnost svim mojim kolegama i prijateljima koji su pomogli u raznim
poslovima oko izrade ove doktorske disertacije.

Velika zahvalnost za moju porodicu, koja je bila uz mene sve vreme, od pocetka mog
Skolovanja, do dana danasnjeg i bila moj oslonac u svim trenucimal!



ISPITIVANJE POTENCIJALNIH SENTINEL VRSTA ZIVOTINJA U NADZORU
GROZNICE ZAPADNOG NILA

REZIME

Virus Zapadnog Nila pripada familiji Flaviviridae, rodu Flavivirus i izaziva
groznicu Zapadnog Nila. Virus Zapadnog Nila je prvi put identifikovan 1937. godine u
Ugandi, oblast West Nile, u uzorku krvi Zene koja je ispoljila klini¢ke simptome
povisene telesne telesne temperature.

Virus Zapadnog Nila se prenosi i odrzava u prirodi u ciklusu komarac — ptica gde su
ptice rezervoari virusa i prirodni domacini. Konji i ljudi su slu¢ajni domacini virusa,
mogu klini¢ki oboleti ali nemaju titar virusa u krvi koji bi inficirao komarce. Oko 25%
obolelih ljudi ispoljava poviSenu telesnu temperaturu, a manje od 1% obolelih ljudi
ispoljava neuroloske poremecaje. Kod konja dolazi do ispoljavanja simptoma oboljenja
nervnog sistema a u nekim sluc¢ajevima i do uginuca.

Pojava serokonverzije izazvane virusom Zapadnog Nila je utvrdena kod konja, ljudi,
kokosi, goveda, pasa, svinja, magaraca, koza, ptica poput golubova, vrabaca i drugih
domacih i divljih Zivotinja. Osnovni zadatak sprovodenja programa nadzora groznice
Zapadnog Nila jeste pravovremeno otkrivanje prisustva i cirkulacije virusa na nekom
podru¢ju, kao 1 odredivanje pocetka sezonske cirkulacije virusa u enzootskim
podru¢jima u cilju blagovremenog informisanja, kontrole vektora i preveniranja
infekcije ljudi 1 Zivotinja i sprecavanja pojave epidemija i epizootija.

Cilj ispitivanja ove doktorske disertacije bio je da se ispita svrsishodnost
postoje¢eg programa nadzora virusa Zapadnog Nila kao sistema ranog upozoravanja
(,,early warning system*) i utvrdi prostorna i vremenska korelacija nalaza proisteklih iz
postojeceg sistema monitoringa u odnosu na pojavu bolesti kod ljudi, kao i da se ispita
mogucnost kori$éenja goveda, svinja i Zivine kao sentinel vrsta zivotinja za efektivniji
nadzor groznice Zapadnog Nila.

Ukupno je ispitano 140 zbirnih uzoraka komaraca, 319 uzoraka krvnog seruma
konja, 76 uzoraka poreklom od divljih ptica (faringealni brisevi, mozak i druga tkiva),
168 uzoraka krvnog seruma goveda, 124 uzoraka krvnog seruma svinja i 125 uzoraka
krvnog seruma zivine. Prikupljanje uzoraka vrSeno je u periodu 2017.-2019. godina, na
vise lokaliteta u vise opstina Juznobanatskog okruga u Republici Srbiji.

Ispitivanjem 140 zbirnih uzoraka komaraca metodom real time RT-PCR
utvrdeno je prisustvo nukleinske kiseline virusa Zapadnog Nila kod 22 uzorka (15,7%),
s tim da postoji znafajna razlika u broju pozitivnih sluc¢ajeva u 2018. godini (15) u
odnosu na 2017. godinu (7). Test odnosa Sansi pokazuje da je Sansa otkrivanja
pozitivnih uzorka u 2018. godini bila 2,8 puta ve¢a u odnosu na 2017. godinu.
Ispitivanjem 319 uzoraka krvnog seruma konja utvrdeno je prisustvo IgM antitela protiv
virusa Zapadnog Nila kod dva konja (0,6%), po jedan u 2017. i 2018. godini. Od 76
ispitanih uzoraka poreklom od divljih ptica metodom real time RT-PCR utvrdeno je
prisustvo nukleinske kiseline virusa Zapadnog Nila kod jedne divlje ptice — siva vrana
(1,3%). Ispitivanjem 105 uzoraka krvnog seruma goveda utvrdeno je prisustvo
specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila kod 48 goveda (45,6%), od kojih je
najvisa seroprevalencija od 66,7% na farmi u naseljenom mestu Star¢evo, na farmi u
Mramorku 46,7%, a na farmi u Pancevu 35%. Ispitivanjem 33 uzoraka krvnog seruma



teladi starih 2-3 meseca utvrdena su maternalna specificna antitela protiv virusa
Zapadnog Nila kod dva teleta, dok u starosti teladi od 4-5 meseci nisu utvrdena
specificna antitela. Od 124 ispitanih uzoraka krvnog seruma svinja kod 27 uzoraka
utvrdena su specificna antitela protiv virusa zapadnog Nila. Veci broj seroloski
pozitivnih svinja poticao je sa individualnog sektora — 22 Zzivotinje, ¢ime je odbacena
nulta hipoteza da tip proizvodnje ne utice na broj inficiranih zivotinja i potvrdena
alternativa hipoteza da broj inficiranih Zivotinja zavisi od nacina proizvodnje.
Ispitivanjem 125 uzoraka krvnog seruma zivine utvrdena su specifi¢na antitela protiv
virusa Zapadnog Nila kod 22 uzorka (17,6%), koja su sva poticala iz individualnih
gazdinstva (38,8%), dok su svi uzorci sa farmi reagovali negativno. Uoc¢ena je visoka
statistiCka znacajnost razlika u rezultatima seroprevalencije koja je uslovljena na¢inom
drzanja zivine, pa se Kod zivine drzane u ekstenzivnim uslovima, infekcija virusom
Zapadnog Nila znacajno ¢e$ce javlja.

Prostorno vremenskim analizama epizootije groznice Zapadnog Nila i analizom
slucajeva infekcije kod Zivotinja 2018. godine, utvrdeno je da su se slucajevi infekcije
grupisali shodno odredenim obrascima uslovljenim faktorima rizika. Primenom
Moranovog | testa globalne autokorelacije, dokazana je relevantnost atributa na nivou
¢itavog istrazivanog geografskog podrucja, dok su lokalnom autokorelacijom odredena
mesta gde se grupiSu slucajevi infekcije odnosno serokonverzije. Uoceno je da zone sa
povecanim rizikom od infekcije obuhvataju podrucja koja su bogata staja¢im i tekué¢im
vodama u Sirem podrucju Grada Panceva i da se pruzaju duzinom reka Dunav 1 Tamis,
uzvodno i nizvodno, pa je u tom smislu indikovano ove oblasti drzati pod stalnim
nadzorom. Utvrdivanje ovih tacaka ima znacaj u utvrdivanju daljih mera, kako u samom
nadzoru groznice Zapadnog Nila, tako i u kontroli vektora, Sto kao krajnji efekat treba
da dovede do preveniranja pojave bolesti kod ljudi i zivotinja.

Kljucne reci: virus Zapadnog Nila, nadzor, sentinel zivotinje, komarci, domace i divlje
Zivotinje
Naucna oblast: Veterinarska medicina

UzZa naucna oblast: Epizootiologija, zarazne bolesti Zivotinja i bolesti pcela i
sviloprelja

UDK broj: 636.093:616.928.8



INVESTIGATION OF POTENTIAL SENTINEL SPECIES FOR THE WEST NILE
FEVER SURVEILLANCE

SUMMARY

West Nile virus belongs to the Flaviviridae family, genus Flavivirus, and causes
West Nile fever. West Nile virus was first identified in 1937 in Uganda, West Nile
region, in a blood sample of a woman who was presented with clinical symptoms of
fever.

West Nile virus is transmitted and maintained in nature in the mosquito-bird
cycle, where birds are reservoirs and natural hosts of the virus. Horses and humans are
“dead-end” hosts of the virus; they can be clinically ill but do not have a titer of the
virus in their blood that would infect mosquitoes. About 25% of infected people show
fever, and less than 1% show neurological disorders. In horses, the symptoms of the
nervous system disease are manifested, and in some cases with fatal outcome.

The appearance of seroconversion caused by West Nile virus has been seen in
the horses, humans, chicken, cattle, dogs, pigs, donkeys, goats, birds such as pigeons
and sparrows, and other domestic and wild animals. The main task of the West Nile
fever surveillance program is to detect presence and circulation of the virus in the area,
as well as to recognize the beginning of seasonal circulation of the virus in enzootic
areas in order to provide timely information, control of vectors and to prevent human
and animal infections, epidemics and epizootics.

The aim of the present doctoral dissertation was to examine the effectiveness of
the existing West Nile virus surveillance program as an early warning system and to
determine the spatial and temporal correlation of the findings from the existing
monitoring system in relation to the occurrence of the disease in humans, as well as to
examine the possibility of using cattle, pigs and poultry as sentinel species for more
effective surveillance of West Nile fever.

A total of 140 pooled samples of mosquitoes, 319 blood serum samples from
horses, 76 samples from wild birds (pharyngeal swabs, brain and other tissues), 168
bovine blood serum samples, 124 pig blood serum samples, and 125 poultry blood
serum samples were examined. The samples were collected in the period from 2017 to
2019, at several sites and municipalities of the South Banat District in the Republic of
Serbia.

Examination of 140 pooled samples of mosquitoes by real-time RT-PCR
revealed the presence of West Nile virus nucleic acid in 22 samples (15.7%), with a
significant difference in the number of positive cases in 2018 (15) compared to 2017
(7). Odds ratio test shows that the chance of detecting positive samples in 2018 was 2.8
times higher than in 2017. Examination of 319 blood serum samples from horses
showed the presence of IgM antibodies against West Nile virus in two horses (0.6%),
one in 2017 and one in 2018. Out of 76 examined samples originating from wild birds
by real-time RT-PCR, the presence of West Nile virus nucleic acid was determined in
one wild bird - grey crow (1.3%). Examination of 105 blood serum samples from cattle
revealed the presence of specific antibodies against West Nile virus in 48 animals
(45.6%), with the highest seroprevalence (66.7%) on the farm in Staréevo, followed by
the seroprevalence of 46.7% on the farm in Mramorak and 35% on the farm in Pancevo.
Examination of 33 blood serum samples from two to three-month-old calves revealed



maternal specific antibodies against West Nile virus in two calves, while no specific
antibodies were found in calves aged 4 to 5 months. Out of 124 blood serum samples
from pigs, specific antibodies against West Nile virus were detected in 27 samples. A
larger number of serologically positive pigs originated from the individual holdings - 22
animals, which rejected the null hypothesis that the type of production does not affect
the number of infected animals and confirmed the alternative hypothesis that the
number of infected animals depends on the method of production. Examination of 125
blood serum samples from poultry revealed specific antibodies against West Nile virus
in 22 samples (17.6%), all of which came from individual holdings (38.8%), while all
samples from farms reacted negatively. Statistically highly significant difference in
results of seroprevalence was observed, and it is conditioned by the way that poultry are
kept, thus in poultry kept in extensive conditions, West Nile virus infection occurs
significantly more often.

Spatial-temporal analyzes of the West Nile fever epizootic and analysis of cases
of infection in animals in 2018 showed that cases of infection were grouped according
to certain patterns conditioned by risk factors. By applying Moran's | test of global
spatial autocorrelation, the relevance of attributes at the level of the entire researched
geographical area was proven, while local autocorrelation determined the places where
cases of infection or seroconversion are grouped. It was noted that the zone with
increased risk of infections includes areas rich in standing and running waters in the
wider area of the City of Pancevo and extends along the Danube and Tamis§ rivers,
upstream and downstream, thus, in that sense, it is indicated to keep these areas under
constant surveillance. Determining these points is important for establishing further
measures, both in the control of West Nile fever and in vector control, which as an end
effect should lead to prevention of disease in humans and animals.

Key words: West Nile virus, surveillance, sentinel animals, mosquitoes, domestic and
wild animals

Scientific area: Veterinary medicine

Field area: Epizootiology, infectious diseases of animals and diseases of bees and
silkworms

UDK: 636.093:616.928.8



SADRZAJ

Lo UNVOD ettt b et e bRt Ak Rt £ b b e Rtk ae et b et ettt ene e e 1
2. PREGLED LITERATURE ......otititeeircte ettt ettt 3
2.1. Istorijat groznice Zapadnog Nila, bioloske osobine virusa i patogeneza ..........ccccceeveeveervernenne. 3
2.2. Klinicka slika kod ljudi, Zivotinja i PreVENCIA.........ccvvrrerrerrerieisinisesiese e 5
2.2.1. Klini€ka SIka KO 1JUAL ....cvieeiiiiiiiiic s 5
2.2.2. Klinicka slika KOd ZIVOTIN a......cciuieiriiiiiiiiie et 6
A T o =YY o o | - SRS 6
2.3. Laboratorijska dijagnostika Groznice Zapadnog Nila.........c.cccovviieeiiiiiiiiii s 6
2.4. Epizootiologija i monitoring virusa Zapadnog Nila; Sentinel Vrste.........cccoovveveviiiiecveneecienee, 8
3. CILI | ZADACH ISPITIVANIA ..ttt sttt sttt 22
4, MATERIJAL I METODE ..ottt ettt ettt 23
A1 MATERIJAL ...ttt bttt ettt e et 23
4.1.1. Uzorci komaraca, organa divljih ptica i Krvnog SEruma..........cocvveieneieieiniicenesc e 23
4.1.2. Izvestaji Zavoda za javno zdravlje Pancevo po pitanju groznice Zapadnog Nila kod
FUAI ettt bbbt et et b bbbt n et etens 24
4.1.3. Dijagnosticko sredstvo za izvodenje metode ELISA ........cccooviiiiiniiiiiiin e 24
4.1.4. Materijal za izvodenje metode real-time RT-PCR ...........cccooviiiniiiniie e 25
4.2, METODE RADA ...ttt ettt be e bbb sttt e be e be e be e sbb e e s beenbeebeenbe e e 26
A2 1L ELISA Lottt bbbt b e nbeenree s 26
4.2.1.1. Principi i postupak izvodenja ELISA INGEZIM West Nile IgM .........cccccovviiiininninninns 27
4.2.1.2. Principi, postupak izvodenja ELISA INGEZIM West Nile Compac kao i
izracunavanje KarakteriStika teSTa...........uiiieiiiiiiiiiii e 27
4.2.2. REAI IME RT-PCR ... .ottt ettt b e 29
4.2.2.1. Principi i postupak izolacije-ekstrakcije RNK ..o 29
4.2.2.2. Principi i postupak izvodenja real-time RT-PCR reakCije.........cccccvvvrvereiivainninsnerenennn, 30
4.2.3. StatistiCka obrada podataka...........ceciiieiiiiiie i 31
4.2.3. 1. PrOCENA MIZIKA . ... .eeeeeeiieiieiisie sttt bbbttt ettt b 31
4.2.3.2. Prostorno-vremenska analiza epizootije Groznice Zapadnog Nila ..........cccccoovvnirinenne 31
4.2.3.2.1. Analiza gUSTING KIASTEIA........ccueiveieieieiicie st 31
4.2.3.2.2. HOt SPOt @naliza KIASTErA. .........ocveiiieiieiicie st 32

4.2.3.2.3. Inkrementalna prostorna autoKOrelaCHja ............ocervevieiiiiiiie e 32



4.2.3.3. Vremenska, prostorna i prostorno-vremenska analiza klastera.............ccccooovnncrenennn.

5. REZULTATIISPITIVANIA L. ettt sttt sttt b e st she e
5.1. Rezultati ispitivanja uzoraka komaraca na prisustvo genoma virusa Zapadnog Nila.................
5.1.1. MONitoring 2017. GOUINE.......cveiiieiiiiieie sttt
5.1.2. MOoNitoring 2018. GOUINE......ccuiiiiie ettt sttt s re et re e sresre e e sreanes

5.1.3. Rezultati statisticke ocene znaCajnosti razlika u broju registrovanih slucajeva
prisustva groznice Zapadnog Nila u ispitivanim grupnim uzorcima komaraca tokom 2017. i
2018. godine u JuznobanatSKOM OKIUGU .........ceveiiiriiiiiiieieieiees st

5.2. Rezultati ispitivanja uzoraka krvnog seruma konja na prisustvo IgM antitela protiv virusa
B 1= Vo g To T I NN |- SRS

5.2.1. Monitoring U 2017. gOUIN ..cc.eceiiiieieeie st sttt s re e ae e re e sreans
5.2.2. Monitoring U 2018. gOUINI ......ccviieiieiieie et sttt st et re e re e sreens

5.3. Rezultati ispitivanja uzoraka tkiva i briseva poreklom od divljih ptica na prisustvo delova
genoma Virusa Zapadnog Nila...........ccooiiiiiiiii e e

5.3.1. MONitoring 2017. GOUINE ......cuiiiiiie et sttt s re e be e e sr e re e e sreenes
5.3.2. MOoNitoring 2018. GOUINA......cc.ciiiieiiieeie ettt et be e et re e resre e e sreens

5.4. Ispitivanje prisustva infekcije/serokonverzije izazvane virusom Zapadnog Nila kod
AOMACTI ZIVOTITA ...ttt r e sb e bt b e bt et e n e nr e s nrennes

5.4.1. Ispitivanje uzoraka Krvnih SEruma goVeda ...........coeveiriiiriiesiesieneeses e

5.4.1.1. Uzorci krvnih seruma teladi, junica i krava — Farma “Vojvodina” u StarCevu,
OPSHINA PANCEVO....eiitiiiiiiiit ettt et b e bbb e et e et e et e et e e e saeebe e nbe e e

5.4.1.2. Uzorci krvnog seruma teladi, junica i krava — Farma ,, Stari Tami$” u Pancevu ..............

5.4.1.3. Uzorci krvnog seruma teladi, junica i krava — Farma ,,Zlatar”, Mramorak, opStina

5.4.1.4. Rezultati ispitivanja prisustva maternalnih antitela u serumu teladi sa farmi u
StarCevu, Starom TamiSu i Mramorku .........cccooiiiiiiiiiiiic et

5.4.2. Ispitivanje uzoraka Krvnih SEruma SVINJa.........ccceveiiiiiieie ittt
5.4.2.1. Uzorci krvnog seruma svinja — svinje sa farmi........cccccocvvveiiiecicv s
5.4.2.2. Uzorci krvnog seruma svinja — individualna gazdinstva...........cccccocvvveviniiicvesecce e
5.4.3. Ispitivanje uzoraka Krvnih SEruma ZIVINE...........ccueiuiiiieiieiie ittt
5.4.3.1. Uzorci krvnog seruma Zivine — Zivina sa farmi........cc.ccooovveeriiiineeneneeeneseesesre e
5.4.3.2. Uzorci krvnog seruma zivine — individualna gazdinstva ............ccccoeovvnieninnencncnenes

5.5. Epidemioloski izvestaji Zavoda za javno zdravlje Pancevo po pitanju groznice Zapadnog
INTB KOG JUI. ...t

5.6. Deskriptivna analiza epizootioloskih indikatora infekcije virusom Zapadnog Nila ...................



5.7. Deskriptivna analiza epidemioloskih indikatora groznice Zapadnog Nila na ispitivanom

5.8. Izbor potencijalnih sentinel vrsta - rezultati ekoloske studije posmatranja linearne
povezanosti faktora izlozenosti i broja seropozitivnih Zivotinja na virus Zapadnog Nila.................. 85

5.8.1. Ispitivanje povezanosti faktora rizika ,,vrsta domace zivotinje/tip proizvodnje* na
ukupan broj registrovanih slucajeva infekcije/serokonverzije virusom Zapadnog Nila kod
razliCitih vrsta domacih ZIVOLINJA .......oivieiiriiieiiiese e 85

5.8.2. Ispitivanje povezanosti faktora rizika ,.tip proizvodnje* na ukupan broj registrovanih
slucajeva infekcije virusom Zapadnog Nila kod svinja uzgajanih na farmama i seoskim
GAZOINSEVIIMIA ...ttt et b bbbt e et b et b e b e b b n e 88

5.8.3. Ispitivanje povezanosti faktora rizika ,.tip proizvodnje* na ukupan broj registrovanih
slu¢ajeva infekcije virusom Zapadnog Nila kod Zivine drZzane na farmama i seoskim

(0T 740 11 0TSy Y7114 SRS 91
5.8.4. Rezultati procene faktora rizika izlozenosti virusu Zapadnog Nila primenom

Bajesove mreze (vrsta, starosta i tip Proizvodnge) .........ccccceereiriieriiieiieniee e 95

5.9. Rezultat geoprostorne analize grupisanja KIaStera ...........cccvvveviieiiieieseeie e 99
5.9.1. Kartografski prikaz distribucije frekvencija slucajeva infekcije virusom Zapadnog

N S TSP T TP PP TP TR PRURPRPPPPPION 99

5.9.2. Analiza gUSTING KIASTEIa .......cveveiieiiciiiice s 106

5.9.3. HOt SOt @Naliza KIASTEIA .........cvevieiiiiiiiiesese s 109

B. DISKIUSIJIA ..ottt h bbbttt e he bt bbb et et et e e eneeneene 128

7. ZAKLIUCCT oot s 136

8. LITERATURA .ttt s ettt e r s e e s b nesr e e ne s 138



1. UVOD

Virus Zapadnog Nila pripada familiji Flaviviridae i rodu Flavivirus. Pripada RNK
virusima jer poseduje jednolancani linearni, pozitivno orijentisan molekul RNK. lIzaziva
groznicu Zapadnog Nila kod konja, ptica i ljudi. Rezervoari pomenutog virusa u prirodi
su ptice (migratorne divlje ptice), neke vrste komaraca, a zabelezeni su 1 slucajevi
sporadi¢nog prisustva virusa kod vasi i buva. Ljudi i konji su sluc¢ajni domacini virusa
Zapadnog Nila. Razlog tome je nizak stepen viremije koja se razvija u organizmu ljudi i
konja i koja ne dozvoljava dalje Sirenje virusa.

Virus Zapadnog Nila se prenosi i odrzava u prirodi u ciklusu komarac — ptica gde su
ptice rezervoari virusa i prirodni domacini. Za region jugoistoéne Evrope je posebno
znacajan komarac roda Culex kao vektora infekcije. Kod ptica je ustanovljen visok
stepen viremije koja omogucava inficiranje komaraca. Iz organizma ptica Se virus
putem fecesa izlucuje u spoljasnju sredinu ¢ime je omoguéeno prenosSenje virusa na
druge ptice.

U procesu Sirenja virusa sa jedne teritorije na drugu, poseban znacaj pridaje se
migratornim pticama. One se inficiraju ubodom komaraca i mogu razviti viremiju koja
traje i do 100 dana kada se dalje mogu inficirati komarci tokom hranjenja na viremi¢nim
pticama. Ljudi se inficiraju ubodom zarazenog komarca, a zabelezeni su slucajevi
prenosa virusa i transfuzijom krvi, transplantacijom organa itd.

Virus groznice Zapadnog Nila izaziva klinicki manifestna oboljenja kod ptica, konja
i ljudi. Na osnovu do sada dostupnih podataka oko 25% obolelih ljudi ispoljava
povisenu telesnu temperaturu i druge klinicke simptome oboljenja koji su sli¢ni gripu.
Manje od 1% obolelih ljudi ispoljava neuroloske poremecaje koji se mogu zavrsiti
smrtnim ishodom. Kod najveéeg broja obolelih ljudi infekcija prolazi asimptomatski.
Kod konja ¢esto dolazi do ispoljavanja simptoma oboljenja nervnog sistema u vidu
ataksije, podrhtavanja misica, opste slabosti i u nekim sluc¢ajevima uginuca.

Pojava serokonverzije izazvane virusom Zapadnog Nila je utvrdena kod konja,
ptica, ljudi, kokosi, goveda, pasa, svinja, magaraca, koza, golubova, vrabaca i drugih
domacih i divljih Zivotinja. Programi monitoringa ove bolesti uklju¢ivali su prikupljanje
uzoraka poreklom od razlicitih vrsta zivotinja kao na primer domace Zzivine, konja,
divljih ptica i komaraca i utvrdivanje prisustva infekcije, odnosno kontakta za virusom
Zapadnog Nila bilo direktno (detekcijom prisustva virusa) ili indirektno (detekcijom
prisustva specificnih antitela). Osnovni zadatak sprovodenja programa monitoringa
groznice Zapadnog Nila kako kod nas, tako i u svetu, jeste pravovremeno otkrivanje
prisustva i cirkulacije virusa na nekom podruc¢ju, kao i odredivanje pocetka sezonske
cirkulacije virusa u enzootskim/endemskim podruc¢jima u cilju blagovremenog
informisanja, kontrole vektora i preveniranja infekcije ljudi 1 Zivotinja 1 sprecavanja
pojave epidemija i epizootija.

U Republici Srbiji se od 2014. godine sprovode programi monitoringa groznice
Zapadnog Nila u kojima je vrseno prikupljanje uzoraka poreklom od konja, komaraca,
divljih ptica, odnosno domace zivine koja se kao sentinel vrsta koristila samo tokom
sprovodenja monitoring programa 2014. godine.

Dosadasnji rezultati sprovodenja monitoring programa groznice Zapadnog Nila u
Republici Srbiji ukazali su na to da konji kao sentinel vrsta, nisu dovoljno podesni za
pracenje prisustva/cirkulacije virusa Zapadnog Nila u prirodi, s obzirom na to da je
velika populacija konja, posebno na podru¢ju severa Republike Srbije ve¢ seroloski
pozitivna (prisustvo 1gG antitela). U Republici Srbiji je od 2015. godine u sprovodenju



monitoringa utvrdivano samo prisustvo IgM antitela u uzorcima krvnog seruma konja
kao dokaz prisustva skorasnje infekcije.

Iz navedenih razloga se danas u svetu uvode nove sentinel vrste za pracenje pojave
groznice Zapadnog Nila kao $to su zivina, svinje, goveda itd. Cilj ove doktorske
disertacije je ispitivanje moguc¢nosti uvodenja potencijalno novih sentinel vrsta u
monitoring programe groznice Zapadnog Nila koji se sprovode u Republici Srbiji.
Treba napomenuti da su podaci o koriSé¢enju goveda i svinja kao potencijalnih sentinel
vrsta za pracenje cirkulacije virusa groznice Zapadnog Nila do danas prilicno oskudni
kako u stranoj, tako i u domacoj literaturi. Ovo se posebno odnosi na goveda i svinje
Cija se brojnost i rasprostranjenost ¢ine odgovarajué¢im za izbor ovih vrsta zivotinja kao
potencijalnih sentinel vrsta. 1z tog razloga, istrazivanjima u okviru ove doktorske
disertacije je pracena pojava serokonverzije kod domace Zivine, goveda i svinja na
teritoriji Juznobanatskog okruga. Razlog tome je znacajno prisustvo virusa groznice
Zapadnog Nila na prostoru Juznobanatskog okruga koje se tokom proteklih osam
godina pokazalo kao endemsko podrucje pojave groznice Zapadnog Nila, sa desetinama
obolelih ljudi i smrtnih ishoda. Imaju¢i u vidu navedene podatke, uvodenje goveda i
svinja kao potencijalnih sentinel vrsta bi znac¢ajno poboljsalo procenu rizika za zdravlje
ljudi.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Istorijat groznice Zapadnog Nila, bioloske osobine virusa i patogeneza

Virus Zapadnog Nila pripada familiji Flaviviridae, rodu Flavivirus i izaziva
groznicu Zapadnog Nila. Rezervoari virusa Zapadnog Nila su ptice i neki rodovi
komaraca. Ljudi i konji su krajnji, odnosno sluc¢ajni domacini virusa kod kojih virus
izaziva ili inaparentne ili blage infekcije, ali i infekcije sa izrazenim klini¢kim
simptomima koje se mogu zavrsiti smrtnim ishodom (Ahmadinejad, 2012).

Do danas je prisustvo virusa Zapadnog Nila potvrdeno na teritoriji Afrike, Juzne
Evrope, Bliskog Istoka, Indije, Australije i Severne Amerike. Virus Zapadnog Nila je na
osnovu dobijenih rezultata seroloskih ispitivanja grupisan zajedno sa virusom
Japanskog encefalitisa, zatim virusom Sent-Luis encefalitisa, odnosno Usutu virusom.
Sve do kraja 1990. godine za virus Zapadnog Nila se smatralo da ne predstavlja
znaCajan rizik po zdravlje ljudi i konja iz jednostavnog razloga $to se pojavljivao
isklju¢ivo sporadi¢no. Medutim, od pojave epidemije u Rumuniji 1996. godine ovo
stanoviSte se promenilo i virus Zapadnog Nila je postao znacajan problem u humanoj 1
veterinarskoj medicini (Dauphin i sar., 2007).

Virus Zapadnog Nila je prvi put identifikovan u uzorku krvi Zene koja je
ispoljila klinicke simptome poviSene telesne telesne temperature. Ova osoba je bila
poreklom iz Ugande, distrikta West Nile, a bolest je detektovana 1937. godine. Infekcija
izazvana virusom Zapadnog Nila je pedesetih godina proslog veka potvrdena kod ljudi
na teritoriji Izraela. Od tada je bilo sporadi¢nih izveStaja oboljenja kod ljudi i na
teritoriji Albanije, Bugarske, Belorusije, Ukrajine i Moldavije. Medutim, treba naglasiti
da je do devedesetih godina proslog veka aktivnost virusa bila veoma niska, da bi posle
toga ona porasla §to se manifestovalo povecanjem broja obolelih i tezinom klinickih
simptoma. U poslednje vreme prisustvo virusa Zapadnog Nila i pojava oboljenja kod
ljudi i zivotinja potvrdena je na teritoriji Alzira, Maroka, Tunisa, Egipta, Izraela,
Rumunije, Rusije, Poljske, Ceske, Madarske, Hrvatske, Srbije, Francuske, Portugalije,
Spanije i Italije. Virus Zapadnog Nila je identifikovan i na podru¢ju Afrike, jugoisto¢ne
Azije i severne Amerike (Martin-Acebes i sar., 2012).

Ovaj virus poseduje jednolancani molekul RNK koji je pozitivno orijentisan.
Genomska RNK virusa sadrzi jedan ORF (Open Reading Frame) region koji kodira
sintezu deset virusnih proteina uglavnom ukljucenih u proces replikacije virusa i to tri
strukturna proteina virusa (C, prM i E) i sedam nestrukturnih proteina (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B i NS5) (Ahmadinejad, 2012). Virion virusa Zapadnog Nila
sadrzi dva povrSinska glikoproteina premembranski/membranski prM/M glikoprotein
(posle cepanja je ovo membranski M glikoprotein) i glikoprotein omotaca ili E
glikoprotein. Oba ova glikoproteina formiraju heterodimere. Glikoproteini M i E virusa
su odgovorni za neke bioloSke osobine virusa kao Sto su replikacija virusa, tropizam
prema tkivima, formiranje virusne Cestice, odnosno za stimulaciju humoralnog i
¢elijskog imunoloskog odgovora organizma (Dauphin i sar., 2007). Virion virusa
Zapadnog Nila na svojoj povrSini nema projekcije u vidu Siljaka ili nekih drugih sli¢nih
tvorevina (Martin-Acebes i sar., 2012).



Proces infekcije ¢elije ukljucuje najpre vezivanje virusa za receptore na povrsini
¢elije (glikozaminoglikane, C-tip lektina). Virusna cCestica ulazi u ¢eliju domaéina
mehanizmom koji zavisi od klatrina, a unutar ¢elije se virusna Cestica transportuje preko
¢elijskog aktina i mikrotubula. Posle oslobadanja, virusna RNK dospeva u citoplazmu
¢elije domacina i1 zapocinje njena replikacija po modelu poznatom za replikaciju
jednolanc¢anih RNK virusa i to preko sinteze jedne negativno orijentisane jednolancane
RNK koja zatim sluzi kao model za sintezu veceg broja kopija pozitivno orijentisane
RNK koje ulaze u sastav novih viriona. Replikacija virusa u ¢elijama domacina dovodi
do apoptoze inficirane cCelije. Kapsidni protein virusa Zapadnog Nila ili C protein
ukljucen je u proces formiranja virusne Cestice i replikaciju virusa. Glikoprotein prM/M
je kratak transmembranski glikozilovani protein koji je povezan sa spoljaSnjim
omotacem virusa. Ovaj glikoprotein je podloZan cepanju pod dejstvom proteaza $to je
neophodan proces za sazrevanje virusne Cestice. Glikoprotein E spoljasnjeg omotaca
virusa Zapadnog Nila je transmembranski protein i izrazito imunogen glikoprotein
virusa. Ovaj protein je glikozilovan na poziciji 154 kod vecine sojeva virusa Zapadnog
Nila. Glikozilacija je veoma znacajna za efikasno prenoSenje virusa u populaciji
komaraca i ptica. Ovaj glikoprotein virusa poseduje tri domena DI, DIl i DIIl. Pored
ovih strukturnih, virus Zapadnog Nila poseduje i nestrukturne proteine. NS1 je virusni
glikoprotein i nestrukturni protein virusa koji ima veoma znacéajnu ulogu u replikaciji
virusa. Pored ovog nestrukturnog proteina, postoje jos NS2A, NS2B, NS3 (visoko
konzerviran protein virusa), NS4A, NS4B kao 1 najveci protein kodiran od strane virusa
oznacen kao nestrukturni protein NS5 (Martin-Acebes i sar., 2012.).

Virus Zapadnog Nila ima, za sada, samo jedan identifikovan serotip, ali na nivou
genomske RNK utvrdene su znacajne genske varijacije. Imajuci to u vidu, sojevi virusa
su ranije bili podeljeni u dve linije koje se medusobno razlikuju u genskoj strukturi i do
30%. Linija 1 virusa Zapadnog Nila ukljucuje sojeve virusa koji su prisutni u Africi,
Mediteranskom basenu, Juznoj Evropi, Indiji, Australiji i Americi, dok je linija 2 virusa
prisutna u podsaharskoj Africi i Madagaskaru. Za sojeve koji pripadaju ovoj liniji se
smatra da uglavnom nisu patogeni (Dauphin i sar., 2004.). lako virus Zapadnog Nila
ima samo jedan serotip, na nivou nukleinske kiseline virusa utvrdene su znacajne
genske varijacije. Do danas je primenom metode sekvenciranja virusnog genoma i
filogenetske analize, potvrdeno postojanje osam evolucionih — genetskih linija virusa od
kojih se neke dalje mogu podaliti u klade i to: 1a, 1b, 1c, 2, 3, 4a, 4b, 4c, 5, 6 i 7. Liniji
1 virusa Zapadnog Nila pripadaju sojevi identifikovani u Africi, Mediteranskom basenu,
Juznoj Evropi, Indiji, Australiji 1 Americi, dok liniji 2 pripadaju sojevi virusa u
Subsaharskoj Africi i Madagaskaru. Sojevi koji pripadaju liniji 2 virusa identifikovani
su i na teritoriji Centralne Evrope, u Madarskoj i Austriji, odnosno na teritoriji
Rumunije, Greke, Italije 1 Srbije. Pored ove dve linije virusa, postoje i linija 3 virusa u
koju su svrstani sojevi virusa nepoznate patogenosti za ljude, a koji su izolovani kod
Culex pipiens komaraca u Ceskoj kao i linija 4 u koju je svrstan soj virusa Zapadnog
Nila izolovan iz krpelja Dermacentor marginatus 1998. godine u Rusiji (Wodak i sar.,
2011; Pachler i sar., 2014.).

Linije virusa su dalje podeljene na klade u kojima su svrstani sojevi virusa u
zavisnosti od mesta geografskog porekla. Linija 1 virusa Zapadnog Nila je podeljena u
tri odvojene klade. Klada la obuhvata sojeve virusa koji su identifikovani na
teritorijama Afrike, Evrope i Amerike. Klada 1b obuhvata australijski Kunjin virus koji
je zapravo podtip virusa Zapadnog Nila i klada 1c obuhvata sojeve virusa izolovane na
teritoriji Indije. Sojevi virusa koji pripadaju kladi la su izmedu sebe veoma genski



sli¢ni uprkos geografskoj udaljenosti podru¢ja na kojima su izolovani i identifikovani.
Smatra se da je ova pojava uzrokovana unosenjem razlicitih sojeva virusa poreklom iz
drugih geografskih podrucja na jednu teritoriju preko ptica selica. Klada 1a je dalje
podeljena u razli¢ite klastere. Kao §to je prethodno navedeno linija 2 virusa ukljucuje
sojeve virusa identifikovane na teritorijama Afrike, Madagaskara, Centralne Evrope i
Jugoistocne Evrope. Takode je ve¢ prethodno naglaseno da postoje linija 3 virusa u koju
su svrstani sojevi nepoznate patogenosti za ljude, a koji su izolovani kod Culex pipiens
vrste komaraca u Ceskoj kao i linija 4 u koju je svrstan virus Zapadnog Nila izolovan iz
krpelja Dermacentor marginatus 1998. godine u Rusiji. Liniji 4 virusa pripada i soj
virusa identifikovan u Spaniji. Soj virusa Zapadnog Nila izolovan u Maleziji i Koutango
africki soj virusa mogu da budu svrstani u potpuno odvojenu, dodatnu liniju virusa
Zapadnog Nila (Martin-Acebes i sar., 2012).

Kao §to je prethodno navedeno infekcija izazvana virusom Zapadnog Nila je
prisutna u Africi, Bliskom Istoku, Evropi i Aziji. Pojava infekcije izazvane virusom
Zapadnog Nila je zabelezena 50-tih godina proslog veka na teritoriji Egipta i Izraela,
60-tih godina u Francuskoj, odnosno 70-tih proslog veka u Juznoj Africi. Od 1990.
godine i dalje, infekcija izazvana ovim virusom je utvrdena u Rumuniji 1996. godine,
Maroku 1996-2003. godine, Italiji 1998. godine, Rusiji 1999. godine, Izraelu 1998. do
2000. godine, odnosno Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) i Kanadi 1999. godine
(Dauphin i sar., 2007).

Na osnovu dostupnih literaturnih podataka kod nas i u svetu poznato je da virus
Zapadnog Nila u prirodi opstaje u enzootskom ciklusu izmedu komaraca i ptica. Rod
komaraca Culex posebno vrste C. pipiens, C. tarsalis i C. quinquefasciatus su vazni
prenosioci virusa u severnoj Americi. Za $irenje virusa zasluzne su i migratorne ptice.
One postaju inficirane posle uboda inficiranih komaraca i mogu razviti viremiju koja
traje do 100 dana; takve jedinke predstavljaju rezervoar virusa za neinficirane komarce
nakon uzimanja obroka krvi na viremi¢nim pticama. Konji i ljudi su krajnji domacini
virusa i nemaju dovoljno visok titar virusa u krvi koji bi inficirao komarce.

2.2. Klinicka slika kod ljudi, Zivotinja i prevencija
2.2.1. Klini¢ka slika kod ljudi

Ljudi se inficiraju posle uboda komaraca, a mogu i transfuzijom Krvi,
transplantacijom organa itd. Najve¢i broj inficiranih ljudi ne ispoljava klinicke
simptome bolesti, 20% ljudi ima poviSenu telesnu temperaturu, a samo 1% ima akutnu
neuroinvazivnu bolest sa pojavom encefalitisa, meningoencefalitisa, meningitisa, kao i
akutne facijalne paralize. Na teritoriji SAD u leto 2012. godine doslo je do izbijanja
oboljenja sa vise od 1800 ljudi. Do danas je u SAD registrovano oko 41000 slucajeva
pojave oboljenja kod ljudi sa 1700 smrtnih ishoda. Autori ovih istrazivanja navode
jedan veoma vazan podatak da je prisustvo IgM u krvi indikator aktivne infekcije ljudi
jer se ova antitela pojavljuju tri dana nakon infekcije. Titar ovih antitela opada u periodu
od dva do tri meseca (Garcia i sar., 2015).

Ljudi su osetljivi na infekciju izazvanu virusom Zapadnog Nila koja uglavnom
prolazi asimptomatski. Samo oko 20% inficiranih ljudi ispolji klinicke simptome
povisene telesne temperature, glavobolje, slabosti koje traju od tri do Sest dana. Manje



od 1% pacijenata ispolji klinicke simptome meningitisa, encefalitisa ili mijelitisa koji se
mogu zavrSiti smrtnim ishodom, posebno kod starijih pacijenata. Klinicki simptomi
bolesti se javljaju izmedu drugog i1 petneaestog dana posle infekcije i traju od 2 do 5
dana. Nervni simptomi bolesti mogu trajati nekoliko nedelja, a u nekim slu¢ajevima
imati i trajne posledice. Prisustvo hepatitisa, pankreatitisa i miokarditisa je takode
zabeleZzeno kod odredenog broja obolelih ljudi. Popovié¢ i sar. (2013) su opisali prvi
prijavljeni slucaj groznice Zapadnog Nila kod ljudi u Srbiji u 2012. godini. Od 58
obolelih ljudi njih 32 je u epidemioloskoj anketi navelo da provodi duzi vremenski
period u prirodi, blizu reke i da je imalo ubode komaraca. Najveci broj obolelih je bio iz
Beograda, a 6 obolelih je sa podru¢ja Juznog Banata. Prvi dijagnostikovani slucaj
oboljenja groznice Zapadnog Nila poticao je iz Panceva, region Juznog Banata.

2.2.2. Klini¢ka slika kod Zivotinja

Kod konja infekcija izazvana virusom Zapadnog Nila dovodi do sli¢nih
klini¢kih simptoma kao i kod ljudi. Oko 10% obolelih grla ispoljava neuroloske
simptome bolesti. Na tezinu klini¢kih simptoma uti¢e starost zivotinje, uslovi drzanja,
virulencija soja virusa koji je izazvao infekciju, osetljivost rase itd. Najznacajniji
klini¢ki simptomi su pareza ekstremiteta, atonija, tremor itd. Stepen smrtnosti kod konja
u SAD, Francuskoj, Italiji i Izraelu se kre¢e od 20% do 57%. (Dauphin i sar., 2007)

Kod ptica dolazi do ispoljavanja oboljenja nervnog sistema koje je pra¢eno
ataksijom i paralizom, odnosno dolazi do neuroloskih promena kao $to su depresija,
letargija, ali i gubitka telesne tezine i miokardititisa. Uginuée, ako nastupi, nastaje 24
sata posle pojave klinickih simptoma bolesti. Virus kod ptica napada i unutra$nje organe
kao §to su jetra, bubrezi, srce, slezina (Martin-Acebes i sar., 2012).

2.2.3. Prevencija

Do danas ne postoji vakcina odobrena za upotrebu kod ljudi, ali sa druge strane,
postoje veoma efikasne vakcine za konje. U SAD su u upotrebi tri komercijalne vakcine
jedna inaktivisana, jedna rekombinantna Ziva vakcina 1 jedna plazmidska vakcina.
Danas se poseban znacaj pridaje prevenciji i kontroli infekcije koja podrazumeva pored
vakcinacije, kontrolu vektora i primenu zoohigijenskih mera. Ovo poslednje obuhvata
upotrebu repelenata u svakodnevnoj praksi, dezinfekciju prostorija, iS¢enje prostorija u
kojima borave Zivotinje, uklanjanje leseva ptica itd. (Martin-Acebes i sar., 2012.)

2.3. Laboratorijska dijagnostika Groznice Zapadnog Nila

Laboratorijska dijagnostika groznice Zapadnog Nila zasniva se na izolaciji
virusa, zatim utvrdivanju prisustva virusne nukleinske kiseline u uzorcima krvi i tkiva
primenom RT-PCR (Reverse Transription Polimerase Chain Reaction, RT-PCR) ili
real time RT-PCR kao i utvrdivanjem prisustva specificnih IgM ili IgG antitela u
uzorcima krvnog seruma ili cerebrospinalne te¢nosti (likvora) imunoenzimskim —
ELISA ili virus neutralizacionim — VN testom. Guerrero-Carvajal i sar. (2020) su
koristili dva komercijalna ELISA testa za utvrdivanje prisustva specifi¢nih IgG i IgM
antitela kako bi utvrdili seroprevalenciju kod konja. Svi uzorci koji su reagovali
pozitivno ili sumnjivo ELISA testovima potvrdivani su virus neutralizacionim testom.



Svi pozitivni uzorci su virus neutralizacionim testom paralelno ispitani i na prisustvo
antitela na Usutu virus. Ovom studijom obuhvaceno je 725 kopitara, i kod 199 konja
metodom kompetitivnog CELISA testa utvrdena su specifi¢na antitela protiv virusa
Zapadnog Nila §to ¢ini seroprevalenciju od 27,5%, dok je 22 reagovalo sumnjivo.
ELISA testom za utvrdivanje IgM antitela ustanovljena su IgM antitela kod 16 konja,
Sto Cini seroprevalenciju od 2,2%, dok su 3 uzorka reagovala sumnjivo. Serumi koji su
reagovali pozitivno ili sumnjivo na oba ELISA testa su radi potvrde ispitani virus
neutralizacionim testom, kojim je od 226 seruma potvrdeno prisustvo specificnih
antitela kod 143 kopitara, ¢ime je utvrdena seroprevalencija od 19,7%. Pored ovoga,
virus neutralizacionim testom su utvrdena antitela na Usutu virus kod 11 kopitara.
Dobijeni rezultati su potvrdili da virus Zapadnog Nila i Usutu virus cirkuli$u u regionu
zapadne Spanije, $to je ukazalo na potrebu uspostavljanja monitoringa virusa Zapadnog
Nila. Long i sar (2006) su ispitivali osetljivost i specificnost IgM ELISA testa za
dijagnostikovanje bolesti Zapadnog Nila kod konja. U studiju je bilo uklju¢eno 36
sigurno pozitivnih konja i 381 konja iz neinficiranih zapata. Svih 417 konja je testirano
radi ispitivanja osetljivosti i specifi¢nosti ELISA testa, iz grupe od 36 sigurno pozitivnih
konja pozitivno je reagovalo 33 konja Sto daje osetljivost testa od 91,7%. 1z grupe od
381. neinficiranog konja negativno je reagovalo 379 konja, Sto daje specifi¢nost od
99,4%. Posle utvrdivanja osetljivosti i specifi¢nosti testa, ispitano je 602 uzoraka krvnih
seruma konja, uzorkovanih u periodu 2001. do 2003. godina sa teritorije drzave Florida,
koji su ispoljili simptome poremecaja nervnog sistema. Kori§¢enjem standardnih
kriterijuma ovog dijagnostickog metoda utvrdena su specificna IgM antitela kod 194
konja, §to daje seroprevalenciju od 32%. Pomeranjem grani¢ne vrednosti (,,cut off*)
utvrdena su specifi¢na antitela kod 208, odnosno 225 konja, Sto daje seroprevalenciju
od 37%. Zakljucak je da je ELISA test koji se koristi za detekciju IgM antitela kao
indikatora skorasnje infekcije virusom Zapadnog Nila, pouzdan. Ova studija je pokazala
da se ELISA test za utvrdivanje specificnih IgM antitela moze koristiti kao potvrda
bolesti kod konja sa nervnim simptomima, i sa kori§¢enjem standardnih grani¢nih
vrednosti testa. Ocenjeno je da konji koji su reagovali negativno najverovatnije nisu bili
inficirani. Shirato i sar. (2005) su uspostavili protokol za izvodenje real-time RT-PCR
koji su koristili za identifikaciju virusa Zapadnog Nila i virusa Japanskog encefalitisa. |
ovde kao i u prethodno opisanom ispitivanju je odredivana specifi¢nost i osetljivost
novog protokola za izvodenje real time RT-PCR koris¢enjem vise sojeva linija 1 i 2
virusa Zapadnog Nila, zatim vise sojeva virusa Japanskog encefalitisa kao i drugih
flavivirusa kao $to je Denga virus. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da se
opisani protokol moze Koristiti u simultanoj dijagnostici nabrojanih virusa, naro€ito u
endemskim podru¢jima kakva je istocna Azija. Danas postoji veci broj protokola za
izvodenje real time RT-PCR Kkoji se koriste u laboratorijskoj dijagnostici virusa
Zapadnog Nila. Jedan od tih protokola je uspostavljen od strane Zink i sar. (2013). Ovaj
protokol za izvodenje real time RT-PCR je koriS¢en za istovremenu identifikaciju
Isto¢nog encefalitisa konja i groznice Zapadnog Nila. Dobijeni rezultati ispitivanja su
potvrdili da tokom ispitivanja nije doslo do unakrsnih reakcija izmedu dva virusa, kao
ni unakrsne reakcije sa drugim ispitanim arbovirusima. Ovo prakti¢no znaci da je tokom
ispitivanja potvrdena osetljivost 1 specifiCnost novouspostavljenog protokola za
izvodenje metode koji se kao takav, po misljenju autora, moze koristiti za sprovodenje
monitoringa virusa Zapadnog Nila kod ljudi i zivotinja. Faggioni i sar. (2014) su kao
rezultat svojih ispitivanja uspostavili protokol za izvodenje real time RT-PCR koji je
omogucio detekciju i genotipizaciju dve glavne linije virusa Zapadnog Nila, linije 11 2.



Za izvodenje ovog protokola koris¢en je jedan par prajmera i proba koji su
identifikovali prisustvo visoko konzervirane konsenzus sekvence otkrivene na 5°'
terminalnom Kkraju genoma virusa. Laboratorijska dijagnostika virusa Zapadnog Nila je
od izuzetnog znaCaja za pravovremeno spreCavanje ove znaCajne bolesti ljudi i
zivotinja. Vazquez i sar. (2016) su u svom radu opisali novi protokol za izvodenje
metode real time RT-PCR koji je namenjen za identifikaciju sojeva virusa Koji
pripadaju svim do sada poznatim i opisanim linijama virusa Zapadnog Nila. U ovim
ispitivanjima je utvrdivana osetljivost i specificnost protokola za izvodenje real time
RT-PCR. Validacija protokola za laboratorijsku primenu je izvrSena koriS¢enjem
razlicitih sojeva virusa Zapadnog Nila, zatim kroz ispitivanje uzoraka poreklom od ljudi
(cerebrospinalna te¢nost, tkiva prikupljena prilikom biopsije, uzorci krvnog seruma i
plazme) kao ispitivanjem zbirnih uzoraka komaraca. Dobijeni rezultati su pokazali
visoku specifi¢nost i osetljivost novog protokola za izvodenje real time RT-PCR,
odnosno tokom ispitivanja je potvrdeno da primenjeni protokol nije dovodio do
amplifikacije delova genoma srodnih virusa (Usutu virus, virus Japanskog encefalitisa,
Denga virus, virus zute groznice itd.). 1z prethodno navedenih razloga, autori ovog
istrazivanja smatraju da se novi protokol za izvodenje real time PCR moze Koristiti za
sprovodenje programa monitoringa virusa Zapadnog Nila kod ljudi i zivotinja. Pored
ve¢ spomenutih protokola, protokol za izvodenje multiplex real time RT-PCR za
simultanu identifikaciju linija 1 i 2 virusa Zapadnog Nila i Usutu virusa razvili su Del
Amo i sar., 2013. U ispitivanjima je koris¢eno viSe prajmera i proba. Ispitivana je
osetljivost 1 specifinost novouspostavljenog protokola koriS¢enjem vise razlicitih
sojeva virusa koji su pripadali liniji 1 i liniji 2 virusa Zapadnog Nila, odnosno Usutu
virusa. Validacija novog protokola za izvodenje real time RT-PCR je izvrsena
koriS¢enjem veceg broja razli¢itih uzoraka. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili
visoku osetljivost i specifiénost novog protokola za izvodenje real time RT-PCR.

Imajuéi u vidu izbijanje nekoliko epidemija izazvanih virusom Zapadnog Nila
na teritoriji Tunisa u poslednjih dvadeset godina, Wasfi i sar. (2016) su izvrsili
prikupljanje uzoraka komaraca na teritoriji Centralnog Tunisa u cilju ispitivanja na
prisustvo flavivirusa. Ukupno je prikupljeno 102 uzorka Culex pipiens komaraca tokom
septembra 2014. godine. Svi prikupljeni uzorci su ispitani primenom metode
heminested RT-PCR i primenom metode real-time RT-PCR uz kori$¢enje prajmera za
virus Zapadnog Nila. Svi prikupljeni uzorci komaraca su najpre -pulovani’’, a zatim
ispitani. Od ukupno 21 ispitanih pulovanih uzoraka komaraca, kod 7 pulova utvrdeno je
prisustvo genoma virusa Zapadnog Nila. U ispitanim uzorcima nije utvrdeno prisustvo
nijednog drugog flavivirusa. Iz pozitivnih uzoraka komaraca izvrSena je i izolacija
virusa Zapadnog Nila na Vero ¢elijskoj liniji. Rezultati filogenetske analize su potvrdili
da sojevi virusa Zapadnog Nila identifikovani na teritoriji Tunisa u ovim ispitivanjima
pripadaju liniji 1 i da su blisko srodni sa sojem virusa identifikovanom u Tunisu koji je
poznat pod nazivom soj Tunis 1997 (soju PAH 00ldetektovanom jo§ 1997. godine).
Ova ispitivanja potvrduju da su neke regije Tunisa u visokom riziku od izbijanja
groznice Zapadnog Nila kod ljudi i Zivotinja.

2.4. Epizootiologija i monitoring virusa Zapadnog Nila; Sentinel vrste
U literaturi koja se bavi virusom Zapadnog Nila i njegovom epizootiologijom posebno

mesto zauzimaju radovi koji se odnose na filogenetsku analizu do sada identifikovanih
sojeva virusa koja se sprovodi radi utvrdivanja sli¢nosti ili razlika izmedu sojeva virusa



kako bi se dobili podaci o istorijatu prisustva pojedinih sojeva virusa Zapadnog Nila na
odredenoj teritoriji. Therrien i sar. (2019.) navode da je prisustvo virusa Zapadnog Nila
na zapadnoj hemisferi prvi put potvrdeno 1999. godine i to na teritoriji Njujorka. Do
sada su na teritoriji SAD i Kanade identifikovana tri genotipa virusa Zapadnog Nila. O
evoluciji virusa na teritoriji Kanade do sada ne postoji mnogo podataka. U ovim
ispitivanjima je izvrSena molekularna karakterizacija i filogenetska analiza ukupno 26
genoma sojeva virusa Zapadnog Nila izolovanih iz uzoraka komaraca (ukupno 44000
uzoraka komaraca) prikupljenih na teritoriji provincije Kvebek u Kanadi u periodu od
2003. do 2006. godine i od 2013. do 2016. godine kada su sprovedeni postupci
monitoringa virusa. Sojevi virusa izolovani u Kanadi su bili filogenetski srodni
americkim sojevima virusa Zapadnog Nila koji su bili detektovani u severnim 1 juznim
delovima SAD. Istovremeno, tokom ispitivanja je potvrdeno postojanje dve
monofiletske grupe virusnih izolata koje je karakterisalo postojanje razli¢itih
konzerviranih aminokiselinskih motiva. Ovi aminokiselinski motivi su bili prisutni kod
14 izolata virusa, a nisu bili utvrdeni kod drugih genotipski dominantnih (NA/WN02)
izolata virusa na podruc¢ju SAD. Ispitivanje evolucije virusa Zapadnog Nila i njegov
genski diverzitet ispitivali su Chaintoutis i sar. (2019). Predmet interesovanja autora je
bio pokusaj otkrivanja porekla virusa i puteva njegovog prenosenja u Evropu, posebno
na teritoriju Balkanskog poluostrva. U navedene svrhe izvrsena je analiza veéeg broja
kompletnih genskih sekvenci virusa Zapadnog Nila i sekvence virusa koji je
identifikovan u Gr¢koj 2018. godine. U ovim ispitivanjima je potvrdeno da najveci broj
sojeva virusa Zapadnog Nila poreklom iz Centralne Evrope pripada liniji 2 virusa i da je
grupisan u dve filogenetske podgrupe (Centralna i Jugozapadna Evropa i Balkan).
Tokom ispitivanja je utvrdeno prisustvo 32 aminokiselinske supstitucije kod razli¢itih
filogenetskih podgrupa virusa ukazujué¢i da je genski drift odgovoran za najveéi broj
evolucionih promena u genomu virusa. Interesantno je napomenuti da su autori utvrdili
da su tri nova, nezavisna ulaska virusa virusa iz Madarske i Bugarske bila odgovorna za
ponovnu pojavu infekcije u Grékoj 2018. godine. Ovim istraZivanjem su potvrdene
sumnje da je Madarska 1 dalje solidna ekoloska nisa za virus Zapadnog Nila 1 da ima
centralnu ulogu u diseminaciji, odnosno Sirenju novih sojeva virusa na druge delove
Balkanskog poluostrva. Autori iz tog razloga smatraju da je primena odgovarajucih
programa monitoringa u kontroli infekcije kod ljudi i Zivotinja izuzetno znacajna. Uz to,
molekularne metode su se pokazale kao idealne u identifikaciji delova genoma virusa
Zapadnog Nila u razli¢itim uzorcima poreklom od Zivotinja i ljudi.

Duggal i sar. (2015) su opisali vise od 100 sekvenci sojeva virusa Zapadnog Nila
identifikovanih kod komaraca prikupljenih na teritoriji Kalifornije u periodu od 2003.
do 2011. godine kada je sproveden program monitoringa virusa. Dobijeni rezultati
potvrdili su pet nezavisnih ulazaka virusa Zapadnog Nila na teritoriju Kalifornije.
Takode, potvrdeno je da je genotip SWO03 virusa bio ograni¢en na jugozapadne delove
SAD i da ovaj genotip ima veliku brzinu Sirenja u populaciji komaraca. Autori takode
navode da je geografska ogranicenost sojeva virusa Zapadnog Nila u jednom regionu u
periodu od Sest godina, ukazala na to da je odrzavanje virusa na jednoj teritoriji bilo
viSe vezano za rezidentne vrste Zivotinja na toj teritoriji, nego za migratorne ptice ili
prezivljavanje virusa kod komaraca tokom zime.

koji pripadaju rodu Culex koji su ujedno i najefikasniji od svih vektora virusa. U Evropi
su Culex komarci glavni vektori virusa. Nekoliko drugih vrsta komaraca su vektori
virusa u drugim geografskim podru¢jima — Cx. univitatus u Africi, Cx. annulirostris u



Australiji i Cx.vishnui i Cx. tritaeniorbynchus u Aziji. Pored komaraca, virus Zapadnog
Nila se sporadi¢no izoluje iz uzoraka artropoda, vasi ili buva. U ciklusu prenosenja
virusa, pored komaraca, uklju¢ene su i ptice kao vrste u kojima se on intenzivno
replikuje. Prilikom uboda, komarci koji u pljuvacnim zlezdama nose virus inficiraju
ptice. U organizmu ptica, virus se replikuje i nastaje viremija koja se javlja za jedan do
Cetiri dana posle ulaska virusa u organizam. Zbog prisutne viremije, ptice su prirodni
rezervoari virusa, koji se prenosi na druge komarce, a zatim i na ljude i zivotinje. Danas
se zna da je najmanje 198 vrsta ptica ukljuceno u ciklus odrzavanja i prenosenja virusa
Nila veoma retka, dok su zabeleZeni slucajevi uginuca u Izraelu i SAD. Inficirane ptice
izluuju znacajnu koli¢inu virusa fecesom ili iscetkom iz usne Supljine. Na taj naéin
omoguceno je direktno prenoSenje virusa sa ptice na pticu i ¢ak sa ptice na Coveka.
Eksperimentalno je dokazana oralna infekcija ptica. Do danas je potvrdeno da se virus
Zapadnog Nila moze prenositi transfuzijom, transplantacijom organa, transplacentarno,
a cksperimentalno je utvrdeno da se kod sisara i ptica moze preneti direktnim
kontaktom s iscetkom iz usne Supljine. Nekoliko drugih zivotinjskih vrsta je osetljivo na
infekciju virusom Zapadnog Nila sa ili bez jasnog ispoljavanja klinickih simptoma
oboljenja. To su pre svega psi, macke, ovce, svinje, goveda, zeCevi, jeleni, rakuni,
vukovi, medvedi, veverice. Medutim, viremija kod ovih Zivotinja je niskog titra i
nedovoljna da pokrene ciklus prenoSenja virusa. Treba naglasiti da su ljudi i konji
krajnji domacdin virusa jer viremija u njihovom organizmu nije dovoljna da omoguci
dalje prenoSenje virusa putem komaraca. (Dauphin G. i sar., 2007; Martin-Acebes i sar.,
2012). Komar (2001) smatra da su ptice pogodne vrste za otkrivanje, pracenje i
prenosSenje virusa u populacijama zivotinja. Dobijeni podaci o seroprevalenciji ukazuju
da se zivina i golubovi (gajeni na farmama) mogu Koristiti kao sentinel vrste u pracenju
infekcije izazvane virusom Zapadnog Nila, posebno za severnoameri¢ke sojeve virusa.
Kod obe vrste ptica bilo utvrdeno prisustvo specificnih antitela protiv virusa Zapadnog
Nila u slucaju izbijanja epidemije na teritoriji Njujorka 1999.-2000. godine. Kao
sentinel vrste ptica mogu se takode koristiti golubovi i vrapci kao slobodnozivece vrste
ptica isklju¢ivo na podruc¢jima koja su evidentirana kao enzootska ZariSta virusa.
Goddard i sar., (2002) su ispitivali koje su vrste komaraca najkompetentniji vektori
virusa Zapadnog Nila. U ispitivanjima je koris¢eno 10 vrsta kalifornijskih komaraca iz
14 razli¢itih geografskih regiona. Dobijeni rezultati su potvrdili da je Culex pipiens
najefikasniji i da komarci iz roda Culex imaju znacajnu ulogu kako u samom prenosenju
Monitoring infekcije izazvane virusom Zapadnog Nila vrsili su Blackmore i sar. (2003).
Infekcija izazvana virusom Zapadnog Nila je detektovana na Floridi u julu 2001.
godine. Nakon toga, u narednih pet meseci u 56 od 67 okruga ove drzave vrSen je
monitoring. Tokom sprovodenja monitoringa utvrdena je infekcija virusom Zapadnog
Nila kod 1106 divljih ptica, 492 konja, 194 sentinel Zivine i 12 ljudi. Virus je takode
identifikovan i izolovan iz 13 uzoraka komaraca roda Culex. Sli¢na ispitivanja su vrSena
od strane Turell i sar. (2005). Ova ispitivanja su potvrdila da su sve Culex vrste
komaraca kompetentni vektori virusa Zapadnog Nila i da ucéestvuju u njegovom
kompetentniji vektori kao na primer Culex tarsalis u odnosu na Culex nigripalpus.
Uglavnom se moze re¢i da su sve Culex vrste komaraca kompetentni vektori virusa
Zapadnog Nila. Ozkul i sar. (2006) su u svojim istrazivanjima prikupili 40 uzoraka
krvnog seruma magaraca, 63 uzorka krvnog seruma macaka, 100 uzoraka seruma od
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goveda, zatim 114 uzoraka od pasa, 259 uzoraka od konja, 100 uzoraka od ovaca kao i
88 uzoraka krvi ljudi sa razli¢itih podruc¢ja Turske. Ispitivanjima su obuhvacene
zivotinje iz 10 provincija ove zemlje. Svi uzorci krvnog seruma su ispitani
neutralizacionim testom na Vero celijskoj liniji. Dobijeni rezultati ispitivanja su
potvrdili da je 1 od 40 ispitanih uzoraka seruma magaraca bio pozitivan na prisustvo
specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila, zatim 4 od 100 uzoraka goveda, 43 od
114 uzoraka pasa, 35 od 259 uzoraka konja, jedan od 100 ispitanih uzoraka ovaca i 18
od ukupno 88 uzoraka poreklom od ljudi. Ovi rezultati pokazuju da su sisari izlozeni
virusu Zapadnog Nila i njemu srodnim virusima i da mozda mogu da doprinesu
odrzavanju cirkulacije virusa na jednom podruc¢ju pa ¢ak i u slucaju kada zivotinje ne
ispoljavaju klinicke simptome bolesti. Lefrancois i sar. (2005) su sproveli monitoring
program na prisustvo virusa Zapadnog Nila kod konja i zivine na podru¢ju arhipelaga
Guadeloupe. Ispitivanja uzoraka krvnog seruma su vrSena primenom metode ELISA i
testa redukcije plakova. Utvrdena je visoka prevalencija prisustva virusa Zapadnog Nila
kod konja tokom 2003. godine i opadanje cirkulacije virusa u populaciji konja 2004.
godine. Seropozitivni ekvidi i zivina su nadeni u blizini Sume mangrova u kojoj zivi
mnogo vrsta divljih ptica i komaraca. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da je
prenosenje virusa dramati¢no smanjeno u 2003. i 2004. godini u poredenju sa 2002.
godinom. Kod konja nije utvrdena serokonverzija izmedu januara 2003. i avgusta 2004.
godine, a seroprevalencija virusa kod zivine je 2003. i 2004. godine bila niska u
poredenju sa 2002. godinom. U ovim ispitivanjima nije bilo uginulih divljih ptica.
Tokom ovih ispitivanja nije bilo slu¢ajeva oboljevanja kod ljudi i konja. Folly i sar.
(2020) navode da je virus Zapadnog Nila uneSen u Nemacku 2016. godine, ali nije
detektovan do 2018. godine. Rana detekcija omogucava javnom zdravlju i veterinarskoj
sluzbi planiranje programa zastite i razvoj epidemioloskih modela. Metod rane detekcije
koriséenjem sentinel konja u seroloskom nadzoru primenjen je u Spaniji, Nemackoj i
Africi. Tokom sezone vektora u 2019. godini u Jugoistotnom delu Engleske seroloski
su ispitani uzorci krvnog seruma konja metodom ELISA testa, radi utvrdivanja
prisustva ukupnih antitela i IgM klase na virus Zapadnog Nila. Uslov je bio da konji
borave u ovom delu Engleske u vreme uzorkovanja krvi. Uzorkovanje je vrSeno u
letnjim 1 jesenjim mesecima, u vreme pojacane aktivnosti vektora. Ukupno je ispitano
988 uzoraka krvnog seruma konja koriS¢enjem dva komercijalna ELISA testa i to
kompetitivna CELISA za utvrdivanje specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila i
ELISA test za utvrdivanje IgM antitela. Svi uzorci krvnog seruma koji su reagovali
pozitivno na cELISA testu ispitani su ELISA testom za utvrdivanje IgM specifi¢nih
antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Od ukupno ispitanih 988 uzoraka krvnog seruma,
pozitivno je reagovalo na cELISA 274 uzoraka, Sto €ini seroprevalenciju od 27,7%. Od
ovih 274 uzoraka, na IgM ELISA testu pozitivno su reagovala 2 uzorka, $to autori
objasnjavaju kao posledicu vakcinacije koja je obavljena u poslednjih 7 dana pre
uzorkovanja krvi. Ostalih 272 konja su bili klini¢ki zdravi, a pozitivan rezultat je
verovatno posledica vakcinacije konja protiv virusa Zapadnog Nila, pre izvoza konja iz
Velike Britanije (Folly i sar., 2020). U juznom delu Evrope bolest Zapadnog Nila se
javlja sezonski, duzi niz godina u Mediteranskom basenu, a u poslednje vreme i u
Nemackoj. Sirenju bolesti doprinosi migracija viremi¢nih ptica, a u nedostatku nadzora
nad divljim pticama, najc¢e$¢e se prisustvo virusa Zapadnog Nila utvrdi kod konja i
ljudi. U nadzoru bolesti Zapadnog Nila brojnih Evropskih i Africkih zemalja testovi za
dijagnostikovanje IgM antitela se koriste kao metod utvrdivanja skorasnje infekcije
virusom Zapadnog Nila kod konja. Rezultati seroloSkog ispitivanja konja, u kombinaciji
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sa rezultatima nadzora nad divljim pticama gde nije utvrdena RNK virusa Zapadnog
Nila u uzorcima ptica, dokazi su da u Jugoisto¢noj Engleskoj nema cirkulacije virusa u
sezoni aktivnosti vektora u 2019. godini (Folly i sar., 2020).

Buckley i sar. (2006) su tokom 2004. godine na farmi u Cambridgeshireu u Velikoj
Britaniji izvrsili prikupljanje uzoraka krvnog seruma od tri grupe pilica gajenih na
otvorenom, starosti od Cetiri dana koji su praceni do 20. nedelje zivota. Poslednji uzorci
krvnog seruma su prikupljeni sa 20 nedelja starosti zivotinja krajem oktobra 2004.
godine, kada su spoljasnje dnevne temperature uticale na pad aktivnosti insekata u
Velikoj Britaniji. Uzorci krvnog seruma pili¢a su zatim ispitivani na prisustvo
specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila, Usutu virusa i Sindbis virusa
primenom testa redukcije plakova. U ispitivanjima je ucestvovala jo§ jedna grupa
oglednih pili¢a koja je gajena u zatvorenom i od koje su uzorci krvnog seruma bili
prikupljani u starosti od 9 nedelja. Rezultati ispitivanja su potvrdili serokonverziju za
virus Zapadnog Nila kod sentinel pilica na oglednoj farmi. Maternalna antitela protiv
virusa Zapadnog Nila kod pili¢a su bila prisutna tri nedelje u krvi. Takode u narednih
nekoliko meseci kod zdravih pilica primenom metode imunoblota i indirektne
imunofluorescencije je utvrdeno prisustvo antitela u uzorcima krvnog seruma (pilici
koji su drzani zatvoreni i od kojih su uzroci uzimani u devetoj nedelji posle izleganja).
Takode, treba napomenuti da je udeo seropozitivnih pili¢a bio je veéi za virus Zapadnog
Nila u odnosu na Usutu i Sindbis virus. Pokusaji izolacije virusa ili dokazivanja virusne
nukleinske kiseline u uzorcima krvnog seruma pili¢a nisu uspeli. Rizzoli i sar. (2007) su
ispitivali uzorke krvnog seruma kokosi i dokazali da je kod 90% sentinel kokosi koje su
dopremljene u dva regiona u italijanskim Alpima potvrdena serokonverzija i prisustvo
antitela protiv virusa Zapadnog Nila tokom leta 2005. godine. Visina titra specifi¢nih
antitela se u uzorcima krvnog seruma ispituju¢ih kokosi kretala od 1/20 do 1/320.
Ispitivanja uzoraka krvnog seruma kokosi su vrsena primenom testa redukcije plakova.
Specifi¢nost testa je potvrdena ispitivanjem dodatnih 34 uzoraka krvnih seruma koji su
istovremeno ispitani na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila (16/34), Usutu
virusa (3/34) i Koutango virusa. Calistri i sar. (2010) navode da je infekcija virusom
Zapadnog Nila bila potvrdena 2008. godine u osam italijanskih provincija koje su se
nalaze u tri regije (Emilia Romagna, Veneto i Lombardia). U ovim provincijama je
ukupno detektovano 794 slucaja infekcije u 251. ergeli u kojima su gajeni konji. Samo 4
zivotinje kod kojih je utvrdeno prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog
Nila je ispoljavalo klinicke simptome bolesti. Znacajan broj pozitivnih uzoraka je
ustanovljen primenom RT-PCR kod razli¢itih vrsta ptica ¢iji su uzorci ispitani u ovom
periodu. Ulloa i sar. (2009) su prikupili ukupno 30000 komaraca i 351 uzorak krvnog
seruma domacih zivotinja sa teritorije Chiapas, Meksiko i ispitali ih primenom metoda
RT-PCR, ELISA i testom redukcije plakova na prisustvo virusa Zapadnog Nila. Uzorci
krvnog seruma prikupljani su od konja, pili¢a, pataka, ¢uraka, gusaka, svinja i goveda.
Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da je od ukupno 351. ispitanog uzorka krvnog
seruma poreklom od domacih Zivotinja, primenom metode ELISA kod 36 uzoraka
utvrdeno prisustvo specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila, dok je 17 uzoraka
seruma bilo pozitivho primenom testa redukcije plakova (pet poreklom od goveda,
jedan poreklom od konja, pet poreklom od pili¢a i Sest poreklom od ¢uraka). U dva
zbirna uzorka komaraca utvrdeno je prisustvo nukleinske kiseline virusa Zapadnog Nila.
U pitanju su bili uzorci Culex nigripalpus i Culex interrogator komaraca. Prisustvo
virusa Zapadnog Nila na teritoriji Portugalije opisali su Barros i sar. (2011). U periodu
od 2004. do 2011. godine na teritoriji Portugalije prikupljeno je i ispitano ukupno 1313
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uzoraka krvnog seruma konja, 52 uzorka seruma divljih ptica i 64 uzorka krvnog
seruma ptica iz zooloSkog vrta. Uzorci krvnog seruma su ispitani na prisustvo IgG
antitela protiv virusa Zapadnog Nila primenom metode ELISA. Da bi se izbegla pojava
unakrsnih reakcija, uzorci seruma pozitivni na prisustvo specifi¢nih antitela protiv
virusa Zapadnog Nila, metodom virus neutralizacije su ispitani na prisustvo antitela
protiv drugih flavivirusa. Od ukupno 116 uzoraka krvnog seruma ptica, kod 23 uzorka
je ustanovljeno prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Titar antitela
se kretao od 1:20 do 1:40. Antitela su utvrdena kod vise vrsta divljih ptica koje su u
vreme uzorkovanja bile klini¢ki zdrave. Kod konja 40 od ukupno 1313 uzoraka seruma
je bilo pozitivno na prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Titar
antitela se kretao od 1:16 do 1:2560. Iako su uzorci seruma prikupljani od klinicki
zdravih konja, dva od sedam seropozitivnih konja kod kojih je uzorkovanje vrSeno u
oktobru i novembru 2010. godine su ispoljavali neuroloSke simptome bolesti
karakteristi¢ne za virus Zapadnog Nila. Ove zivotinje su bile na istoj ergeli konja koja
se nalazila u provinciji Setubal, Portugalija. Jedan konj je uginuo, dok se drugi oporavio
I kod njega je ustanovljena serokonverzija. Uzorci krvnog seruma konja i ptica ispitani
na prisustvo genoma virusa Zapadnog Nila i primenom metode RT-PCR i svi su bili
negativni. Monaco i sar. (2011) navode da je virus Zapadnog Nila u Italiji 2008. i 20009.
godine izazvao pojavu oboljenja kod veéeg broja ljudi i konja. U ispitivanjima su
uporedivani celi genomi virusa koji su izazvali infekcije 2008. i 2009. godine u cilju
utvrdivanja slinosti ili razlika izmedu njih. Takode, u ovim ispitivanjima u uzorcima
poreklom od komaraca, konja i ptica primenom seroloskih i molekularnih metoda
vrseno je otkrivanje prisustva virusa Zapadnog Nila. Uzorci su prikupljani do 20 km
Sire od grani¢ne zone infekcije 2008. godine u severnoj Italiji region Emilia Romagna.
Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da izmedu navedenih sojeva virusa postoji
99% slicnosti i da ponovna pojava oboljenja 2009. godine na gotovo istoj teritoriji na
kojoj je bila 2008. godine, ukazuje na prezimljavanje virusa na toj teritoriji u
organizmima konja, ptica i komaraca. Lupulovic i sar. (2011) su u svojim ispitivanjima
1zvrsili prikupljanje uzoraka krvnog seruma konja tokom 2009. godine 1 2010. godine u
svim godinjim dobima na teritoriji grada Beograda, Sapca i 26 opstina u Vojvodini
koje se grani¢e sa Hrvatskom, Madarskom i Rumunijom. Uzorci seruma konja su
ispitani primenom testa redukcije plakova, ELISA, izolacije virusa na ¢elijskoj liniji i
real time RT-PCR. Od 349 uzoraka konja kod 12% od ispitanih uzoraka je ustanovljeno
prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila. U jednom sluc¢aju je doslo do
unakrsne reaktivnosti sa Usutu virusom. Ovo je prvi put da je kod uzoraka poreklom od
jednog konja u Srbiji utvrdeno prisustvo unakrsno reaktivnih antitela protiv Usutu
virusa. Predvidanja koja se odnose na cirkulaciju virusa Zapadnog Nila i rizici od
pojave epidemije na jednoj teritoriji nisu uvek mogudéi, a uzrok tome je vise faktora koji
se medusobno prozimaju. Petrovi¢ i sar. (2014) su primenom metode ELISA ispitali
130 uzoraka krvnog seruma konja poreklom sa teritorije Autonomne Pokrajine (AP)
Vojvodine na prisustvo specifiénih antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Tokom
prikupljanja uzoraka krvnog seruma konja, vr$eno je istovremeno i prikupljanje uzoraka
komaraca koji su se nalazili u okolini konja od kojih su prikupljani uzorci (6 ergela i
jedno naseljeno mesto). Uzorci komaraca su ispitani na prisustvo genoma virusa
Zapadnog Nila primenom metode real-time RT-PCR. Dobijeni rezultati ispitivanja su
potvrdili prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila kod 64 uzorka
seruma konja, odnosno kod 49.23% od ukupno broja ispitanih uzoraka. Po jednoj Stali
procenat seropozitivnih Zivotinja se kretao od 35% do 64%. U uzorcima prikupljenih
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komaraca (31 zbirni uzorak) nije ustanovljeno prisustvo nukleinske kiseline virusa.
Autori ovih ispitivanja naglasavaju da je prevalencija infekcije virusom Zapadnog Nila
kod konja u 2012. godini iznosila 49,23% i bila je znafajno veca od prevalencije
infekcije utvrdene kod konja poreklom sa teritorije VVojvodine 2010. godine, koja je tada
iznosila 12%. Barbi¢ i sar. (2012) su u periodu od oktobra 2010. do aprila 2011. godine
u razli¢itim regionima Republike Hrvatske prikupljali uzorke krvi konja i goveda i
ispitivali ih na prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Pozitivni
uzorci krvnog seruma konja i goveda utvrdeni primenom ELISA metode su potvrdivani
primenom virus neutralizacionog testa (VN test) i testa neutralizacije plakova. Prisustvo
specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila ustanovljeno je kod 72 uzorka seruma
konja od ukupno 2098 ispitanih uzoraka, odnosno kod 3 uzorka krvnog seruma goveda
od ukupno 2695 ispitanih uzoraka. Najveca seroprevalencija infekcije je utvrdena u
isto¢noj Hrvatskoj uz granicu sa Madarskom, Srbijom i Bosnom i Hercegovinom. U
drugim delovima drzave, u grani¢cnom podru¢ju sa Slovenijom i Italijom, takode je
utvrdeno prisustvo virusa. Dobijeni rezultati su pokazali da se infekcija izazvana
virusom Zapadnog Nila na teritoriji Hrvatske Siri pravcem Istok - Zapad. Prisustvo
pozitivnih konja u najzapadnijim delovima zemlje ukazuje na moguci drugi izvor
Sirenja infekcije. Lokacija na kojoj su utvrdena seroloski pozitivna goveda podrzava
hipotezu da seropozitivna goveda mogu biti indikator visoke aktivnosti virusa u
odredenim geografskim regionima. Savini i sar. (2012) su u ovom radu opisali
sprovodenje programa monitoringa prisustva virusa Zapadnog Nila na teritoriji severne
Italije. Ovaj program je sproveden tako §to je najpre postavljena 61. CDC-CO; zamka u
ruralnim i seoskim mestima u svih 11 provincija Veneto (49 zamki) i regiona Friuli
Venezia Giulia (12 zamki). Zamke su bile postavljene od maja do oktobra i bile su
aktivirane svakih 15 dana po jednu no¢, od zalaska sunca do narednog jutra. Sakupljeni
komarci su odmah stavljani u frizider, odnoseni u laboratoriju, prebrojavani i
identifikovani (Romi i sar., 1997; Severini i sar., 2009). Krajem septembra 2011. godine
stanovnici ruralnih podrucja blizu mesta Treviso, opstine u regionu Veneto, primetili su
neobi¢no veliku pojavu uginuéa gugutki i ptica drugih vrsta. Jedna uginula ptica je
odneta u Institut u Padovi na ispitivanje. IzvrSena je obdukcija i kao uzorci uzeti su
mozak, jetra, bubreg, slezina, pluca i1 creva. Rezultati ispitivanja su potvrdili prisustvo
virusa Zapadnog Nila u dostavljenim uzorcima koji su pripadali liniji 2 virusa u ovom
delu Italije. Petrovi¢ i sar. (2013) su u cilju procene cirkulacije virusa Zapadnog Nila na
teritoriji severne Srbije, ispitali uzorke poreklom od ukupno 133 divlje ptice (45
razli¢itih vrsta ptica). Uzorci krvnih seruma ptica kao i zbirni uzorci tkiva su prikupljani
u periodu od januara do septembra 2012. godine na teritoriji Vojvodine i ispitani
primenom metoda ELISA, testa redukcije plakova i real-time RT-PCR. Primenom
metode ELISA prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila je
ustanovljeno kod 7 od ukupno 92 ispitana uzorka. Prvi put u Srbiji je primenom real-
time RT-PCR detektovano prisustvo genoma virusa u uzorcima tkiva kod 8 od 81
ispitivane divlje ptice kao i u jednom uzorku krvnog seruma. Filogenetska analiza celog
genoma jednog virusnog izolata i dela E regiona genoma ostalih utvrdenih virusa
Zapadnog Nila u ovom ispitivanju je pokazala da su sojevi virusa poreklom iz Srbije
sliéni sojevima virusa koji su izazivali infekcije kod ljudi i zivotinja u Grckoj,
Madarskoj i Italiji. Chaskopoulou i sar. (2013) navode da je u Gr¢koj, podruéju
centralne Makedonije, 2010. godine doslo do epidemije izazvane virusom Zapadnog
Nila tokom koje je registrovano 197 slu¢ajeva neuroinvazivne bolesti kod ljudi. Tokom
2011. godine sproveden je program monitoringa prisustva virusa kod komaraca i
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sentinel pilica kod kojih je molekularnim metodama utvrdivano prisustvo virusa.
Dobijeni rezultati ovih istrazivanja su dokazali prisustvo virusa u populaciji pilica
mesec dana pre pojave prvih slucajeva infekcije kod ljudi. Tokom ovog monitoringa
utvrdeno je da je brojnost komaraca C. pipiens i C. skromusi bila velika na svim
mestima gde je vrSeno uzorkovanje. Dobijeni rezultati ispitivanja su ukazivali da je
virulentni soj Nea Santa-Gr¢ka-2010 virusa Zapadnog Nila koji je bio odgovoran za
epidemiju 2010. godine, aktivno cirkulisao u populaciji pili¢a i komaraca i 2011. godine
I da svi grcki izolati pripadaju posebnoj filogenetskoj grani virusa. Autori navode da
filogenetska analiza kojom se utvrduje medusobna srodnost izmedu sojeva virusa ima
izuzetan znacaj u pracenju kretanja pojedinih sojeva virusa, identifikaciji njihove
virulencije $to olakSava procenu rizika za zdravlje ljudi na toj teritoriji. Kemenesi i sar.
(2014) su vrsili ispitivanje uzoraka komaraca koji su prikupljeni tokom 2013. godine u
Srbiji, AP Vojvodina. Komarci su prikupljani na 13 razli¢itih lokaliteta. Utvrdeno je
prisustvo virusa Zapadnog Nila kod dve vrste komaraca Culex pipiens i Anopheles
maculipensis. Filogenetska analiza je pokazala da su sojevi virusa Zapadnog Nila
poreklom iz Srbije najsrodniji sojevima virusa identifikovanim u Italiji i Gr¢koj tokom
2010. i 2012. godine. Opisana ispitivanja su izvrSena primenom metode real-time RT-
PCR. Sve do 2012. godine nije bilo podataka o cirkulaciji virusa Zapadnog Nila na
teritoriji Alzira. U ispitivanjima koje su sproveli Lafri i sar. (2017) utvrdivana je
seroprevalencija virusa Zapadnog Nila kod konja na teritoriji Alzira. Tokom 2014.
godine ukupno je prikupljeno 293 uzoraka krvnog seruma ekvida (222 magarca i 71
konj). Zivotinje od kojih je vrieno prikupljanje uzoraka seruma nisu imale klinicke
simptome bolesti i nisu bile vakcinisane protiv virusa Zapadnog Nila. Uzorci seruma su
prikupljani od zivotinja na tri lokacije u severoistocnom delu zemlje i ispitani primenom
metode ELISA, odnosno da bi se izbegla unakrsna reakcija na druge flaviviruse, i
primenom imunoblota i virus neutralizacije. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da
su antitela protiv virusa Zapadnog Nila bila prisutna u 51 uzorku seruma ekvida — 19
pozitivnih uzoraka konja i 32 uzorka magaraca. Isptivanja su potvrdila da je kod sedam
seronegativnih konja poreklom iz regiona Blida u centralnom delu Alzira, posle osam
meseci boravka u severoisto¢nom regionu Alzira El Kalu, ustanovljena serokonverzija
§to je potvrdilo cirkulaciju virusa tokom 2014. godine u ovom podruc¢ju Alzira. Medi¢ i
sar. (2014) su u periodu od 2007. do 2011. godine ukupno prikupili 252 uzorka krvnog
seruma konja poreklom sa sedam razlicitih lokacija u severnoj Srbiji. Uzorci krvnog
seruma su ispitani primenom metode ELISA. Odabrani pozitivni uzorci seruma su
ispitani i primenom testa redukcije plakova. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da
je kod 28,6% od 252 uzorka krvnog seruma ustanovljeno prisustvo specifi¢nih antitela
protiv virusa Zapadnog Nila. Kao §to je prethodno navedeno, u odabranim uzorcima
seruma utvrdeni su titri antitela koji su se kretali od 1:23 do vise od 1:512. Ova
ispitivanja su potvrdila cirkulaciju virusa u severnoj Srbiji. Prisustvo virusa Zapadnog
Nila na teritoriji Italije je bila tema kojom su se bavili Bellini i sar. (2014). Od 2009.
godine na teritoriji regiona Emilia Romagna u Italiji uspostavljen je integrisan sistem
monitoringa prisustva virusa Zapadnog Nila kod komaraca, ptica i kod ljudi. Cilj
uvodenja ovog programa je bio da se dobiju podaci o cirkulaciji virusa na navedenoj
teritoriji kao i da se smanji mogucénost prenosenja infekcije kod ljudi putem Krvi,
odnosno donacijama organa i tkiva. Do 2013. godine ovaj integrisani sistem
monitoringa dao je zadovoljavaju¢e rezultate u smislu da je detekcija virusa bila
potvrdena 3 do 4 nedelje pre pojave bolesti kod ljudi (neuroinvanzivni sojevi virusa),
zatim u smislu prostorne distribucije virusa i u smislu osetljivosti odnosno kapaciteta da
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se detektuje cirkulacija virusa. Dobijeni rezultati ovog monitoringa su utvrdili zna¢ajnu
korelaciju izmedu prisustva virusa kod vektora i broja obolelih ljudi registrovanih na
nivou regije u kojoj je sistem uspostavljen. Escribano-Romero i sar. (2015) navode da
se virus Zapadnog Nila u prirodi odrzava u ciklusu izmedu ptica i komaraca. Virus
inficira ljude i konje i kod njih izaziva klini¢cke simptome i promene u nervnom sistemu.
U Srbiji je virus Zapadnog Nila prvi put identifikovan 2010. godine kod komaraca. U
toku 2012. godine virus Zapadnog Nila je izazvao infekciju kod ljudi (300 potvrdenih
slucajeva), dok je 2013. godine izazvao 35 smrtnih ishoda kod ljudi. U ovim
ispitivanjima 688 uzoraka poreklom od 279 farmskih svinja, 318 divljih svinja i 91 srna
je ispitano na prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila primenom
metode ELISA i virus neutralizacionog testa. Specificnost metode je ispitana
koris¢enjem Usutu virusa. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da je kod 43
(15,4%) svinje, 56 (17,6%) divljih svinja 1 17 (18,7%) srna utvrdeno prisustvo
specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila primenom metode ELISA. Od ovog
broja 6 (14%) uzoraka svinja, 33 (59%) uzoraka divljih svinja i 4 (23,5%) uzorka
poreklom od srna je bilo pozitivnho primenom virus neutralizacionog testa na prisustvo
antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Svi ovi podaci potvrduju cirkulaciju oba
flavivirusa u Srbiji i isti¢u potrebu za implementacijom monitoring programa u regionu
jugoistoka Evrope. Gladinis i sar. (2015) su ispitivali uzorke krvnog seruma goveda koji
su bili prikupljeni sa klanica rasporedenih u Cetiri razli¢ita regiona Grcke. Prikupljeni
uzorci krvnog seruma su zatim ispitivani na prisustvo specifiénih antitela protiv virusa
Zapadnog Nila, Anaplasma ovis i Leishmania infantum primenom metode ELISA. U
dva od ukupno cetiri regiona u Grckoj gde je vrSeno prikupljanje uzoraka bilo
registrovanih slucajeva groznice Zapadnog Nila kod ljudi. Od ukupno 156 ispitanih
uzoraka krvnog seruma goveda, 30 uzoraka je bilo pozitivno na prisustvo specifi¢nih
antitela protiv virusa Zapadnog Nila, a 55 uzoraka na prisustvo antitela protiv
Anaplasma ovis. Svi ispitani uzorci krvnog seruma goveda su bili negativni na prisustvo
specifiénih antitela protiv L. infantum. U dva regiona od ukupno ¢etiri u kojima su
vrSena ispitivanja 1 gde je bilo registrovanih slucajeva oboljenja ljudi utvrdeno je
prisustvo zivotinja pozitivnih na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Dinu i
sar. (2015) navode da je linija 2 virusa Zapadnog Nila prisutna u podsaharskoj Africi i
Madagaskaru, a od 2004. godine je registrovana u Madarskoj. Ova linija virusa se u
poslednjoj deceniji proSirila u celoj Evropi. Posle izbijanja epidemije izazvane linijom 1
virusa Zapadnog Nila na teritoriji Rumunije 1996. godine, tokom svake naredne godine
u sezoni aktivnosti virusa, utvrdeni su slucajevi pojave obolelih ljudi sa klinickim
simptomima poremecaja nevnog sistema. Groznica Zapadnog Nila je utvrdena i u 2010.
godini i bila je izazvana linijom 2 virusa. U ovim istrazivanjima su ispitani uzorci
krvnog seruma ljudi sa neuroinvazivnim simptomima oboljenja kao i uzorci komaraca.
Uzorci su prikupljeni sa podrucja jugoistoéne Rumunije u periodu od 2011. do 2013.
godine. Svi prikupljeni uzorci su ispitani primenom metode real-time RT-PCR na
prisustvo genoma virusa Zapadnog Nila. Pozitivni uzorci virusa su sekvencirani i
izvrSena je filogenetska analiza. Sojevi virusa Zapadnog Nila detektovani u uzorcima
poreklom od ljudi i komaraca su pokazali da imaju 99% sli¢nosti sa sojem Volgograd
2007 koji pripada liniji 2 virusa. Istovremeno, navedeni sojevi virusa su se razlikovali
od drugih sojeva virusa prethodno detektovanih u centralnoj 1 juznoj Evropi.

U ispitivanjima Davoust i sar. (2016), koja su vrSena na teritoriji Senegala,
odnosno na podrucju severozapadnog dela zemlje (tri lokaliteta u ovom delu zemlje
blizu Keur Momar Sarr), primenom metode ELISA izvrSeno je ispitivanje 283 uzorka
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krvnog seruma zivotinja (136 uzoraka krvnog seruma ovaca, 64 uzorka krvnog seruma
konja, 29 uzoraka krvnog seruma magaraca, 29 uzoraka krvnog seruma koza, 14
uzoraka krvnog seruma goveda i 11 uzoraka krvnog seruma pasa). Dobijeni rezultati
Ispitivanja su pokazali da je kod 86,2% uzoraka krvnog seruma magaraca ustanovljeno
prisustvo specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Ukupno 68,7% ispitanih
uzoraka krvnog seruma konja, zatim 27,3% uzoraka poreklom od pasa, odnosno 6%
uzoraka krvnog seruma koza je takode bilo pozitivno na prisustvo specifi¢nih antitela
protiv ovog virusa. U uzorcima krvnog seruma goveda i ovaca nije utvrdeno prisustvo
specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Dobijeni rezultati ispitivanja su
potvrdili da su konji, magarci (ekvidi) i psi pogodne sentinel zivotinje za monitoring
infekcije izazvane virusom Zapadnog Nila. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja,
autori su zakljucili da prezivari nemaju znacajniju ulogu u epizootiji koju je izazvao
0vaj Vvirus.

Chaskopoulou i sar. (2016) iznose bitne podatke o kretanju virusa na teritoriji
Italije, Francuske, Srbije i Gréke. Tako je 2009. godine u Italiji bilo prijavljeno 18
slucajeva groznice Zapadnog Nila kod ljudi, zatim 2010. godine 83 slucaja, 2011.
godine 14 slucajeva, 2012. godine 50 slucajeva, 2013. godine 69 slucajeva, a 2014.
godine 24 slucaja oboljenja. Slucajevi pojave oboljenja su bili prijavljeni u ravnicarskim
krajevima Bologna, Modena i provincije Reggio Emilia. Navedena podrudja Italije su
uglavnom ruralna sa nekoliko gradskih centara, sa ukupno oko 2,2 miliona stanovnika.
U Francuskoj je oboljenje utvrdeno kod ljudi i konja u vise navrata i to 1962. godine i
1966. godine, zatim 1970. godine, odnosno kod konja 2000. godine (76 obolelih).
Groznica Zapadnog Nila je utvrdena kod konja i 2003. godine sa ukupno 5 obolelih,
2004. godine sa 32 obolele Zivotinje i 2006. godine sa 5 obolelih grla. Kod ljudi je
tokom 2003. godine u Francuskoj utvrdeno sedam slucajeva oboljenja. Tokom 2015.
godine na teritoriji Francuske je utvrdeno 30 pozitivnih konja na prisustvo antitela
protiv virusa Zapadnog Nila. Ovde treba napomenuti da deltu reke Rone, u kojoj su
vrSena ispitivanja, karakteriSe mediteranska klima sa veoma toplim i suvim letima i
kiSovitom jeseni, dok su zime uglavnom blage i vlazne. U Srbiji je groznica Zapadnog
Nila prvi put registrovana 1972. godine. Kod komaraca je virus na teritoriji Srbije prvi
put detektovan iz uzoraka prikupljenih u okolini Novog Sada 2010. godine. Od 2012.
godine i dalje na teritoriji Srbije su zabelezeni slucajevi oboljevanja ljudi. Tako je
oboljenje ustanovljeno kod ljudi 2012. godine (71 slucaj ukljucujuéi devet smrtnih
slu¢ajeva), 2013. godine (303 slucaja, 35 smrtnih slucajeva), 2014. godine (76
slu¢ajeva, 9 smrtnih slu¢ajeva) i 2015. godine (5 slucajeva, 1 smrtni ishod). Ovde treba
naglasiti da je po broju stanovnika Novi Sad u Srbiji tre¢i grad po veli¢ini koji se nalazi
u juznom delu Panonske nizije, na obalama reke Dunav. KarakteriSe ga umereno
kontinentalna klima sa prose¢nom temperaturom u toku januara od -0,2°C, obi¢no
kratkotrajno 1 kiSovito prolece, dok leto pocinje naglo i ima prosecnu temperaturu u julu
od oko 21 °C.

U 2010. godini, Gr¢ka je prvi put zabelezila epidemiju Zapadnog Nila koja je po
broju obolelih u poslednje dve decenije bila druga po veli¢ini u Evropi. Oboljenje
utvrdeno kod 262 ljudi od kojih je 35 umrlo. Prisustvo virusa Zapadnog Nila, linije 2, je
bilo utvrdeno kod ljudi, sentinel pili¢a, divljih ptica i Culex komaraca. Bolest se javljala
i u naredne tri godine sve do 2013. godine zahvaljuju¢i prezivljavanju virusa §to je
dovelo do 600 potvrdenih infekcija ljudi i 70 smrtnih slu¢ajeva. U regionu Grcke gde je
doslo do oboljevanja ljudi ima dosta mocvara, reka i pirincanih polja. Re¢ne delte su
stanista za ptice selice i domace ptice. Klima u regionu je uglavnom umereno topla sa
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hladnim, kiSnim zimama i toplim, vlaznim letima §to pogoduje distribuciji virusa.
Maquart i sar. (2016) su u pokusali da utvrde da li pojedine vrste zivotinja mogu
posluziti kao sentinel vrste koje bi se koristile za pracenje infekcije zivotinja izazvane
virusom Zapadnog Nila. Ispitivanja su vrSena U dva regiona na ostrvu Madagaskar
(Antsalova i Mitsinjo). Istovremeno je pracena i pojava infekcije kod ljudi. Dva regiona
u kojima su vrSena ispitivanja su smeStena u neposrednoj blizini jezera na kojem
koegzistiraju domaca Zivina, migratorne ptice i ljudi. SeroloSkim ispitivanjem uzorka
krvnog seruma domace zivine (patke, kokosi, guske, ¢urke) primenom metode ELISA
utvrdeno je prisustvo specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila kod 29,4%
uzoraka zivotinja poreklom iz regiona Antsalova, odnosno kod 16,7% uzoraka zivotinja
poreklom iz regiona Mitsinjo. Primenom metode RT-PCR ustanovljeno je prisustvo
nukleinske kiseline virusa Zapadnog Nila kod osam zbirnih uzoraka komaraca i kod
jednog uzorka kokosi. Ovde se posebno isti¢e podatak da je nukleinska kiselina virusa
utvrdena kod dve vrste komaraca Aedeomyia madagascarica i Anopheles pauliani koji
nisu ranije opisivani kao vektori virusa. Svi identifikovani sojevi virusa pripadali su
liniji 2 koja je uglavnom prisutna na teritoriji Afrike, a bili su srodni sa Malagasi sojem
virusa izolovanim 1988. godine. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da virus
Zapadnog Nila cirkulis§e medu domac¢om Zivinom i komarcima na ostrvu Madagaskar i
ukazali na potrebu ispitivanja uzoraka poreklom od zivine u cilju monitoringa virusa
Zapadnog Nila.

Gossner i sar. (2017) navode da je infekcija ljudi izazvana virusom Zapadnog
Nila na teritoriji Austrije otkrivena seroloskim metodama 2009. godine u dva slucaja i
2010. godine kod jednog pacijenta. Tokom 2014. godine jo$ dve osobe su bile inficirane
virusom Zapadnog Nila da bi zatim usledilo osam slu¢ajeva pojave oboljenja kod ljudi u
2015. godini. Pored ljudi, prisustvo virusa Zapadnog Nila je ustanovljeno u Austriji kod
ptica i komaraca. Nema dokaza o infekciji ljudi i konja na teritoriji Francuske u periodu
od sredine 1960-ih do 2000. godine. Prvu epizootiju izazvanu virusom Zapadnog Nila
2000. godine kod kopitara u Francuskoj nisu pratila masovna uginuca ptica. Sedam
sluajeva oboljenja izazvanog virusom Zapadnog Nila u Francuskoj kod ljudi je
prijavljeno 2003. godine, a zatim do 2015. godine nije registrovan ni nijedan slucaj.
Medutim, tokom leta 2015. godine infekcija konja i ljudi izazvana virusom Zapadnog
Nila se ponovo pojavila u regionu Camargue u Francuskoj izazivaju¢i oboljenje kod
konja i jedan slucaj oboljenja kod ljudi. Na severoistoku Italije virus Zapadnog Nila je u
periodu od 2010. godine do 2015. godine izolovan iz uzoraka komaraca, ptica, kopitara
1 ljudi. U istom periodu potvrdeni su slucajevi oboljevanja kod ljudi, ukupno 148
slu¢ajeva, u osam od 20 regiona u Italiji. Tokom ovog perioda kod konja i sentinel
zivine je utvrdivana pojava serokonverzije u moc¢varnim podru¢jima Sicilije. Velika
Britanija nije imala registrovane slucajeve groznice Zapadnog Nila kod ljudi ili
zivotinja u periodu 2010. — 2015. godine. Istrazivanja Cardinale i sar. (2017) imala su
za cilj utvrdivanje prisustva virusa Zapadnog Nila na teritorijama koje se nalaze u
jugozapadnom delu Indijskog okeana. Tokom 2010. godine izvrSeno je prikupljanje
uzoraka krvnog seruma od ukupno 303 konja poreklom sa Madagaskara, Mauricijusa,
Sejsela 1 Rejuniona koji su ispitani na prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa
Zapadnog Nila primenom metode ELISA. Pozitivni uzorci seruma su zatim ispitani
primenom testa redukcije plakova. Najvecu prevalenciju prisustva specifiénih antitela
protiv virusa Zapadnog Nila imali su konji koji su bili poreklom sa Madagaskara i ona
je iznosila 46,2%. Starost i poreklo zivotinja koje su ispitane su bile povezane sa
rizikom od infekcije: Sto su grla bila starija imala su visi rizik od infekcije. Ova
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ispitivanja su prva ispitivanja seroprevalencije infekcije izazvane virusom Zapadnog
Nila u Indijskom okeanu, a rezultati ukazuju na potencijalni rizik za inficiranje ljudi i
drugih vrsta zivotinja. U ovim ispitivanjima nije bilo ustanovljeno prisustvo Usutu
virusa niti virusa Japanskog encefalitisa u ispitivanoj populaciji konja. Bolfa i sar.
(2017) su ispitivali prevalenciju prisustva antitela u uzorcima krvnog seruma konja i
magaraca protiv virusa Zapadnog Nila, herpesvirusa 1 i 4 konja, influence konja,
virusnog arteritisa konja i infektivne anemije kopitara. Ukupno je prikupljeno 140
uzoraka seruma konja i 40 uzoraka seruma magaraca sa podruc¢ja Karipskih ostrva-St.
Kitts, Nevis i Sint Eustatius u periodu od 2006. do 2015. godine. Prikupljeni uzorci su
ispitani primenom metoda ELISA i virus neutralizacije. Dobijeni rezultati ispitivanja su
potvrdili prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila kod 25 uzoraka
konja, dok su tri uzorka bila u zoni sumnjivih. Prisustvo antitela protiv virusa EHV 1 je
utvrdeno kod 41 konja u starosti od 6,7 godina. Na prisustvo antitela protiv virusa EHV
4 je bilo pozitivno 138 konja, a na prisustvo antitela protiv influence konja 49 konja. U
ispitivanim uzorcima seruma nije ustanovljeno prisustvo specifi¢nih antitela protiv
infektivne anemije kopitara, dok je jedan serum bio pozitivan primenom metode ELISA
na virusni arteritis, a virus neutralizacionim testom negativan na prisustvo antitela. Ovo
su prva ispitivanja koja su dokazala prisustvo virusa Zapadnog Nila na ovom podrucju.
Prisustvo antitela protiv navedenih virusa utvrdeno u krvi kako domacih, tako i grla iz
uvoza. Podatke koji se odnose na sprovodenje programa monitoringa vezanih za virus
Zapadnog Nila predstavljeni su od strane Petri¢ i sar. (2017). Autori navode da su
programi monitoringa virusa Zapadnog Nila u AP Vojvodini zapoceti kod ljudi i
komaraca 2005. godine, kod konja 2009. godine i divljih ptica 2012. godine. Dobijeni
podaci koji se odnose na cirkulaciju virusa Zapadnog Nila kod Zivotinja i ljudi na
teritoriji AP Vojvodine su omogucili implementaciju nacionalnog monitoring programa
u koji su bili ukljuceni komarci, konji i ptice tokom 2014. godine. Dobijeni rezultati
ispitivanja su pokazali korelaciju izmedu prisustva virusa Zapadnog Nila kod komaraca
i infekcije kod ljudi tokom 2014. godine, odnosno prisustva infekcije kod ljudi i
prisustva virusa kod divljih ptica i komaraca tokom 2015. godine. Prisustvo virusa
Zapadnog Nila je utvrdeno kod komaraca prikupljenih sa 43 razlicite lokacije za
prikupljanje koje su bile rasporedene Sirom Vojvodine. Dobijeni rezultati su ukazali na
neophodnost stalnog unapredivanja programa monitoringa prisustva virusa Zapadnog
Nila na jednoj teritoriji, a u cilju sprovodenja adekvatnih mera kontrole i1 unapredenja
preventivnih zdravstvenih mera kod ljudi. Rezultati monitoring programa infekcije
izazvane virusom Zapadnog Nila sprovedenog na teritoriji Srbije tokom 2014. godine i
2015. godine koji su objavljeni od strane Petrovi¢ i sar. (2018) dokazuju da je
intenzivna cirkulacija virusa Zapadnog Nila medu sentinel Zivotinjama (zivina i konji),
divljim pticama i komarcima na teritoriji sedam okruga u AP Vojvodini i na teritoriji
Grada Beograda. U periodu od juna do avgusta 2014. godine u Srbiji je prikupljeno
2020 uzoraka krvnog seruma od 752 sentinel konja, a serokonverzija je utvrdena kod
2,57% uzoraka i 6,91% sentinel konja. Od ukupno ispitanih 3809 uzoraka krvnog
seruma pilica prikupljenih od juna do septembra 2014. godine, serokonverzija je
ustanovljena kod 5,75% uzoraka. Pored navedenih rezultata u ovom radu su prikazani i
rezultati programa monitoringa infekcije izazvane virusom Zapadnog Nila koji je
sproveden 2015. godine. Dobijeni rezultati ukazuju na prisustvo virusa na nasoj teritoriji
kao endemske infekcije koja predstavlja znac¢ajan problem u humanoj i veterinarskoj
medicini. Dorko i sar. (2018) su primenom metode ELISA ukupno ispitali 464 uzorka
krvnog seruma ljudi poreklom sa teritorije Istocne Slovacke na prisustvo specifi¢nih

19



antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Svi pozitivni uzorci seruma su zatim testom virus
neutralizacije ispitani na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila i Usutu virusa.
Dobijeni rezultati su potvrdili prisustvo antitela kod tri uzorka seruma. Jedna 29-
godisnja osoba Zenskog pola koja se bavila ¢uvanjem stoke je bila visekratno izlozena
ubodima komaraca. Druge dve osobe Zenskog pola (61 i 76 godina starosti) u ¢ijim
uzorcima krvnog seruma su takode utvrdena antitela protiv virusa Zapadnog Nila su bile
leCene od pareze gornjih ekstremiteta. Obe zene su takode bile izlozene viSekratnim
ubodima komaraca. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja autori su zakljuéili da
iako nema zvani¢nih dokaza o prisustvu infekcije ljudi i zivotinja izazvanih virusom
Zapadnog Nila na teritoriji Slovacke, neophodno je kontinuirano sprovoditi
odgovaraju¢e programe monitoringa ptica, konja i komaraca kao glavnih domacina i
prenosioca ove infekcije. Autori su naglasili neophodnost sprovodenja odgovarajucih
monitoring programa infekcije izazvane virusom Zapadnog Nila i Usutu virusom na
teritoriji Slovacke, ali i u drugim zemljama Evrope. Medi¢ i sar. (2019) su tokom jula
2018. godine utvrdili prvi slucaj infekcije virusom Zapadnog Nila pracen neuroloskim
klini¢kim simptomima prijavljen kod kobile rase Belgijski sportski konj u Beogradu,
Republika Srbija. Kod obolele zivotinje utvrdena je pojava dezorijentacije, opSte
slabosti, ataksije i gubitka ravnoteze. Primenom metode ELISA je u uzorku krvnog
seruma obolele kobile utvrdena pojava IgM antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Ovi
rezultati su potvrdeni i primenom virus neutralizacionog testa. Sedam dana nakom
pojave oboljenja, delovi nukleinske Kiseline virusa u uzorcima poreklom od obolele
zivotinje nisu mogli da se dokazu. Zdravstveno stanje obolelog konja klinicki se
poboljsalo nakon dve nedelje, dok su ostali konji iz zajednickih prostorija bili bez
vidljivih klini¢kih simptoma oboljenja. Cobanova i sar. (2019) navode da monitoring
prisustva virusa Zapadnog Nila i Usutu virusa danas na teritoriji Evropske Unije ima
prednost u odnosu na ostale vektorski prenosive bolesti. U ovom radu su objavljeni
podaci o prevalenciji virusa Zapadnog Nila od 0,46% (linija 2 virusa), odnosno Usutu
virusa (Evropa 2) od 0,25% kod komaraca prisutnih na teritoriji jugozapadne Slovacke.
Na osnovu dobijenih rezultata sprovedenih ispitivanja autori naglaSavaju neophodnost
sprovodenja rigoroznih programa monitoringa prisustva prethodno navedenih virusa
kod ptica, komaraca, konja i ljudi na teritoriji cele Slovacke. Michel i sar. (2019)
smatraju da divlje ptice imaju znacajnu ulogu kao rezervoari i vektori arbovirusnih
zoonoza. Usutu virus je enzootski prisutan na teritoriji Nemacke od 2011. godine, virus
Zapadnog Nila od 2018. godine kada je prvi put utvrdeno njegovo prisustvo kod
nekoliko vrsta ptica i kod konja. Tokom 2017. i 2018. godine primenom real-time RT-
PCR i seroloski, ispitano je ukupno 1709 uzoraka zivih divljih ptica i ptica iz zoo
vrtova. Pored ovoga, tokom 2017. godine ispitani su i uzorci organa uginulih ptica. Kod
57 uzoraka krvnog seruma Zivih ptica i 100 uzoraka organa uginulih ptica bilo je
utvrdeno prisustvo nukleinske kiseline Usutu virusa. Prisustvo virusa Zapadnog Nila
nije bilo ustanovljeno. Dobijeni rezultati seroloskih ispitivanja su potvrdili prisustvo
specifi¢nih antitela protiv Usutu virusa. Prevalencija prisustva ove infekcije kod divljih
ptica u istocnoj Nemackoj je bila visoka tokom 2017. i 2018. godine. U severnoj
Nemackoj je Usutu virus prvi put ustanovljen 2018. godine. Kod sedentarnih ptica na
teritoriji istocne Nemacke i migratornih ptica na navedenom podrucju tokom 2018.
godine je utvrdena lokalna cirkulacija virusa Zapadnog Nila. Amdoni i sar. (2019) su
ispitali uzorke poreklom od tri sentinel jata zivine koja su smeStena u tri razliita
enzootska regiona virusa Zapadnog Nila na teritoriji Tunisa. Sva tri jata su pracena od
septembra 2016. do januara 2017. godine. Ukupno je ispitano 442 uzoraka krvnog
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seruma poreklom od zivine smeStene na severu Tunisa, 392 uzorka krvnog seruma
kokosi smestene na istocnoj obali Tunisa i 386 uzorka poreklom od kokosi smesStene u
Juznom delu Tunisa. Svi uzorci krvnog seruma su ispitani primenom metode ELISA na
prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Kod 10,7 % uzoraka krvnog
seruma zivine smestene u severnom delu Tunisa utvrdeno je prisustvo specifi¢nih
antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Slican rezultat je dobijen ispitivanjima uzoraka
poreklom od Zivine smeStene na jugu Tunisa (9,8 % pozitivnih uzoraka). Nijedan
pozitivan uzorak krvnog seruma nije utvrden kod zivine koja je bila smeStena na
isto¢noj obali Tunisa. Prisustvo nukleinske kiseline virusa Zapadnog Nila je utvrdeno
kod dve kokosi poreklom sa severa Tunisa. Filogenetskom analizom je ustanovljeno da
sojevi virusa poreklom iz Tunisa pripadaju liniji 1 virusa Zapadnog Nila i da su blisko
srodni sa italijanskim sojevima virusa ¢ije je prisustvo otkriveno kod komaraca tokom
2016. godine i kod uzoraka poreklom od ptice vrste kobac tokom 2017. godine.
Dobijeni rezultati ispitivanja ukazuju na to da se kokosi i divlje ptice moraju uzeti u
obzir kao sentinel vrste za pracenje kretanja infekcije izazvane virusom Zapadnog Nila,
odnosno da moraju biti ukljucene kao sentinel vrste kod izrade programa monitoringa
ove infekcije zivotinja.
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3. CILJ I ZADACI ISPITIVANJA

Cilj ispitivanja ove doktorske disertacije bio je da se ispita svrsishodnost
postojeCeg programa nadzora virusa Zapadnog Nila kao sistema ranog upozoravanja
(,,early warning system*) i utvrdi prostorna i vremenska korelacija nalaza proisteklih iz
postojeceg sistema monitoringa u odnosu na pojavu bolesti kod ljudi, kao 1 da se ispita
mogucnost kori§éenja goveda, svinja i Zivine kao sentinel vrsta zivotinja za efektivniji
nadzor groznice Zapadnog Nila.

Za ostvarivanje postavljenog cilja, definisani su slede¢i zadaci:

1. Ispitivanje prisustva delova genoma virusa Zapadnog Nila kod komaraca
primenom metode real-time RT-PCR na epizootioloSkom podrucju Juznog Banata u
periodu 2017- 2018. godina.

2. Ispitivanje uzoraka krvnih seruma konja na prisustvo specificnih IgM
antitela protiv virusa Zapadnog Nila primenom ELISA metode na epizootioloSkom
podrucju Juznog Banata u periodu 2017-2018. godina.

3. Ispitivanje prisustva delova genoma virusa Zapadnog Nila kod divljih
ptica iz redovnog monitoringa primenom metode real-time RT-PCR na epizootioloskom
podru¢ju Juznog Banata u periodu 2017-2018. godina.

4. Analiza korelacija izmedu prisustva virusa Zapadnog Nila kod komaraca,
seropozitivnih konja 1 divljih ptica na epizootioloSkom podru¢ju Juznog Banata u
periodu 2017 i 2018. godine kao i prostorna i vremenska korelacija u odnosu na pojavu
bolesti kod ljudi.

5. Ispitivanje uzoraka krvnih seruma goveda sa odabranih farmi na teritoriji
Juznog Banata, u periodu od 2018. do 2019. godine na prisustvo specifi¢nih antitela
protiv virusa Zapadnog Nila primenom ELISA metode.

6. Ispitivanje  duzine trajanja maternalnog imuniteta dvokratnim
ispitivanjem krvi od teladi oteljenih u periodu mart-jun 2019. godine primenom ELISA
metode.

7. Ispitivanje uzoraka krvnih seruma svinja prikupljenih sa odabranih farmi
i gazdinstava na teritoriji Juznog Banata, tokom 2018. godine na prisustvo specifi¢nih
antitela protiv virusa Zapadnog Nila primenom ELISA metode.

8. Ispitivanje uzoraka krvnih seruma Zivine prikupljenih sa odabranih farmi
1 gazdinstava na teritoriji Juznog Banata, tokom 2018. godine na prisustvo specificnih
antitela protiv virusa Zapadnog Nila primenom ELISA metode.

9. StatistiCka analiza dobijenih rezultata.

10.  Definisanje i analiza prostorne i vremenske distribucije vektora
pozitivnih na prisustvo virusa Zapadnog Nila i seropozitivnih potencijalnih sentinel
vrsta zivotinja, kao i prostorna i vremenska korelacija u odnosu na pojavu bolesti kod
ljudi.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. MATERIJAL

4.1.1. Uzorci komaraca, organa divljih ptica i krvnog seruma

Kao materijal u ovom istrazivanju koris¢eno je 140 zbirnih uzoraka komaraca i
to iskljucivo vrste Culex pipiens pipiens i Culex pipiens modestus koji su prikupljeni sa
teritorija viSe opS$tina Juznobanatskog okruga, AP Vojvodina, Republika Srbija.
Uzorkovanje komaraca vrSeno je na unapred utvrdenim mestima na kojima su
postavljane klopke za hvatanje komaraca. Prikupljanje uzoraka komaraca sprovodeno je
u skladu sa Uputstvom i planom za sprovodenje monitoringa virusa Zapadnog Nila na
teritoriji Republike Srbije, koji je podrazumevao da se na 10 lokaliteta vrsi prikupljanje
zbirnih uzoraka komaraca, i sprovodio se u skladu sa odgovaraju¢im zakonskim
propisima donetim od strane Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede,
vodoprivrede i Sumarstva Republike Srbije. Prikupljanje komaraca je vrSeno u periodu
njihove najvece aktivnosti, ukupno 4 uzorkovanja po lokalitetu i to prvo uzorkovanje u
periodu druga polovina juna, dva uzorkovanja u julu (pocetkom i krajem jula) i Cetvrto
uzorkovanje polovinom avgusta.

Sa teritorije Juznobanatskog okruga prikupljeno je 319 uzoraka krvnog seruma
konja. Pre uzorkovanja ispitano je zdravstveno stanje konja od kojih je vrSeno
prikupljanje uzoraka krvnog seruma. Prikupljanje uzoraka krvi od konja vrSeno je u
skladu sa Uputstvom i planom monitoringa virusa Zapadnog Nila na teritoriji Republike
Srbije, a koji je podrazumevao da se na JuZnobanatskom okrugu izvrsi serolosko
ispitivanje do 40 uzoraka krvnog seruma konja sa §to vise lokacija i sprovodio se u
skladu sa odgovaraju¢im zakonskim propisima donetim od strane Uprave za veterinu
Republike Srbije. Uzorkovanje i ispitivanje se vrsilo sukcesivno tokom cetiri meseca:
juna, jula, avgusta i septembra, kada je najveca aktivnost vektora virusa, a da pri tom
nije bilo nephodno vrsiti testiranje istih Zivotinja.

Pored navedenih uzoraka u ovim istrazivanjima su za ispitivanja koris¢eno je
ukupno 76 uzoraka organa (slezina, pluca, bubreg) i tkiva (mozak) uginulih divljih ptica
kao i briseva farinksa poreklom od divljih ptica prikupljenin sa teritorije
Juznobanatskog okruga, Republika Srbija. Prikupljanje leSeva uginulih divljih ptica i
briseva farinksa vrSeno je u skladu sa Uputstvom i Planom monitoringa virusa
Zapadnog Nila na teritoriji Republike Srbije, a koji se sprovodio u skladu sa
odgovarajuc¢im zakonskim propisima donetim od strane Uprave za veterinu Ministarstva
poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije. Plan je podrazumevao da se
uginule ptice, naroCito sedentarne, i to naroCito prijemcive za infekciju virusom
Zapadnog Nila, kao $to su vrane, svrake, ptice grabljivice jastrebovi, sokolovi, orlovi i
ptice pevacice ispitaju na prisustvo virusa Zapadnog Nila. Prikupljanje uzoraka uginulih
ptica na teritoriji Juznobanatskog okruga bilo je moguce u toku cele godine.

Kao materijal za ispitivanje koris¢eno je 105 uzoraka krvnog seruma goveda
prikupljenih sa farmi na teritoriji Juznobanatskog okruga koji nisu bili obuhvaéeni
Uputstvom, i Planom monitoringa groznice Zapadnog Nila Uprave za veterinu. Farme
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sa kojih je vrseno prikupljanje uzoraka se nalaze u neposrednoj blizini prirodnih
vodotokova i u njima se gaji vise proizvodnih kategorija Zivotinja. Od teladi u starosti
do tri i pet meseci, poreklom sa ovih farmi, prikupljeno je ukupno 63 uzoraka krvnog
seruma u cilju utvrdivanja prisustva maternalnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila
kao i perioda do kojeg perzistiraju, odnosno do kojeg se mogu detektovati kod teladi.

Kao materijal za ispitivanje korisceni su i uzorci 124 krvnog seruma svinja koji
nisu bili obuhvac¢eni Uputstvom, i Planom monitoringa groznice Zapadnog Nila Uprave
za veterinu. Sezdeset dva uzorka je prikupljeno sa klanica koje se nalaze na teritoriji
JuZnobanatskog okruga. Pored ovoga, izvrSeno je prikupljanje 62 uzoraka krvnog
seruma svinja koje su gajene i zaklane u individualnim gazdinstvima.

U istrazivanjima su ispitani 125 uzoraka krvnog seruma zivine koja se gajila na
komercijalnim farmama brojlerskih pilica i koka nosilja kao i zivine gajene u
individualnim gazdinstvima na teritoriji Juznobanatskog okruga koji nisu bili
obuhvaceni Uputstvom, i Planom monitoringa groznice Zapadnog Nila Uprave za
veterinu.

4.1.2. Izvestaji Zavoda za javno zdravlje Pan¢evo po pitanju groznice Zapadnog
Nila kod ljudi

Kao materijal za statisticko analiziranje i uporedivanje podataka o prisustvu
infekcije izazvane virusom groznice Zapadnog Nila kod ljudi i zivotinja, odnosno
definisanje prostorne i vremenske distribucije vektora pozitivnih na prisustvo pomenutog
virusa i seropozitivnih potencijalnih sentinel vrsta Zivotinja u odnosu na prostornu i
vremensku korelaciju pojave bolesti kod ljudi, koris¢eni su izvestaji Zavoda za javno
zdravlje Pancevo iz Panceva. Centar za prevenciju i kontrolu bolesti Zavoda za javno
zdravlje Panc¢evo na osnovu Pravilnika o nacinu pracenja zoonoza i uzro¢nika zoonoza,
dostavljao je informacije o pacijentima koji su oboleli od virusa Zapadnog Nila sa
teritorije Juznobanatskog okruga.

4.1.3. Dijagnosticko sredstvo za izvodenje metode ELISA

Ispitivanje prisustva specifiénih IgM antitela protiv virusa Zapadnog Nila u
uzorcima krvnog seruma konja vrSeno je primenom metode ELISA uz koriS¢enje
komercijalnog dijagnostickog sredstva INGEZIM West Nile IgM, proizvodaca
INGENASA, Madrid, Spanija.

Za izvodenje metode ELISA u cilju dokazivanja prisustva specifi¢nih antitela
protiv virusa Zapadnog Nila u uzorcima krvnog seruma goveda, Svinja i zivine
koris¢eno je komercijalno dijagnosticko sredstvo INGEZIM West Nile Compac,
proizvoda¢a INGENASA, Madrid, Spanija.

Kori¢ena laboratorijska oprema i pribor za izvodenje metode ELISA
Laboratorijski pribor:

- laboratorijske menzure od 100 i 500 ml

- PVC rezervoari za rastvore za pipetiranje viSekanalnim pipetama

- nastavci za mikropipete razlicitih zapremina (10, 100, 300, 1000 i 5000 pl)

- adhezivne folije za lepljenje ploca

- kese za otpadni materijal

- papirna vata
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- laboratorijski flomaster

Oprema
- ELISA cita¢ Multiskan RC, Labsystems, Finska
- Inkubator Incucell, MMM Medcenter Einrichtungen GmbH, Nemacka
- jednokanalne mikropipete varijabilnog volumena (0,5-10, 10-100, 30-300, 100-
1000 i 1000-5000ul), Eppendorf, Nemacka
- visekanalne mikropipete varijabilnog volumena (10-100 i 30-300ul), Eppendorf,
Nemacka
- centrifuga za epruvete 10 ml MPW-351 R, MPW med. instruments, Poljska
- laboratorijski sat
- frizider
- zamrzivac -20°C
Korisceni reagensi
- komercijalni kit INGEZIM West Nile IgM, proizvoda¢a INGENASA, Madrid,
Spanija
- komercijalni kit INGEZIM West Nile Compac, proizvodaca INGENASA,
Madrid, Spanija
- destilovana voda

4.1.4. Materijal za izvodenje metode real-time RT-PCR

Za izvodenje metode real-time RT-PCR (TagMan reakcija) — multipleks format
koris¢en je komercijalni kit "RNA UltraSense™ One-Step Quantitative RT-PCR
System", proizvodaca ,,Invitrogen — Life Technologies*.

Koris¢ena laboratorijska oprema i pribor za izvodenje metode real time RT-PCR
Laboratorijski pribor:
- mikrotube 1,5 ml, PCR ¢&iste
- PCR Cdisti nastavcei 1 nastavei sa filterom za mikropipete razlicitih zapremina (10,
100, 3001 1000ul)
- PCR Cooler (ploc¢a za odrzavanje niske temperature uzorka u mikroplocama)
- laboratorijske ¢ase od 500 1 1000 ml
- rukavice (nitril) PCR ¢iste
- stalci za mikrotube od 1,5 ml
- real time PCR ploce sa 96 bazencica (optical real-time PCR plate)
- adhezivne folije za lepljenje ploca
- kese za otpadni materijal
- papirna vata
- laboratorijski flomaster
Oprema:
- laminarna komora — BSL2 nivo biosigurnosti
- PCR komora za pripremu reagenasa master miksa
- jednokanalne mikropipete varijabilnog volumena (0,5-10, 2-200, 30-300 i 50-
1000ul) (Eppendorf)
- centrifuga sa hladenjem na 4°C (14000 rpm) za mikrotube 1,5 (Eppendorf)
- centrifuga za mikrotube 1,5 1 0,2 ,,Mini Spin“(Eppendorf)
- vorteks “REAX top” (,,Heidolph*)
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- thermocycler: ,,7500 Real Time PCR System* (AppliedBiosystem)
- laboratorijski sat

- kombinovani frizider-zamrzivac

- zamrzivaci -20°C i -70°C

Koriséeni reagensi

- TRIzol® Reagent (U.S. PatentNo.5,346,994) proizvodaca ,Invitrogen Life
Technologies*;

- Chloroform (99%) for molecular biology;

- Isopropanol (99%) for molecular biology;

- 75% Ethanol (u DEPC tretiranoj vodi);

- DEPC (diethylpyrocarbonate) tretirana ili PCR ¢ista voda

- komercijalni kit "RNA UltraSense™ One-StepQuantitative RT-PCR System”
(Invitrogen -Life Technologies)

- Prajmer forward: WNproC-F 10 (5’-CCTGTGTGAGCTGACAAACTTAGT-3")

- Prajmer reverse: WNproC-R 153 (5’-GCGTTTTAGCATATTGACAGCC-3’)

- TagMan proba: WNproC-probe (5'-FAM-
CCTGGTTTCTTAGACATCGAGATCT-TAMRA-3")

- pozitivna kontrola — uzorak estrahovane RNK iz 10% supernatanta obradenog
tkiva/organa ptice pripremljenog za izolaciju virusa i1 veStacki kontaminiranog sa
1000 TCID50/1 mL referentnog virusa WNV linije 1 - New York 99 (NY99),
dobijenog iz laboratorije INIA, Madrid i umnozenog na kulturi ¢elija RK-13 i/ili
uzorak estrahovane RNK iz 10% supernatanta obradenog tkiva/organa ptice

pripremljenog za izolaciju virusa i vestacki kontaminiranog sa 1000 TCIDso /1 mL
izolata WNV linije 2: KC407673 SRB-Novi Sad/12.

4.2. METODE RADA

4.2.1. ELISA

Izvodenje metode ELISA u cilju utvrdivanja prisustva specifi¢nih antitela protiv
virusa Zapadnog Nila u uzorcima krvnog seruma konja, goveda, svinja i zivine
primenom komercijalnog dijagnostickog kita, vrSeno je prema proceduri propisanoj od
strane proizvodaca. Spektrofotometrijsko ocitavanje dobijenih rezultata vrSeno je
primenom optickog filtera talasne duzine od 450 nm, a dobijene vrednosti opticke
gustine su preraCunavane primenom odgovaraju¢e formule. Na ovaj naéin dobijene
pojedinacne vrednosti za svaki uzorak krvnog seruma ocitavaju se kao pozitivne ili
negativne vrednosti, odnosno kao pozitivni ili negativni uzorci na prisustvo specifiénih
antitela protiv virusa Zapadnog Nila

Za utvrdivanje prisustva specificnih antitela u krvnom serumu protiv virusa
Zapadnog Nila koriS¢eni su komercijalni ELISA dijagnostic¢ki kitovi. Za utvrdivanje
specifiénih IgM antitela u uzorcima krvnog seruma konja koriS€en je komercijalni kit
INGEZIM West Nile IgM proizvodaca ,,Ingenasa®“, dok je za utvrdivanje specificnih
antitela u uzorcima krvnog seruma goveda, svinja 1 Zivine koriS¢en komercijalni
dijagnosticki kit INGEZIM West Nile Compac proizvodaca ,,Ingenasa‘.
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4.2.1.1. Principi i postupak izvodenja ELISA INGEZIM West Nile IgM

Princip izvodenja ELISA metode dijagnostickim kitom INGEZIM West Nile
IgM zasnovan je na imunoenzimskom testu. Monoklonska antitela specifi¢na za konjska
IgM antitela su fiksirana na polistirensku mikrotitarsku plo¢u. Uzorci krvnog seruma
konja su postavljani na plocu u duplikatu, kao 1 kontrole i to u dva bazencic¢a u dve
zasebne kolone. Ukoliko u ispitujuéem serumu postoje IgM antitela, ona su se vezala za
monoklonska antitela na mikrotitarskoj plo¢i. Inkubirali smo 1 ¢as na 20-25°C, i onda
izvrsili ispiranje, kako bi elimisali sav materijal iz krvnog seruma koji se nije vezao za
plocu. Po ispiranju dodali smo na plocu u jedan bazenci¢ (u bazenci¢e jedne kolone)
antigen virusa Zapadnog Nila, a u drugi bazenci¢ (u bazenci¢e druge kolone) kontrolni
negativni antigen i inkubirali 16 do 24 casa na 20-25°C. Ukoliko su u ispituju¢em
serumu postojala specificna IgM antitela protiv virusa Zapadnog Nila ona su vezala
dodati antigen. Posle ispiranja dodali smo se konjugat, koga ¢ine monoklonska antitela
specificna za glikoprotein E (domen III) virusa Zapadnog Nila, koja su konjugovana
peroksidazom. Posle inkubiranja od 1. ¢asa na 20-25°C 1 ispiranja dodali smo substrat,
Sto je dovelo do enzimske kolorimetrijske reakcije koju smo merili ELISA ¢itacem
primenom optickog filtera talasne duzine od 450 nm. Pojava boje znaci da su postojala
specifi¢na IgM antitela na virus Zapadnog Nila u ispituju¢em serumu.

4.2.1.2. Principi, postupak izvodenja ELISA INGEZIM West Nile Compac kao i
izrac¢unavanje karakteristika testa

Princip rada INGEZIM West Nile Compac zasnovan je na principu blokirajuce
(kompetitivne) imunoenzimske reakcije. Na polistirensku mikrotitarsku plocu nanesen
je inaktivisani antigen virusa Zapadnog Nila. Uzorke ispitivanih krvnih seruma, kao i
pozitivnih 1 negativnih kontrola smo dodali u odgovaraju¢e bunarci¢e na mikrotitarskoj
plo¢i, prema prethodno napravljenom rasporedu i inkubirali 16 do 24 ¢asa na 20-25°C.
Ukoliko je u ispituju¢em serumu bilo specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila,
ona su se vezala za virusni antigen na ploci. Posle ispiranja dodali smo konjugat, a to su
specifiéna monoklonska antitela (konjugovana peroksidazom) protiv glikoproteina E
virusa Zapadnog Nila, koje se takmice sa antitelima iz ispitujuéeg seruma. Ako su se u
serumu nalazila specifi¢na antitela na virus Zapadnog Nila, ona su se vezala za antigen
na plo¢i 1 nije doSlo do vezivanja dodatih specificnih monoklonskih antitela iz
konjugata koja su ispiranjem eliminisana. Nasuprot tome, ako Serum nije sadrzao
specificna antitela, obeleZena monoklonska antitela iz konjugata su se vezala za antigen
virusa Zapadnog Nila na plo¢i. Posle inkubiranja od 1. ¢asa ispran je sadrzaj u
bunar¢i¢ima, i dodat je substrat koji je dao kolorimetrijsku reakciju ukoliko su se
obelezena monoklonska antitela (konjugovana enzimom peroksidazom) vezala za
antigen na ploci. Ako je u ispitujuéem serumu bilo specifi¢nih antitela na virus
Zapadnog Nila, nije bilo prebojavanja reakcije jer su obelezena monoklonska antitela
eliminisana ispiranjem. Reakcija je oCitavana ELISA ¢ita¢em primenom opti¢kog filtera
talasne duZine od 450 nm.

Dobijene vrednosti opticke gustine su preracunavane primenom odgovarajuce
formule i u odnosu na postavljene pozitivne i negativne kontrolne uzorke. Na ovaj na¢in
dobijene pojedinacne vrednosti za svaki uzorak krvnog seruma klasifikovane su kao
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pozitivne ili negativne vrednosti, odnosno kao pozitivni ili negativni nalazi na prisustvo
specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila za ispitane uzorke.

Dijagnosti¢ka osetljivost ELISA testa iznosila je Se=100% i specifi¢nosti Sp=
98.8% (INGEZIM West Nile Compac — Ingenasa, Spanija, Uputstvo proizvodada za
izvodenje testa). Pozitivna i negativna prediktivna vrednost testa (PPV, NPV) izra¢unati
SuU Uz pomo¢ reverznog racuna i primeni formula za izraCunavanje stvarne prevalencije,
pojavne prevalencije, ukupnog broja stvarno pozitivnih uzoraka, stvarno negativnih
uzoraka, lazno pozitivnih i lazno negativnih uzoraka. Ulaznih parametara za ovaj racun
bili su kao su ukupan broj ispitanih uzoraka seruma i broj uzoraka koji su reagovali
pozitivno na ELISA testu.

Pojavna prevalencija izracunata je uz pomo¢ slede¢e formule:
(AP+5p—1)
Elrr—— 1)
(Ep+8e—1)

pri ¢emu je:
P - stvarna prevalencija infekcije,
AP- pojavna prevalencija
Se- dijagnosticka osetljivost testa,
Sp- dijagnosticka specifi¢nost testa
Da bi smo izracunali PPV 1 NPV, potrebno je najpre reverznim racunom
izraCunati ukupno broj stvarno pozitivni jedinki (TP), lazno pozitivnih (FP), stvarno
negativnih (TN) 1 laZzno negativnih slucajeva infekcije (FN). Ovakav proracun je
baziran na primeni formula za izraCunavanje pojavne prevalencije:

_Ti+)

T

AP (2)
pri ¢emu je T(+) ukupan broj uzoraka koji su reagovali pozitivno na testu, dok je
n ukupan broj ispitanih uzoraka ELISA testom.
Ukupan broj stvarno pozitivnih uzoraka (TP) izracunat je uz pomo¢ sledece
formule:

TP=T(+)*Se (3)

Ukupan broj stvarno negativnih uzoraka (TN) izraunat je uz pomo¢ sledece
formule:

TN=T(-)*Sp 4)

pri ¢emu je T(-) ukupan broj uzoraka koji su reagovali negativno na testu.
Pozitivnu prediktivnu vrednost testa izraCunavamo uz pomo¢ slede¢e formule, a
na bazi prethodno izracunatih parametara:

PPV = —* (5)

(TP+FF)

dok je NPV izracunata na bazi sledece formule:
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TN
(TN+FN) (6).

NPV=

Takode, za navedene ELISA testove izracunate su i vrednosti osetljivosti i
specifi¢nosti testa na nivou zapata, odnosno farme. Za ovaj prora¢un upotrebljene su
slede¢e formule:

HSe=1—(1— AP)" (7

HSp = Sp© (8)

Formule od 1-8, upotrebljene u postupku ispitivanja karakteristika ELISA testa
preuzete su iz literature Dohoo i sar., 20009.

4.2.2. Real time RT-PCR

Utvrdivanje nukleinske kiseline genoma virusa groznice Zapadnog Nila (WNV)
u ispitivanim uzorcima vrseno je kroz vise povezanih postupaka koji obuhvataju: 1)
izolaciju-ekstrakciju RNK iz uzoraka i 2) real-time RT-PCR (TagMan reakcija) —
multipleks format upotrebom komercijalnog kita "RNA UltraSense™ One-Step
Quantitative RT-PCR System", proizvodaca ,,Invitrogen — Life Technologies®.

4.2.2.1. Principi i postupak izolacije-ekstrakcije RNK

Izolacija RNK se vrsila u PCR mikrotubama od 1,5 ml. Tokom postupka
homogenizacije ili lize uzorka, TRIzol® Reagent odrzava integritet RNK u toku
razaranja i razgradnje Celijskih komponenata. Izolovana - ekstrahovana RNK ostaje
isklju¢ivo u vodenoj fazi uzorka. Nakon odvajanja vodene faze i dodavanja izopropil
akohola, vrSena je precipitacija izolovane RNK koja je koncentrisana centrifugiranjem.
Izopropil alkohol se odbacivao, a prikupljena RNK na dnu mikrotube je, radi daljeg
precis¢avanja, isprana sa 75% ledenim (-20 °C) 96% etanolom. Nakon centrifugiranja i
kratkotrajnog suSenja precipitat RNK je resuspendovan dodavanjem vode za PCR.
Ekstrahovana i resuspendovana RNK se koristila odmah u real time RT-PCR reakciji ili
se ¢uvala na -70 °C ili ukoliko je materijal obradivan u kra¢em roku na -20°C.

Uzorci krvi sa antikoagulansom, krvnog seruma, plazme i suspenzije i
supernatanta kultura Celija su se direktno koristili za izolaciju RNK. Uzorci tkiva i
organa su se obradivali kao 10% suspenzija u fizioloSkom rastvoru (1 g tkiva sitno
iseckanog i maceriranog tkiva i 9 mL fizioloskog rastvora). Nakon obrade i
centifugiranja supernatant se koristio za izolaciju RNK. Brisevi (nosni, zdrelni..) su
pripremani tako $to je deo Stapica brisa sa vatom odsecan u mikrotubicu od 1,5 mL, u
koju se dodavalo 0,75 mL fizioloskog rastvora nakon Cega je sledilo meSanje na
vorteksu, a zatim se supernatant koristio kao uzorak u izolaciji (ekstrakciji) RNK.

29



Za ispitivanje prisustva virusa u komarcima, odvojene jedinke vrste Culex
pipiens (biotipovi pipiens i modestus) su pulovane u zbirni uzorak od 30 — 50 jedinki u
mikrotube od 2 mL na koje je dodavan 1 mL fizioloskog rastvora, kao i metalna kuglica
precnika 4 mm. Tako pripremljene mikrotube su stavljane u instrument Tissue Lyser
(Qiagen) u kojem je vrSena destrukcija tkiva komaraca na frekvenciji od 50 herca u
trajanju od 5 minuta. Nakon destrukcije, mikrotube su centrifugirane, a superantant je
razreden 10 puta i koriS¢en za izolaciju RNK..

4.2.2.2. Principi i postupak izvodenja real-time RT-PCR reakcije

Princip detekcije genoma virusa Zapadnog Nila u uzorku je zasnovan na
molekularnoj metodi reverzne transkripcije - lancane reakcije polimeraze u stvarnom
vremenu i to TagMan tip reakcije koja se odvija u jednoj istoj tubi i u jednom,
neprekinutom ciklusu (,,one-tube* ili ,,one-step real-time RT-PCR*). Reakcija je
izvedena upotrebom komercijalnog kita RNA UltraSense™ One-StepQuantitative RT-
PCR System, po uputstvu proizvoda¢a. Metodom ,,One-step “real-time RT-PCR se
izolovana RNK putem enzima reverzne transkriptaze prevela u jednolancanu DNK
(cDNK) koja se u nastavku reakcije real-time PCR pomoc¢u termostabilne DNK
polimeraze umnozena do merljive koli¢ine. Kompletna reakcija se odvijala u istom,
jedinstvenom puferskom sistemu i izbalansiranim koncentracijuma MgClz i dezoksi-
nukleotidnih baza (dNTP). Princip reakcije je zasnovan na enzimskom umnoZzavanju
specifitnog dela genoma virusa, definisanog primenjenim oligonukleotidnim
prajmerima. Vezivanjem i uklapanjem oligonukleotidne TagMan probe na specifi¢nom
delu lanca, doslo je do emisije energije koju je detektovao real-time PCR aparat. Ovo je
detektorski sistem TagMan real-time RT-PCR reakcije koji je merio intenzitet energije
koji se oslobodio tj. broj novosintetisanih specifi¢nih delova genoma virusa Zapadnog
Nila i pokazivao ih je tokom svakog ciklusa u stvarnom vremenu.

Upotrebom odgovarajuceg seta prajmera i probe u uzorku se moze utvrditi
prisustvo svih genotipova tj. linija (,,lineage*) virusa Zapadnog Nila. Ukoliko je u
uzorku bio prisutan genom virusa Zapadnog Nila, tokom reakcije se pojavljivao
pozitivni signal energije, koji je svakim narednim ciklusom rastao logaritamski, $to se
na ekranu pojavljivalo u vidu rastuce krive.

Pripremljeni uzorci su testirani na prisustvo RNK genoma virusa Zapadnog Nila
pomocu tzv. jednostepene reakcije reverzne transkripcije — lan¢ane reakcije polimeraze
u realnom vremenu (RT-gPCR - real-time one-step Reverse Transcription — Polimerase
Chain Reaction) koja je specifi¢na za detekciju genoma virusa Zapadnog Nila posebno
sojeva virusa linije 1 i 2 kao najznacajnijih. Ukratko, RT-qPCR je sproveden
koris¢enjem komercijalnog kita ,,RNA UltraSense™ RT-PCR sistem*“ (Life
Technologies  Corporation) sa  prajmerima  (forvard  VNproC-F10:  5'-
CCTGTGTGAGCTGACAAACTTAGT-3’ [ reverzni  VNproC-R153:  5'-
GCGTTTTAGCATATTGACAGCC-3) i TagMan probe (VNproC-proba 5-FAM-
CCTGGTTTCTTAGACATCGAGATCT-TAMRA-3 ") koja su specifi¢ni za deo gena
koji kodira sintezu proteina C nukleokapsida virusa Zapadnog Nila, prema proceduri
kako su to opisali Linke i sar., 2007. Svaka reakcija je sadrzavala 15 mL reakcione
mesavine koja je sadrzala 1 pl RNA UltraSense reakcionog pufera, 20 mM svakog
prajmera, 10 mM VNproC probe, 1 ul ROX boje i 1 ul RNA UltraSense enzima. Ovoj
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reakcionoj meSavini dodato je 5 pl uzorka ekstrakta nukleinske kiseline da bi se dobila
konac¢na zapremina reakcije od 20 ul. Uslovi temperaturne reakcije su bili: 15 minuta na
50 °C, zatim 2 minuta na 95 °C, nakon ¢ega je usledilo 50 ciklusa ponavljanja od 15
sekundi na 95 °C i 50 sekundi na 60 °C.

4.2.3. Statisticka obrada podataka

4.2.3.1. Procena rizika

U statistickoj analizi mogucih faktora rizika povezanih sa infekcijom virusom
groznice Zapadnog Nila koris¢ene su deskriptivne statisticke metode i testiranje
hipoteza kao §to su hi-kvadrat test, odnos prevalencija, odnos Sansi, Vilksov G kvadrat
test 1 FiSerov test. S obzirom na to da pojava groznice Zapadnog Nila zahteva delovanje
viSe povezanih uzroka kao §to su prisustvo virusa i vektora u okruzenju, prijeméivog
domacina, pored klasi¢nog pristupa procene rizika baziranog na frekvencionistickoj
deskriptivnoj statistici, u statistickoj analizi dobijenih rezultata koris¢ena je i Bajesova
statistika (Bayesian Network Analysis). Uz pomo¢ Bajesove mreze uradena je
kvantitativna procena rizika i analiza povezanosti pojavljivanja groznice Zapadnog Nila
kod razli¢itih vrsta Zivotinja sa pretpostavljenim faktorima rizika. Graficko prikazivanje
promenjivih i sa njima povezanih dogadaja vrSeno je usmerenim aciklicnim grafom
(DAG- Directed Acyclic Graph). Bajesovom mrezom analizirani su slucajevi groznice
Zapadnog Nila i mogu¢i faktori rizika kao §to su prisustvo komaraca, vrsta zivotinja i
nacin drzanja kao faktori koji doprinose nastanku bolesti.

4.2.3.2. Prostorno-vremenska analiza epizootije Groznice Zapadnog Nila

Pored gore opisanih statisti¢kih testova, kada su analizirani ekoloski faktori Koji
dovode do ucestalijeg pojavljivanja infekcije kod pojedinih Zivotinjskih vrsta, posebna
paznja je bila posveCena izuCavanju moguéih obrazaca i faktora koji dovode do
formiranja medusobno povezanih prostornih i vremenskih klastera. Za analizu
grupisanja klastera obolelih ljudi i Zivotinja, kori§¢ene su metode i tehnike geoprostorne
analize, kao §to su ,,hot spot’” analiza (Getis-ord GI* statistika), analiza gustine kernela
(Parzenovih prozora), Moranov | test i Kuldorfova prostorna sken statistika (Altman
1991; Forthofer i sar., 2007).

4.2.3.2.1. Analiza gustine klastera

Analiza gustine klastera (Kernel density analysis) uradena je uz pomoc¢
programskog paketa ArcGIS desktop 10.5, primenom alata Spatial Analyist Tool/Kernel
Density. Ovaj alat se koristi za izraCunavanje gustine slucajeva infekcije (pozitivni
slu¢ajevi u neposrednom okruzenju oko svakog pojedinacnog tackastog objekta na mapi
koja predstavlja registrovan slucaj infekcije). Analiza gustine klastera podrazumeva da
se iznad svakog tackastog objekta na mapi prilagodava kriva koja predstavlja
distribuciju verovatnoca infekcije virusom groznice Zapadnog Nila. Povrsina svakog
segmenta krive je najveca neposredno iznad tackastog objekta i opada sa udaljavanjem
od objekta. Graficki se na karti prikazuje kao gubljenje intenziteta boje. Kada rastojanje
dostigne zadatu vrednost perimetra, vrednost gustine klastera dostize 0. Gustina svake
izlazne rasterske celije na mapi izraCunava se dodavanjem vrednosti svih povrSina
kernela (jezgra Parzenovih prozora) koji prekrivaju centar rasterske celije (¢elije koje
¢ine rastersku sliku) (Silverman i sar., 1986).
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4.2.3.2.2. Hot spot analiza klastera

Prostorno vremenska hot spot analiza podrazumeva analiziranje mogucih
obrazaca po kojima se formiraju klasteri, odnosno analiziranje grupa (klastera) odredene
pojave na nekom geografskom podru¢ju. U ovom istrazivanju jedan klaster je
predstavljao grupu, odnosno seriju pozitivnih slucajeva infekcije virusom groznice
Zapadnog Nila na jednom geografskom podrucju kod razlicitih zivotinjskih vrsta i ljudi.
Primenjena metodologija se bazira na Getis-ordovoj Gi* statististici. Getis-ord Gi*
statistika se bazira na izraCunavanju z-statistike i p vrednosti. Z statistika odreduje da li
su ispitivane vrednosti odredenog atributa entiteta (elemenata) klastera iznad ili ispod
uproseCenih vrednosti na nivou celog geografskog podrucja (kojim se odreduju ,,tople”
ili ,,hladne” tacke), dok p vrednosti opredeljuju da li je grupisanje jedinica u klastere
rezultat sluCajnog dogadaja ili statisticki znacajnog delovanja nekog faktora rizika,
fenomena ili pojave koja je uslovila grupisanje. Na mapi su klasteri sa znacajnijim
brojem seropozitivnih zivotinja tzv. ,,tople tacke” (Hot Spot) prikazani crvenom bojom,
dok su zutom bojom prikazani klasteri koji nisu nastali kao rezultat delovanja
zajedni¢kog faktora rizika, odnosno verovatnoca grupisanja pojedinacnih slucajeva
infekcije virusom groznice Zapadnog Nila je rezultat slucajnog dogadaja na nivou
pouzdanosti od 95%.

Z-vrednosti, mogu biti pozitivne i negativne, a u zavisnosti od toga odredeni
Klaster se definiSe kao ,topli” ili ,,hladni”. U slu¢ajevima kada imamo statisticki
znadajne pozitivne Z vrednosti govorimo o tzv. ,vruéim” tatkama. Sto je veéa
statisticka znacajnost Z vrednosti, t0 je vece grupisanje entiteta sa vetim brojem
inficiranih jedinki: farma, seosko gazdinstvo ili sli¢na jedinica sa znacajno vecéim
brojem pozitivnih jedinki u odnosu na odredenu grupu sa manjem brojem pozitivnih
jedinki. U slu¢ajevima negativne Z vrednosti govorimo o ,,hladnim” ta¢kama, statisticki
znacajnim grupama (klasterima) gde su grupisani entiteti sa manjim brojem pozitivnih
jedinki u odnosu na prose¢ne vrednosti, odnosno grupama u kojima postoji delovanje
faktora koji smanjuje rizik infekcije.

Za potrebe ove studije, hot spot analiza je uradena uz pomo¢ programskog
paketa ArcGIS desktop 10.5, primenom alata Map ping Clusters tool/Spatial Statistics
Tools. Ovaj alat primarno Koristi Getis-ord Gi* statistiku za odredivanje statisticki
znacajnih klastera, odnosno njihovo prostorno grupisanje. Hot spot analiza
podrazumeva analizu entiteta i pronalazenje eventualnih sli¢nosti, odnosno zajednickih
karakteristika sa susednim entitetima.

4.2.3.2.3. Inkrementalna prostorna autokorelacija

Bitan element za izvodenje analize rizika je odredivanje radijusa grupisanja,
(perimetra) geografskog podrucja na kome se analizira grupisanje entiteta u klastere i
odreduje njihova znacajnost. Postoji nekoliko nacina za izbor pravog opsega ovog
perimetra. Medutim, u praksi najce$¢e ne postoji idealan opseg za Sirinu podrucja na
kojoj treba analizirati moguée zajedniCke obrasce grupisanja entiteta. Izbor pravog
opsega zavisi od izabrane tehnike, poznavanja samog problema i logi¢kog zakljuc¢ivanja
na bazi prethodnih iskustava. Za potrebe ovog istrazivanje izabran je tzv. Menhetn
metod (Manhattan distance method). Proracun je uraden uz pomo¢ programskog paketa
ArcGIS desktop 10.5, primenom alata Analyzing pattern/Incremental Spatial
Autocorrelation.
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Prostorna analiza autokorelacije ukljucuje odredivanje globalne i lokalne
autokorelacije. Prva se moze koristiti za odredivanje relevantnosti atributa na nivou
Citavog istrazivanog podrucja, dok se lokalnom autokorelacijom moze odrediti gde se
takvi entiteti grupiSu, i isto tako odrediti obrazac prostorne distribucije i priblizni raspon
prostorne agregacije. Pokazatelj globalne autokorelacije iskazani su uz pomo¢
Moranovog | indeksa koji se krece u opsegu od -1 do +1. Vrednost blizu 1 ili -1
oznacava snaznu pozitivnu ili negativnu prostornu autokorelaciju. Moranov I test se
bazira na odredivanju Z-vrednosti i p-vrednosti, koji sluze za prihvatanje ili odbacivanje
radne hipoteze da su slucajevi groznice Zapadnog Nila nasumi¢no rasporedeni u
prostoru.

4.2.3.3. Vremenska, prostorna i prostorno-vremenska analiza klastera

Prostornom analizom autokorelacije moze se utvrditi prostorna heterogenost
epizootije, ali se ne moze otkriti specificni opseg agregacije slu¢ajeva obolevanja, kao i
njihovog grupisanja u funkciji vremena. Iz tih razloga su za potrebe ovog istrazivanja
izvedene tri statistike prostornog skeniranja: vremenska analiza, prostorna analiza i
analiza prostorno-vremenskih klastera. Sve navedene analize se zasnivaju na diskretnom
Poissonovom modelu. Analiza je izvedena uz pomo¢ tzv. Kuldorfove statistike
pretrazivanja prostora i vremena (Kulldorff i sar., 2005).

Rezultati p-vrednosti statistike skeniranja, prilagodene su za visestruko testiranje
hipoteza, a te vrednosti su koris¢ene u oceni statisticke znacajnosti odnosno postojanja
obrasca grupisanja klastera.

Vremenske, prostorne i prostorno-vremenske statistike skeniranja se obi¢no
koriste za otkrivanje i procenu statisticke znacajnosti vremenskih i/ili geografskih
Klastera, bez prethodnih pretpostavki o lokaciji, vremenskom periodu ili veli¢ini tih
klastera. Statistika skeniranja se uglavnom koristi za prebrojavanje podataka kao Sto su
slucajevi obolevanja, odnosno incidencija bolesti ili za odredivanje mortaliteta na
jednom podru¢ju. Smisao njihovog koris¢enja je rano otkrivanje klastera obolelih,
odnosno otkrivanje epidemija ili epizootija u ranim fazama. Vecina alata koji se koriste
u ove svrhe, a bazirani su na statistici skeniranja, prilagodeni su i razvijeni za pracenje
bolesti 1 prebrojavanje pojedinacnih slucajeva oboljevanja, umrlih i prevalencije bolesti,
za koje Poissonova ili Bernoulijeva distribucija predstavljaju osnovu modeliranja
slucajne prirode ovih dogadaja Sto je iskoriS¢eno i1 za analizu podataka u ovom
istrazivanju (Kulldorff i sar., 2009).

Testiranje hipoteze izvr$eno je uz pomo¢ Monte Karlo metode. Za potrebe ovog
istrazivanja kori$¢en je Open source softver SaTScan software v9.6 iz 2018. godine
(http://www.satscan.org) (Kulldorff i sar., 2005; Kuldorff i sar., 2009).

Za potrebe studije vremenske (temporalne) analize grupisanja klastera,
minimalni vremenski prozor klastera bio je ograni¢en na 1 dan. IzvrSeno je 999
permutacija. Statisticki su uzeti u obzir klasteri sa p vrednostima ispod 0,05.

Prostorno-vremenska analiza (permutacije vremena i prostora) - prostorno-
vremenski permutacijski model zahteva samo podatke o slucajevima infekcije i
informacije o prostornoj lokaciji i vremenu kada je svaki slucaj registrovan. Broj
posmatranih slucajeva u moguéem klasteru uporedivan je sa onim §ta bi se moglo
ocekivati da su prostorne i vremenske lokacije svih sluajeva medusobno nezavisne,
odnosno da ne postoji interakcija prostor-vreme (Kulldorff i sar., 2018).
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5. REZULTATI ISPITIVANJA

5.1. Rezultati ispitivanja uzoraka komaraca na prisustvo genoma virusa Zapadnog
Nila

5.1.1. Monitoring 2017. godine

U toku 2017. godine ispitano je ukupno 74 zbirnih uzoraka komaraca poreklom
sa 10 lokacija u opstinama Pancevo i Opovo. U opstini Panc¢evo lokacije za uzorkovanje
komaraca su bile na teritoriji sela StarCevo (2 lokacije), grada Pancevo (jedna lokacija),
selo Jabuka (dve lokacije) i selo Glogonj (jedna lokacija). U opstini Opovo lokacije za
uzorkovanje komaraca su bile na teritoriji sela Sefkerin (dve lokacije) i teritorija
naseljenog mesta Opovo (dve lokacije). Sve lokacije na kojima su uzorkovani komarci
su ista mesta sa kojih se ve¢ nekoliko godina sprovodi monitoring prisustva virusa
Zapadnog Nila kod komaraca, odnosno 2014. godine, od kada se prikupljaju uzorci ovih
insekata. Svi prikupljeni uzorci komaraca su ispitani primenom metode real-time RT-
PCR na prisustvo virusa Zapadnog Nila. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili
prisustvo nukleinske kiseline genoma virusa kod 7 uzoraka pulova komaraca (7/74;
9,46%) (jedan zbirni pozitivan uzorak StarCevo, jedan zbirni uzorak Pancevo, Cetiri
zbirna uzorka Jabuka, jedan zbirni uzorak Opovo), sto je prikazano u tabeli broj 1.
Uzorkovanje komaraca vrseno je Cetiri puta tokom 2017. godine i to u jedanput u junu
mesecu, dva puta u julu i jednom u avgustu mesecu. Treba imati u vidu da je leto 2017.
godine bilo izuzetno toplo sa visokim temperaturama vazduha koje su trajale duze
vreme (39 - 40 °C). U periodu druge polovine jula i avgusta meseca, spoljne
temperature su bile nize od navedenih za nekoliko stepeni.
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Tabela 1. Rezultati ispitivanja uzoraka (broj pozitivnih uzoraka (P) / broj ispitanih uzoraka (1)) komaraca na prisustvo virusa Zapadnog
Nila primenom metode real-time RT-PCR za period 27.06.-14.08.2017. godine u opStinama Juznobanatskog okruga

Ei;ir{‘iob::]a Opstima | Mesto | Koordinate | UZ0rciod | Uzorciod | Uzorciod | Uzorciod. | Ukupno
1 Pancevo | Staréevo 9 gg:g;ﬂ%g 0/2 0/2 0/2 0/1 0/7
2 Pangevo | Staréevo 11 gg:ggﬂg 0/2 0/2 0/1 1/2 1/7
3 Pandevo | Pandevo ggggg%f 02 012 112 02 1/8
4 Pandevo | Jabuka 1 ;‘g:gggggg 02 012 02 1/2 1/8
5 Pan¢evo | Jabuka 2 gg:gggégg 0/2 0/1 1/2 2/2 37
6 Pancevo | Glogonj gg:gg;?‘z‘i 012 012 012 012 0i8
7 Opovo Sefkerin 1 ggggg;‘gg 0/2 0/2 0/2 0/1 0/7
8 Opovo Sefkerin 2 ‘21(5)2(7)8;(5)8 0/2 0/2 0/2 0/2 0/8
9 Opovo | Opovo 1 gg:gﬁggg 012 02 012 11 17
10 Opovo Opovo 2 ggggggig 0/2 0/2 0/2 0/1 0/7
Ukupno 0120 0/19 2119 5/16 7174

Legenda: mesta uzorkovanja komaraca:
Staréevo 9 — individualno gazdinstvo u Staréevu, Zarka Zrenjanina 50; Staréevo 11 — ergela u Staréevu, Bastenska 119; Pan¢evo — centar grada kod Bolnice, Milo$a Trebinjca 11; Jabuka
1 — lokacija u centru sela, Goce Deléeva 1; Jabuka 2 — ergela u Jabuci, Tamiska 45; Sefkerin 1 — ulaz u selo, Zarka Zrenjanina 1; Sefkerin 2 — lokacija kod reke, Partizanska 5; Sefkerin

1 - ulaz u selo, Zarka Zrenjanina 1; Opovo 1 — lokacija kod mosta na Tami$u; Opovo 2 — ergela u Opovu, Zarka Zrenjanina 3
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Iz Tabele 1. moze se uociti da su prvi pozitivni zbirni uzorci komaraca na virus
Zapadnog Nila ustanovljeni u poslednja dva uzorkovanja 25.7. i 14.8. 2017. godine.
Procentualno uceS¢e broja pozitivnih u odnosu na ukupan broj uzoraka iznosio je
9,46%.

5.1.2. Monitoring 2018. godine

U toku 2018. godine ispitano je ukupno 66 zbirnih uzoraka komaraca poreklom
sa 10 lokacija u opstini Pancevo (Star¢evo — dve lokacije za uzorkovanje, Pancevo —
jedna lokacija, Jabuka — dve lokacije i Glogonj — jedna lokacija) i opStini Opovo (dve
lokacije u naseljenom mesto Opovo i Sefkerin — dve lokacije). Kao §to je ve¢ navedeno,
sve lokacije na kojima su uzorkovani komarci su ista mesta sa kojih se ve¢ nekoliko
godina, kao i prethodne godine prikupljani zbirni uzorci ovih insekata. Zbirni uzorci
komaraca su ispitani primenom metode real-time RT-PCR na prisustvo virusa
Zapadnog Nila.

Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili prisustvo nukleinske Kiseline genoma
virusa Zapadnog Nila kod 15 od 66 (24,2%) zbirnih uzoraka komaraca (Cetiri zbirna
uzorka komaraca su bila pozitivna na prisustvo virusa u Staréevu, dva zbirna uzorka u
Pancevu, tri zbirna uzorka u Jabuci, dva zbirna uzorka u Sefkerinu i Getiri zbirna uzorka
komaraca u Opovu) (grafikoni 1 2 i tabela 2). Uzorkovanje komaraca vrseno je Cetiri
puta u toku 2018. godine i to jedanput u junu mesecu, dva puta u julu i jednom u
avgustu mesecu. U svakom terminu utvrdeni su pozitivni zbirni uzorci komaraca na
nekom od lokaliteta gde je vrSeno uzorkovanje. Podaci o datumu uzorkovanja
komaraca, mestu uzorkovanja i geografskim koordinatama na kojima je vrSeno
uzorkovanje komaraca kao i o rezultatima ispitivanja predstavljeni su u tabeli broj 2.

36



Tabela 2. Rezultati ispitivanja uzoraka (broj pozitivnih uzoraka (P) / broj ispitanih uzoraka (1)) komaraca na prisustvo virusa Zapadnog
Nila primenom metode real-time RT-PCR za period 18.06.-14.08.2018. godine u opstinama Juznobanatskog okruga

Legenda

je

Redni broj

1 Pandevo | Staréevo 9 ‘Z‘gggmg 1/2 0/2 0/ 11 216
2 Pantevo | Startevo 11 ‘Z‘gggﬁg 072 112 11 0/1 216
3 Pandevo | Pancevo ‘Z‘ggg;%f 072 072 212 0/2 28
4 Panevo | Jabuka 1 ‘z‘ggggggg 0/2 072 12 112 218
5 Pantevo | Jabuka 2 ‘Z‘ggggégg 072 112 / 0/1 1/5
6 Pancevo | Glogonj ;‘ggg;?‘z‘f 0/ 012 012 012 0/7
7 Opovo Sefkerin 1 gg:gggégg 0/2 0/2 1/2 0/1 1/7
8 Opovo | Sefkerin 2 ‘Z‘ggggggg 012 0/ 012 172 17
9 Opovo | Opovo 1 gggi?ggg 012 0/ 11 0/ 1/5
10 Opovo | Opovo 2 ‘z‘gggggig 172 172 172 0/ 3/7
Ukupno 2/19 3/18 7115 3/14 15/66

broj 1; / = nije bilo uzorka
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Broj pozitivnih zbirnih uzoraka komaraca na virus Zapadnog Nila u 2018. godini bio
viSe nego duplo veéi u odnosu na prethodnu godinu (9,5 i 22,7%), iako je ukupan broj
ispitanih zbirnih uzoraka komaraca bio manji za vise od 16% (Grafikon 1).
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Grafikon 1. Broj ispitanih i pozitivnih komaraca na prisustvo virusa Zapadnog Nila u
2017. 1 2018. godini u Juznobanatskom okrugu
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Grafikon 2. Broj pozitivnih uzoraka komaraca na prisustvo virusa Zapadnog Nila po mestu uzorkovanja u 2017. i 2018. godini u
Juznobanatskog okrugu
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Na Grafikonu 2 moze se zapaziti da samo na jednom mestu uzorkovanja
komaraca (Glogonj) nije potvrdeno prisustvo virusa u komarcima. U nekim mestima
uzorkovanja, prisustvo virusa je dokazano viSe puta u toku sezone pracenja, posebno u
toku 2018. godine s§to govori o konstantom prisustvu virusa u bioloskim vektorima a
samim tim i veé¢em riziku od obolevanja od groznice Zapadnog Nila u toku 2018.
godine.

5.1.3. Rezultati statisticke ocene znacajnosti razlika u broju registrovanih
slu¢ajeva prisustva groznice Zapadnog Nila u ispitivanim grupnim uzorcima
komaraca tokom 2017. i 2018. godine u JuZznobanatskom okrugu

U Tabeli 3 dat je uporedni prikaz broja ispitanih uzoraka komaraca na prisustvo
virusa Zapadnog Nila u 2017. i 2018. godini u formi tabele kontigencije. Uz to, dat je
sumirani i uporedni prikaz dobijenih rezultata laboratorijskih ispitivanja prisustva virusa
kod ispitivanih komaraca u 2017. i 2018. godini. Rezultati su sumirani po godinama
ispitivanja i analizirani statistickim testovima za ocenu nezavisnosti, 00dnosno
povezanosti izmedu godine ispitivanja i broja registrovanih slucajeva prisustva virusa u
uzorcima komaraca.

U Tabeli 4 prikazani su rezultati ocene statisticke znacajnosti povezanosti
izmedu godine ispitivanja i1 prisustva virusa Zapadnog Nila u uzorcima komaraca.
Ocena je uradena hi-kvadrat testom i Vilkovim G2 testom (testovi nezavisnosti izmedu
redova i kolona tabela kontigencije). Hi-kvadrat test iznosio je 4,64 dok je Vilkov G?
statistik iznosio 4,67. Jafina povezanosti izmerena je izraCunavanjem Pirsonovog
koeficijenta kontigencije i ¢c koeficijenta (C=0,18; ¢c = 0,18). Analiza statisti¢kih
znacajnosti razlika uradena je za 2017. 1 2018. godinu.

Tabela 3. Tabela kontigencije pozitivnih i negativnih uzoraka komaraca ispitanih na
prisustvo virusa Zapadnog Nila ispitanih tokom monitoringa u 2017. i 2018. godini u
JuZnobanatskom okrugu

Kalendarska godina (+) (-) UKUPNO
2017. 7(9,5%) 67 (90,5%) 74 (100%)
2018. 15 (22,7%) 51 (77,3%) 66 (100%)
UKUPNO 22 (15,7%) 118 (84,3%) 140 (100%)
Legenda:

(+)-broj pozitivnih komaraca na virus Zapadnog Nila
(-)-broj negativnih komaraca na virus Zapadnog Nila

40



Tabela 4. Rezultati ocene medusobne povezanosti izmedu godine ispitivanja i prisustva
virusa Zapadnog Nila u uzorcima komaraca

x2 —test:

x2 4,6366
%2 — kriti¢na vrednost 3,8415
DF- stepeni slobode 1
p-vrednost 0,0313
alfa (greska prvog reda) 0,05
Vilkov G?test (Wilks test):

Vilkov G? (Wilks test) 4,6957
Vilkov G2 - kriti¢na vrednost 3,845
DF — stepeni slobode 1
p-vrednost 0,0302
alfa (greska prvog reda) 0,05
Pirsonov koeficijent kontigencije: 0,18
¢ koeficijent: 0,18
Odnos $ansi (0dds ratio):

OR 2,8150
95% ClI 1,0690 - 7,4134
z statistika 2,095
p-vrednost 0,0362

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4 odba¢ena je nulta hipoteza da ne
postoji veza izmedu godine ispitivanja i broja registrovanih sluéajeva prisustva virusa
Zapadnog Nila u uzorcima komaraca, odnosno prihvacena je alternativna hipoteza da je
razlika u broju registrovanih uzoraka komaraca pozitivnih na prisustvo virusa u 2017. i
2018. godini znacajna i da nije rezultat statistiCke greske. Test odnosa Sansi pokazuje da
je Sansa otkrivanja pozitivnih uzorka u 2018. godini bila 2,8150 puta veca u odnosu na
2017. godinu i ograni¢ena intervalom poverenja od 1,0690 do 7,4134 pri zadatom nivo
znacajnosti od 95%.

5.2. Rezultati ispitivanja uzoraka krvnog seruma konja na prisustvo IgM antitela
protiv virusa Zapadnog Nila

5.2.1. Monitoring u 2017. godini

U toku 2017. godine ispitano je ukupno 158 uzoraka krvnog seruma konja
poreklom iz opStina Alibunar, Kovacica, Kovin, Opovo, Pancevo i1 Vrsac. Iz opstine
Alibunar prikupljeno je 20 uzoraka seruma konja, opstine Kovacica 24, opstine Kovin
21, opstine Opovo 1, opstine Pancevo 59 1 opStine VrSac 33 uzoraka seruma. Uzorci
krvnih seruma konja su prikupljani i ispitivani Cetiri puta u toku 2017. godine i to u
mesecu junu, julu, avgustu i septembru. Svi prikupljeni uzorci su ispitani metodom
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ELISA na prisustvo IgM antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Rezultati ispitivanja su
pokazali da je jedan uzorak konja poreklom iz opstine Vrsac bio pozitivan na prisustvo
IgM antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Ovaj uzorak seruma je bio uzet i ispitan u
septembru mesecu 2017. godine. Precizni podaci o datumu uzorkovanja i o poreklu
Zivotinja, kao i o rezultatima ispitivanja predstavljeni su u Tabeli broj 5 i Grafikonu 3.
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Tabela 5. Rezultati ispitivanja uzoraka krvnog seruma konja na prisutvo IgM antitela protiv virusa Zapadnog Nila tokom monitoringa u
2017. godini na teritoriji Juznobanatskog okruga

Seroloska ispitivanja konja 2017. god. Uzorkovanje  Uzorkovanje  Uzorkovanje  Uzorkovanje

jun jul avgust septembar
Opstina I'c\)/llfa;slti(t)e/t ppzi_tivno / ppzi_tivno / ppzi_tivno / ppzi_tivno /
uzorkovanja ispitano ispitano ispitano ispitano
Alibunar Ilandza 1 0/3 0/3 0/3 0/3
Alibunar IlandZa 2 0/2 0/2 0/2 0/2
Kovacdica Samos 1 0/3 0/6 0/4 0/6
Kovacdica Samos 2 0/3 / / /
Kovacdica Samos 3 / / 0/2 /
Kovin Bavaniste 1 0/2 / / /
Kovin Bavaniste 2 0/1 / / /
Kovin Bavaniste 3 / 0/2 0/2 0/4
Kovin Kovin 1 0/1 0/1 0/1 0/1
Kovin Kovin 2 0/1 0/1 0/1 0/1
Kovin Mramorak / / 0/2 /
Opovo Baranda 0/1 / / /
Pancéevo Jabuka 0/2 / 0/5 0/4
Pancevo Pancevo 1 0/3 0/3 0/3 0/3
Pancevo Pancevo 2 0/3 0/3 0/3 0/3
Pancevo Starcevo 11 0/2 0/2 0/2 0/2
Pancevo Starcevo 4 0/1 0/1 0/1 0/1

Tabela 5. (nastavak) Rezultati ispitivanja uzoraka krvnog seruma konja na prisutvo IgM antitela protiv virusa Zapadnog Nila tokom
monitoringa u 2017. godini na teritoriji Juznobanatskog okruga
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Seroloska ispitivanja konja 2017. god. Uzorjkuor:/anje Uzor;.(SIV anje UZ(;I;/kgouvsinje Usze(;)rtl:r)r\]/ggg ¢
Optina Mesto / lokalitet p_ozif[ivno / ppzi_tivno / p_ozi.tivno / p_ozi.tivno /
uzorkovanja ispitano ispitano ispitano ispitano

Panc¢evo Staréevo 12 0/3 0/3 0/3 0/3
Vrsac Pavlis 2 / 0/1 / /
Vrsac Pavlis 3 / 0/1 / /
Vrsac Pavli$ 4 / 0/1 / /
Vrsac Vrsac 1 / 0/7 0/7 1/7
Vrsac Vrsac 2 / 0/1 / /
UKUPNO po mesecima 0/39 0/38 0/41 1/40

UKUPNO ISPITANO 2017.9. 1/158

/ = nije uzorkovano / ispitivano
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Iz Tabele 5 moze se videti da je samo kod jedne Zivotinje utvrdeno prisustvo
imunoglobulina klase M protiv virusa Zapadnog Nila $to je u odnosu na ukupan broj
ispitanih seruma 0,63%.

5.2.2. Monitoring u 2018. godini

U toku 2018. godine ispitan je 161 uzorak krvnog seruma konja poreklom iz
opstina Alibunar, Kovacica, Kovin, Opovo, Panc¢evo 1 VrSac. Iz opStine Alibunar
prikupljeno je 20 uzoraka seruma konja, opstine Kovacica 20, opstine Kovin 32, opstine
Opovo 7, opstine Pancevo 49 i opstine VrSac 33 uzoraka seruma. Uzorci Krvnih seruma
konja su prikupljani i ispitivani Cetiri puta u toku 2018. godine i to u mesecu junu, julu,
avgustu i septembru. Svi prikupljeni uzorci su ispitani metodom ELISA na prisustvo
IgM antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Rezultati ispitivanja su pokazali da je jedan
uzorak konja poreklom iz opstine Kovacica bio pozitivan na prisustvo IgM antitela
protiv virusa Zapadnog Nila. Ovaj uzorak seruma je uzet i ispitan u julu mesecu 2018.
godine. Precizni podaci o datumu uzorkovanja i o poreklu Zivotinja, kao i o rezultatima
ispitivanja predstavljeni su u Tabeli broj 6 i Grafikonu 3.
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Tabela 6. Rezultati ispitivanja uzoraka krvnog seruma konja na prisutvo IgM antitela protiv virusa Zapadnog Nila tokom monitoringa u
2018. godini na teritoriji Juznobanatskog okruga

Seroloska ispitivanja konja Uzorkovanje = Uzorkovanje  Uzorkovanje Uzorkovanje septembar

2018. jun jul avgust
Opstina Mesto / Iokal_itet p_ozif[ivno / ppzi_tivno / ppzi_tivno / Opstina
uzorkovanja ispitano ispitano ispitano
Alibunar llandza 1 0/3 0/3 0/3 0/3
Alibunar Ilandza 2 0/2 0/2 0/2 0/2
Kovacica Samos 1 0/5 1/5 0/3 /
Kovacica Idvor 1 / / 0/2 0/2
Kovacica Idvor 2 / / / 0/2
Kovacica Idvor 3 / / / 0/1
Kovin Bavaniste 1 0/2 0/2 0/2 0/2
Kovin Bavaniste 4 0/1 0/1 0/1 0/1
Kovin Bavaniste 5 0/2 0/2 0/2 0/2
Kovin Kovin 1 0/1 0/1 0/1 0/1
Kovin Kovin 2 0/1 0/1 0/1 0/1
Kovin Kovin 3 0/1 0/1 0/1 0/1
Opovo Sakule 0/4 0/1 0/1 0/1
Pancevo Banatski Brestovac / / 0/1 0/1
Pancevo Jabuka 0/5 0/8 0/5 0/5
Pancevo Omoljica 0/1 / / /
Pancevo Pancevo 1 / / 0/3 0/3
Pancevo Starcevo 11 0/2 0/3 0/3 /
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Tabela 6. (nastavak) Rezultati ispitivanja uzoraka krvnog seruma konja na prisutvo IgM antitela protiv virusa Zapadnog Nila tokom
monitoringa u 2018. godini na teritoriji Juznobanatskog okruga

Seroloska ispitivanja konja Uzorkovanje Uzorkovanje  Uzorkovanje Uzorkovanje
2018. jun jul avgust septembar
- Mesto / lokalitet pozitivno / pozitivno / pozitivno / L .
Opstina - A o o pozitivno / ispitano
uzorkovanja ispitano ispitano ispitano
Pancevo Star¢evo 13 0/1 / / /
Pancevo Staréevo 13 0/1 / / /
Pancevo Starcevo 3 / 0/1 0/1 0/1
Pancevo Staréevo 14 / / / 0/3
Vriac Vriac 1 0/9 0/8 0/8 0/8
UKUPNO po mesecima 0/41 1/40 0/40 0/40
UKUPNO ISPITANO 2018.g. 1/161

/ = nije uzorkovano / ispitivano
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Grafikon 3. Prikaz rezultata ispitivanja krvi konja na prisustvo IgM antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2017. i 2018. godini u
Juznobanatskom okrugu
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Na Grafikonu 3 uporedno je prikazan broj uzorkovanih i ispitivanih konja u
2017. i 2018. godini. Zapaza se da je broj uzorkovanih krvi konja po pojedinacnim
opStinama skoro konstantan, a po jedan konj je bio seroloski pozitivan u 2017. i 2018.
godini $to ukazuje da je samo kod te dve zivotinje utvrdena nedavna infekcija virusom
groznice Zapadnog Nila.

5.3. Rezultati ispitivanja uzoraka tkiva i briseva poreklom od divljih ptica na
prisustvo delova genoma virusa Zapadnog Nila

5.3.1. Monitoring 2017. godine

U toku 2017. godine izvrSeno je ispitivanje uzoraka od 22 uginule divlje ptice
(unutrasnji organi i mozak divljih ptica). Ispitane divlje ptice su bile poreklom iz
opStina Pancevo — ukupno 6 uginulih ptica, Alibunar — ukupno 8 uginulih ptica, Bela
Crkva — ukupno 7 uginulih ptica i Kovacica jedna uginula ptica. Ispitani materijal je
poreklom od 16 vrana (Corvus corone), tri svrake (Pica pica), jednog sokola vetruske
(Falco tinnunculus), jednog vodomara (Alcedo atthis) i jedne prepelice (Coturnix
coturnix). Uzorci poreklom od ptica su ispitani primenom metode real-time RT-PCR na
prisustvo nukleinske kiseline genoma virusa Zapadnog Nila. Dobijeni rezultati
ispitivanja su pokazali da ni u jednom uzorku nije utvrdeno prisustvo virusa. Precizni
podaci 0 datumu uzorkovanja, vrsti divlje ptice, poreklu Zivotinje kao i o rezultatima
ispitivanja predstavljeni su u Tabeli broj 7 i Grafikonu 4.
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Tabela 7. Rezultati ispitivanja uzoraka tkiva i briseva poreklom od divljih ptica na
prisustvo virusa Zapadnog Nila u 2017. godini u Juznobanatskom okrugu

Prisustvo
Datum .| OpStina Mesto uzorkovanja | Vrsta uzorka n_ukl_elnske_
uzorkovanja kiseline virusa

Zapadnog Nila
21.06.2017. | Pancevo Pancevo vodomar negativno
07.07.2017. | Pancevo Banatsko Novo Selo | soko vetru$ka | negativno
07.07.2017. | Alibunar Vladimirovac vrana negativno
31.08.2017. | Pancevo Pancéevo vrana negativno
25.09.2017. | Pancevo Stari Tamis vrana negativno
25.09.2017. | Pancevo Stari Tamis vrana negativno
03.10.2017. | Pancevo Stari Tami$ vrana negativno
03.10.2017. | Bela Crkva Kaluderovo vrana negativno
03.10.2017. | Bela Crkva Kaluderovo vrana negativno
03.10.2017. | Bela Crkva Kaluderovo vrana negativno
03.10.2017. | Bela Crkva Kaluderovo vrana negativno
03.10.2017. | Bela Crkva Kaluderovo vrana negativno
03.10.2017. | Bela Crkva Kaluderovo svraka negativno
03.10.2017. | Bela Crkva Kaluderovo svraka negativno
10.10.2017. | Alibunar Dobrica vrana negativno
10.10.2017. | Alibunar Dobrica vrana negativno
10.10.2017. | Alibunar Daobrica svraka negativno
19.10.2017. | Alibunar Alibunar vrana negativno
19.10.2017. | Alibunar Alibunar vrana negativno
19.10.2017. | Alibunar Alibunar vrana negativno
19.10.2017. | Alibunar Alibunar vrana negativno
12.12.2017. | Kovacica Idvor prepelica negativno
Ukupno 22 uzorka negativno

5.3.2. Monitoring 2018. godina

U toku 2018. godine izvrSeno je ispitivanje uzoraka poreklom od 54 uginulih
divljih ptica (unutrasnji organi (slezina, pluca, bubrezi), mozgovi, brisevi grla — 42
uzoraka organa i mozgova i 12 uzoraka briseva grla). Ptice su bile poreklom iz opstina
Vrsac — ukupno 38 ptica, Alibunar — ukupno 4 ptice, Kovaéica — 1 ptica , Pancevo -
ukupno 7 ptica, Kovin — 2 ptice, Plandiste — 1 ptica i Opovo - 1 ptica. Navedeni uzorci
su bili poreklom od 7 vrana (Corvus corone), 1 svrake (Pica pica), 2 sokola vetruske
(Falco tinnunculus), 5 orla misara (Buteo buteo), 4 ¢vorka (Sturnus vulgaris), 10
golubova (Columba livia), 3 gacca (Corvus frugilegus), 5 sova usara (Bubo bubo), 2
re¢na galeba (Larus ridibundus), 1 papagaja (Melopsittacus undulatus), 1 ¢uka (Otus
scops), 1 male usare (Asio otus), 2 kukuvije (Tyto alba), 1 vrapca (Passer domesticus),
1 caplje (Ardea cinerea), 2 Sumske sove (Strix aluco), 2 gugutke (Streptopelia
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decaorto), 1 sljuke (Scolopax rusticola), 1 gavrana (Corvus corax), 1 guske (Anser
anser domestica) i 1 patke (Anas domestica). Uzorci poreklom od ptica su ispitani
primenom real-time RT-PCR metode na prisustvo nukleinske kiseline genoma virusa
Zapadnog Nila. Rezultati ispitivanja su pokazali da je u uzorcima poreklom od jedne
uginule ptice (uzorci vrane) poreklom sa teritorije opStine VrSac utvrdeno prisustvo
virusa. Podaci o datumu uzorkovanja i vrsti divlje ptice, mestu na kome su nadeni lesevi
uginulih ptica, kao i o rezultatima ispitivanja predstavljeni su u Tabeli broj 8 i
Grafikonu 4.
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Tabela 8. Rezultati ispitivanja uzoraka tkiva i
Juznobanatskom okrugu

briseva poreklom od divljih ptica na prisustvo virusa Zapadnog Nila u 2018. godini u

Prisustvo Prisustvo
nukleinske nukleinske
Datum Opjtina Mesto Vlfsta k_|seI|ne Datum Opétina Mesto Vrsta ptice k_|seI|ne
uzork. uzorkov. ptice virusa uzork. uzorkov. virusa
Zapadnog Zapadnog
Nila Nila
4.6.2018. | Alibunar | Lokve erna &vorak
o ' vrana negativno 9.10.2018. Panéevo | Pancevo M negativno
.. . orao X *
6.6.2018. Kovatica | Kovatica misar negativno 16.10.2018. | Vrsac Vrsac sumska sova negativno
. y crna
5.7.2018. Vrsac Vrsac vrana negativno 19.10.2018. | Vrsac Vrsac golub negativno
5.7.2018. Vrsac Vrsac svraka negativno 19.10.2018. Vrsac Vrsac gugutka negativno
y y soko .
5.7.2018. Vrsac Vrsac vetruska | negativno 22.10.2018. | Panfevo | Panéevo Papaga) negativno
y y crna Lk
5.7.2018. Vrsac Vrsac vrana negativno 23.10.2018. | Vrsac Vrsac Sljuka negativno
y . siva B
5.7.2018. Vrsac Vrsac vrana negativno 26.10.2018. | Vrsac Vrsac cvorak negativno
y . siva .
5.7.2018. | Vriac Vrsac vrana | pozitivno 26.10.2018. | Vriac Vrsac ¢vorak negativno
10.7.2018. | Pancevo Starcevo golub negativno 26.10.2018. | Vrsac Vrsac ¢vorak negativno
2.8.2018. Kovin Kovin bris ¢uk | negativno 30.10.2018. | Pan¢evo | Panevo gavran negativno
. . mala .
28.8.2018. | Kovin Kovin uSara negativno 30.10.2018. | Vrsac Vrsac sumska sova negativno
5.9.2018. Vrsac Vrsac golub negativno 08.11.2018. | Panfevo | Pandevo crna vrana negativno
5.9.2018. Vrsac Vrsac golub negativno 26.11.2018. | Vrsac Vrsac orao miSar* | negativno
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Tabela 8. (nastavak) Rezultati ispitivanja uzoraka tkiva i briseva poreklom od divljih ptica na prisustvo virusa Zapadnog Nila u 2018.
godini u Juznobanatskom okrugu

Prisustvo .
nukleinske Pr|su§tvo
Datum s Mesto Vrsta S . Datum ”» Mesto . nukleinske
OpStina . kiseline virusa OpStina Vrsta ptice - .
uzork. uzorkov. ptice uzork. uzorkov. kiseline virusa
Zapadnog .
. Zapadnog Nila
Nila
12.9.2018. | Vriac Vrsac orao ugutka*
" ' misar* negativno 26.11.2018. | VrSac Vrsiac gug negativno
y y orao .. "
129.2018. | Vrsac Vrsac miSar* | negativno 26.11.2018. | Visac | Vrdac reéni galeb™ | o ativno
< . soko <
129.2018. | ViSac Vrsac vetruSka* | negativno 3.12.2018. Vrsac Vrsiac sova usafa negativno
y y sova V
129.2018. | Vrsac Vrsac kukuvija* | negativno 3.12.2018. Vrsac Vrsac sova usata negativno
12.9.2018. | Vr8ac Vrsac gacac* negativno 3.12.2018. Vrsac Vrsac golub negativno
< y sova -
19.9.2018. | ViSac Vrsac usara* negativno 12.12.2018. | Vrsac Vrsac gacac negativno
y y sova .
19.9.2018. | VrSac VrSac uSara* negativno 12.12.2018. | Vrsac Vrsac kukuvija negativno
1.10.2018. | Plandiste | Kupinik vrabac negativno 12.12.2018. | Vrsac Vrsac orao misar* | negativno
3.10.2018. | Opovo Sakule Caplja negativno 19.12.2018. | Alibunar | Nikolinci crna vrana negativno
5.10.2018. | Vrsac Vrsac gacac negativno 19.12.2018. | Alibunar | Seleus guska negativno
. . sova
5.10.2018. | VrSac Vrsac usara negativno 19.12.2018. | Alibunar | Seleus patka negativno
. y recni
5.10.2018. | Vriac Vrsac galeb negativno 21.12.2018. | VrSac Vrsac golub negativno
8.10.2018. | Pancevo Staréevo golub negativno 21.12.2018. | VrSac Vriac golub negativno
8.10.2018. | Pancevo Starcevo golub negativno 21.12.2018. | Vrsac Vrsac golub negativno
Ukupno 54 uzoraka/ 1 pozitivan

Legenda: * Brisevi grla — zdrelni brisevi zivih ptica
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Grafikon 4. Uporedni prikaz rezultata ispitivanja prisustva genoma virusa Zapadnog
Nila sprovedenih kod divljih ptica tokom 2017. i 2018. godine u Juznobanatskom
okrugu

Na Grafikonu 4 mozZe se uociti broj ispitanih uzoraka poreklom od divljih ptica i
rezultat ispitivanja prisustva virusa metodom real time RT-PCR testa. U 2018. godini
pregledan je veci broj uzoraka nego u 2017. godini, a u organima jedne sive vrane
(1,85%) od ukupno 54 pregledana uzorka utvrdeno je prisustvo genoma virusa
Zapadnog Nila.

5.4. Ispitivanje prisustva infekcije/serokonverzije izazvane virusom Zapadnog Nila
kod domacdih Zivotinja

U ovom poglavlju prikazani su rezultati ispitivanja prisustva specifi¢nih antitela
protiv virusa Zapadnog Nila kod razli¢itih vrsta domacih zivotinja, odnosno moguc¢nosti
da se kod ispitivanih zivotinjskih vrsta detektuje seroloski odgovor na infekciju virusom
Zapadnog Nila, a sve u cilju odredivanja seroprevalencije i identifikacije potencijalnih
sentinel vrsta koje bi posluzile, odnosno mogle da budu uklju¢ene u programe pracenja
pojave i intenziteta cirkulacije virusa Zapadnog Nila u prirodi. Ispitivanjima su
obuhvacena goveda gajena u intenzivnim uslovim proizvodnje, odnosno odrasla goveda
I podmladak na registrovanim farmama, zatim svinje gajene na intenzivan i ekstenzivan
nacin kao 1 Zivina uzgajana na farmama i seoskim gazdinstvima Juznobanatskog okruga.

5.4.1. Ispitivanje uzoraka krvnih seruma goveda

U cilju utvrdivanja novih potencijalnih sentinel vrsta Zivotinja u nadzoru groznice
Zapadnog Nila odabrana su goveda iz viSe razloga. Na prvom mestu ova zivotinjska
vrsta se gaji prakti¢no u svakom naseljenom mestu, pa je samim tim prisutna u mestima
gde je dokazana cirkulacija virusa Zapadnog Nila. Goveda su grla koja se koriste radi
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proizvodnje mleka i mesa, drze se u relativno ve¢em broju, i nema barijera za visekratno
uzorkovanje ukoliko ima potreba za tim. Ekonomska vrednost goveda je mnogo niza od
sportskih konja, goveda retko menjaju lokacije na kojima se drze pa su dobri pokazatelji
cirkulacije patogena na nekom lokalitetu.

Krave kao starije jedinke koje su ve¢i broj godina locirane na jednom podrucju, i koje
su bile prisutne u vise sezona aktivnosti vektora i cirkulacija virusa Zapadnog Nila u
podru¢ju u kojem postoji jasno utvrdena cirkulacija virusa Zapadnog Nila duzi niz
godine su ispitivane iz razloga da se utvrdi:

1. da li goveda mogu biti inficirana virusom Zapadnog Nila i da na tu infekciju mogu
seroloski odgovoriti prisustvom merljivih specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog
Nila;

2. u kojem procentu goveda (koja su viSegodis$nje izlozena cirkulaciji virusa) mogu biti
seropozitivna;

3. da li se mlade jedinke koje su rodjene od kraja oktobra tj od novembra prethodne
godine, mogu koristiti kao sentinel vrste za detekciju cirkulacije virusa Zapadnog Nila u
aktuelnoj sezoni (u ovom slu¢aju 2018. godini) i u kojem procentu bi ona mogla biti
inficirana odnosno prezentovala seroloski odgovor na infekciju virusom Zapadnog Nila
u vidu merljivih anitela i time mogla koristiti kao dovoljno osetljiva sentinel vrsta za
program pracenja virusa Zapadnog Nila.

4. da li postoji pasivni prenos antitela sa majki na telad i ako postoji koliko dugo takva
antitela perzistiraju, da bi se izbeglo da se kod mladih Zivotinja koje bi se mozda
koristile kao sentinal za program pracenja, detektuju lazno pozitivne jedinke (odnosno
jedinke sa maternalnim imunitetom).

5.4.1.1. Uzorci krvnih seruma teladi, junica i krava — Farma “Vojvodina” u
Starcevu, opstina Pancevo

U cilju realizacije predvidenih ispitivanja utrdivanja pojave 1 postojanja
merljivog seroloskog odgovora kod goveda na virus Zapadnog Nila u podru¢ju u kojem
se ovaj virus pojavljuje 1 intenzivno cirkuliSe viSe godina unazad na farmi ,,Vojvodina“
u Star¢evu izvrSeno je prikupljanje 10 uzoraka krvnog seruma krava, 10 uzoraka krvnog
seruma junica starosti od 10 meseci, 10 uzoraka krvnog seruma junica starosti od 8
meseci kao 1 20 uzoraka krvnog seruma teladi (izvrSeno je dvokratno uzimanje uzoraka
krvi teladi u vremenskom intervalu od 60 dana). Precizni podaci o datumu uzorkovanja,
identifikacionim brojevima us$nih markica, starosti Zivotinja, podaci koji povezuju krave
sa teladima kao i sami rezultati ispitivanja, prikazani su u tabeli broj 9.

Prikupljeni uzorci krvnog seruma krava, junica i teladi su ispitani na prisustvo
specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila primenom metode ELISA (Tabele 9, 10
I 11 i Grafikon 6). Rezultati ispitivanja su potvrdili da je u jednom uzorku krvnog
seruma teleta iz prvog uzorkovanja (29.03.2019. godine) utvrdeno prisustvo specifi¢nih
antitela protiv virusa Zapadnog Nila, dok su ostala telad bila seronegativna. Treba
naglasiti da je seropozitivno tele (starost 79 dana) bilo poreklom od seropozitivne
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majke. Rezultati ispitivanja uzoraka krvnog seruma teladi prikupljenih tokom drugog
uzorkovanja (3.06.2019.godine) su potvrdili da su sva telad bila seronegativna.

Ispitivanjem 10 uzoraka krvnog seruma krava (jednokratno prikupljanje uzoraka
24.09.2018. godine) sa farme ,,Vojvodina“ u Star¢evu utvrdeno je prisustvo specifi¢nih
antitela protiv virusa Zapadnog Nila kod devet uzoraka krvnog seruma dok je jedan
uzorak krvnog seruma krava bio seronegativan. Starosna struktura uzorkovanih krava
kretala se od 2. do 7 godina starosti.

Rezultati prikazani u tabeli 10 pokazuju da je od 10 krava samo jedna bila
seroloski negativna, dok je 90% testiranih Zivotinja imalo specificna antitela protiv
virusa Zapadnog Nila. Uz to treba naglasiti da za razliku od ELISA testa koriS¢enog za
otkrivanje specificnih antitela kod konja, koji je specifi¢no dizajniran za detekciju
imunoglobulina klase IgM, kompetitivni ELISA test, otkriva imunoglobuline klase IgG.
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Tabela 9. Rezultati ispitivanja teladi sa farme ,,Vojvodina“ Staréevo, na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila tokom dva

uzorkovanja u 2019. godini

RB Datum Br. uSne Starost u . Rezultat Br. u§.ne Seroloski
uzorka |uzorkovanja| markice mesecima Uzorkovanje s;rr(é:;sel;(;g mr:;}(lige rsrgg}iz
1 29.3.2019 | 7177156827 3 meseca negativno 7115540472 | pozitivno
2 29.3.2019 | 7117156830 3 meseca negativno 7104197392 | pozitivno
3 29.3.2019 | 7197156831 3 meseca negativno 7185540440 | negativno
4 29.3.2019 | 7157156833 | 2,5 meseca negativno 7164027387 | pozitivho
5 29.3.2019 | 7137156834 | 2,5 meseca Prvo pozitivno 7175211213 | pozitivno
6 29.3.2019 | 7107156835 | 2,5 meseca uzorkovanje negativno 7184286153 | pozitivno
7 29.3.2019 | 7127156839 | 2,5 meseca negativno 7106467881 | pozitivno
8 29.3.2019 | 7187156841 | 2,5 meseca negativno 7194509898 | pozitivno
9 29.3.2019 | 7147156843 2 meseca negativno 7136668562 | pozitivho
10 29.3.2019 | 7197156845 2 meseca negativno 7116643148 | pozitivno
11 3.6.2019 7177156827 5 meseci negativno 7115540472 | pozitivno
12 3.6.2019 7117156830 5 meseci negativno 7104197392 | pozitivno
13 3.6.2019 7197156831 5 meseci negativno 7185540440 | negativno
14 3.6.2019 7157156833 5 meseci negativno 7164027387 | pozitivno
15 3.6.2019 7137156834 | 4,5 meseca Drugo negativno 7175211213 | pozitivno
16 3.6.2019 7107156835 | 4,5 meseca uzorkovanje negativno 7184286153 | pozitivno
17 3.6.2019 7127156839 | 4,5 meseca negativno 7106467881 | pozitivno
18 3.6.2019 7187156841 | 4,5 meseca negativno 7194509898 | pozitivno
19 3.6.2019 7147156843 | 4,5 meseca negativno 7136668562 | pozitivho
20 3.6.2019 7197156845 | 4,5 meseca negativno 7116643148 | pozitivno

Legenda: geografske koordinate farme Vojvodina Starcevo N 44,803753 E 20,725773
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Tabela 10. Rezultati seroloSkog ispitivanja krava sa farme ,,Vojvodina“ Staréevo na

prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2018. godini

RB Datum Br. u$ne Datum Rezultvat
uzorka uzorkovanja markice rodjenja Starost krava - seroloskog
pregleda
1 24.9.2018 7115540472  24.04.2014 53 meseca pozitivno
2 24.9.2018 7104197392  16.10.2011 83 meseca pozitivno
3 24.9.2018 7185540440  24.03.2014 54 meseca negativno
4 24.9.2018 7164027387 25.09.2011 84 meseca pozitivno
5 24.9.2018 7175211213 18.04.2013 65 meseci pozitivno
6 24.9.2018 7184286153  22.11.2011 82 meseca pozitivno
7 24.9.2018 7194509898  15.03.2013 66 meseci pozitivno
8 24.9.2018 7116643148  01.08.2016 25 meseci pozitivno
9 24.9.2018 7106467881  18.07.2015 38 meseci pozitivno
10 24.9.2018 7136668562  19.08.2016 25 meseci pozitivno

Legenda: geografske koordinate farme Vojvodina Staréevo N 44,803753 E 20,725773

U uzorcima krvnog seruma junica starosti od 8 meseci utvrdeno je prisustvo
specifi¢nih antitela kod 7 od 10 ispitanih uzoraka seruma. U uzorcima krvnog seruma
junica starosti od 10 meseci, prisustvo specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila
je ustanovljeno kod 4 uzorka seruma, dok je preostalih 6 uzoraka bilo negativno.
Rezultati ovih ispitivanja koja su nastala kao odgovor na infekciju mladih jedinki,
rodenih nakon sezone cirkulacije virusa Zapadnog Nila u 2017. godini, virusom
Zapadnog Nila u sezoni 2018. godine prikazani su u Tabeli 11.
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Tabela 11. Rezultati seroloSkog ispitivanja junica sa farme ,,Vojvodina“ StarCevo na

prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2018. godini

RB Datum Br. usne Datum Starost RezuI‘Eat
uzorka uzorkovanja markice rodjenja junica seroloskog
pregleda
1 9.10.2018 7106961184 02.11.2017 10 meseci pozitivho
2 9.10.2018 7156961186 08.11.2017 10 meseci negativno
3 9.10.2018 7136961187 09.11.2017 10 meseci negativno
4 9.10.2018 7116961188 09.11.2017 10 meseci pozitivno
5 9.10.2018 7196961189 11.11.2017 10 meseci pozitivho
6 9.10.2018 7156961191 11.11.2017 10 meseci pozitivho
7 9.10.2018 7136961192 13.11.2017 10 meseci negativno
8 9.10.2018 7166961195 18.11.2017 10 meseci negativno
9 9.10.2018 7146961196 18.11.2017 10 meseci negativno
10 9.10.2018 7106961198 23.11.2017 10 meseci negativno
11 9.10.2018 7137058150 11.01.2018 8 meseci  negativno
12 9.10.2018 7197058152 13.01.2018 8 meseci  pozitivho
13 9.10.2018 7137017490 06.01.2018 8 meseci  pozitivho
14 9.10.2018 7117017491 06.01.2018 8 meseci  pozitivho
15 9.10.2018 7187017497 09.01.2018 8 meseci  pozitivho
16 9.10.2018 7147017499 11.01.2018 8 meseci  pozitivho
17 9.10.2018 7177058153 13.01.2018 8 meseci  pozitivho
18 9.10.2018 7157058154 13.01.2018 8 meseci  negativno
19 9.10.2018 7127058155 15.01.2018 8 meseci  negativno
20 9.10.2018 7187058157 16.01.2018 8 meseci  pozitivho

Legenda: geografske koordinate farme Vojvodina Staréevo N 44,803753 E 20,725773

Iz Tabele 11 moZe se uociti da je od 20 junica starosti izmedu 8 i 10 meseci 11 bilo
seroloski pozitivno §to je 55% pozitivnih uzoraka u odnosu na broj ispitanih.

5.4.1.2. Uzorci krvnog seruma teladi, junica i krava — Farma ,,Stari Tami$” u
Pancevu

Tokom ispitivanja sa istim ciljem kao $to je izvrSeno uzorkovanje i ispitivanje
uzoraka goveda na fami Vojvodina u Starevu, a radi isklju¢ivanja moguénosti
dobijanja jedinstvenog (sluajnog nalaza), na drugom lokalitetu u okviru
JuZnobanatskog okruga, farmi ,,Stari Tami§*“ u Pancevu, izvrSeno je prikupljanje 20
uzoraka krvnog seruma krava, zatim 20 uzoraka krvnog seruma junica starosti od 10
meseci i 20 uzoraka junica starosti od 8 meseci. Pored ovoga, izvrSeno je prikupljanje
33 uzorka teladi poreklom od majki od kojih je prethodno takode izvrSeno uzimanje
uzoraka krvi. Prvo prikupljanje uzoraka krvi teladi bilo je 29.03.2019. godine, ukupno
18 uzoraka (telad uzrasta 2,5 do 3 meseca), dok je drugo prikupljanje bilo 03.6.2019.
godine, ukupno 15 uzoraka (ista telad uzrasta 4,5 do 5 meseci). Kao i u prethodnom
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slu¢aju na farmi Vojvodina u Star¢evu, uzorkovanje i ispitivanje krvi od teladi u cilju
otkrivanja maternalnog imuniteta (protiv virusa Zapadnog Nila) kao i duzine trajanja
ovako steCenog imuniteta. Zato su i periodi uzorkovanja teladi (inace svih rodenih u
zimu tj nakon sezone vektora iz prethodne godine) bili pre sezone pojave vektora i
mogucnosti Sirenja virusa Zapadnog Nila u 2018. godini, da bi se isklju¢ila moguénost
da je nalaz antitela kod njih rezultat njihove infekcije virusom Zapadnog Nila, a ne
prisustva maternalnog imuniteta. Precizni podaci o datumu uzorkovanja, brojevima
usnih markica zivotinja, starosti Zivotinja, podaci koji povezuju krave sa teladima kao i
0 rezultatima ispitivanja prikazani su u tabeli broj 12.

Prikupljeni uzorci krvnog seruma krava, junica i teladi su ispitani na prisustvo
specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila ELISA testom (Tabele 12, 13 i 14 i
Grafikon 6). Rezultati ispitivanja uzoraka krvnog seruma teladi su potvrdili da ni u
jednom uzorku krvnog seruma prikupljenih tokom dvokratnog uzimanja uzoraka u
uzrastu od 3 i 5 meseci starosti, nije utvrdeno prisustvo maternalnih antitela protiv
virusa Zapadnog Nila.

Ispitivanjem 20 uzoraka krvnog seruma krava (jednokratno prikupljanje uzoraka
15.10.2018.godine) utvrdeno je prisustvo specifi¢niih antitela protiv virusa Zapadnog
Nila kod 7 krava (35%), dok je 13 krava (65%) bilo negativno. Starosna struktura
uzorkovanih krava se kretala od 2. do 5 godina starosti. Rezultati su prikazani u tabeli
broj 13.
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Tabela 12. Rezultati seroloskog ispitivanja teladi sa farme ,,Stari Tami$’’ Pancevo na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila tokom

dva uzorkovanja u 2019. godini

RB Datum Br. utne Starost u _ Rezultat Br. u§_ne Seroloski
uzorka |uzorkovanja markice mesecima Uzorkovanje seroloskog mar!<|ce status
pregleda majke majke
1 29.3.2019 7154972253 3 meseca negativno 7114672402 pozitivno
2 29.3.2019 7114972245 3 meseca negativno 7165304905 negativno
3 29.3.2019 7144972258 3 meseca negativno 7125297558 negativno
4 29.3.2019 7154972267 | 2,5 meseca negativno 7165304533 negativno
5 29.3.2019 7114972274 | 2,5 meseca negativno 7165305033 negativno
6 29.3.2019 7124972240 3 meseca negativno 7194640233 pozitivno
7 29.3.2019 7164972257 3 meseca negativno 7124708778 pozitivno
8 29.3.2019 7114972269 | 2,5 meseca negativno 7175304976 negativno
9 29.3.2019 7184972256 3 meseca Prvo negativno 7174647004 negativno
10 29.3.2019 | 7194972326 | 2 meseca uzorkovanje negativno 7184331725 | pozitivno
11 29.3.2019 7154972314 2 meseca negativno 7124733184 pozitivno
12 29.3.2019 7114972325 2 meseca negativno 7104627655 pozitivno
13 29.3.2019 7184972275 | 2,5 meseca negativno 7105299836 negativno
14 29.3.2019 7114972250 3 meseca negativno 7175304962 negativno
15 29.3.2019 7124972278 | 2,5 meseca negativno 7175305023 pozitivno
16 29.3.2019 7184972242 3 meseca negativno 7196702134 negativno
17 29.3.2019 7104972241 3 meseca negativno 7155304920 negativno
18 29.3.2019 7104972255 3 meseca negativno 7124592730 negativno
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Tabela 12. (nastavak) Rezultati seroloSkog ispitivanja teladi sa farme ,,Stari Tamis

Nila tokom dva uzorkovanja u 2019. godini

M99

Pancevo na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog

« Rezultat Br. u$ne Seroloski

RB Datum Br. uSne Starost u . ” .
. . - Uzorkovanje | seroloskog markice status
uzorka |uzorkovanja| markice mesecima . -
pregleda majke majke
19 03.6.2019 | 7154972253 5 meseci negativno 7114672402 pozitivno
20 03.6.2019 | 7144972258 5 meseci negativno 7125297558 negativno
21 03.6.2019 | 7154972267 5 meseci negativno 7165304533 negativno
22 03.6.2019 7114972274 | 4,5 meseca negativno 7165305033 negativno
23 03.6.2019 | 7124972240 5 meseci negativno 7194640233 pozitivno
24 03.6.2019 | 7114972269 5 meseci negativno 7175304976 negativno
25 03.6.2019 7194972326 4 meseca negativno 7184331725 pozitivno
26 3.6.2019 | 7154972314 | 4 meseca Drugo negativno | 7124733184 | pozitivno
uzorkovanje

27 3.6.2019 7114972325 4 meseca negativno 7104627655 pozitivno
28 3.6.2019 7184972275 | 4,5 meseca negativno 7105299836 negativno
29 3.6.2019 7114972250 5 meseca negativno 7175304962 negativno
30 3.6.2019 7124972278 | 4,5 meseca negativno 7175305023 pozitivno
31 3.6.2019 7184972242 5 meseci negativno 7196702134 negativno
32 3.6.2019 7104972241 5 meseci negativno 7155304920 negativno
33 3.6.2019 7104972255 5 meseci negativno 7124592730 negativno

Legenda: geografske koordinate farme Stari Tamis, Pancevo N 44,870511 E 20,763442
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Tabela 13. Rezultati seroloskog ispitivanja krava sa farme ,,Stari Tami$* Pancevo na
prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2018. godini
RB Datum _ Br. _ u$ne Dat_um_ Starost iiﬁ:;aktog
uzorka uzorkovanja markice rodjenja krava oregleda
1 15.10.2018 7114672402 30.05.2014 52 meseca pozitivho
2 15.10.2018 7165304905 17.08.2016 26 meseci negativno
3 15.10.2018 7125297558 20.11.2015 35 meseci negativno
4 15.10.2018 7165304533 04.09.2016 25 meseci negativno
5 15.10.2018 7165305033 30.10.2016 24 meseci negativno
6 15.10.2018 7194640233 02.11.2013 59 meseci  pozitivho
7 15.10.2018 7124708778 30.12.2014 46 meseci  pozitivho
8 15.10.2018 7114627495 14.09.2013 61 mesec  negativno
9 15.10.2018 7175304976 23.09.2016 25 meseci negativno
10 15.10.2018 7174647004 09.01.2014 57 meseci negativno
11 15.10.2018 7184331725 12.03.2013 67 meseci  pozitivho
12 15.10.2018 7124733184 04.08.2015 38 meseci pozitivho
13 15.10.2018 7104627655 25.10.2013 48 meseci  pozitivho
14 15.10.2018 7105299836 04.08.2016 26 meseci negativno
15 15.10.2018 7175304962 18.09.2016 25 meseci negativno
16 15.10.2018 7175305023 24.10.2016 24 meseca pozitivno
17 15.10.2018 7165305028 27.10.2016 24 meseca nhegativno
18 15.10.2018 7196702134 06.07.2016 27 meseci negativno
19 15.10.2018 7155304920 11.09.2016 25 meseci negativno
20 15.10.2018 7124592730 03.02.2013 68 meseci negativno

Legenda: geografske koordinate farme Stari Tami§, Pan¢evo N 44,870511 E 20,763442

U wuzorcima krvnih seruma junica starosti 8 meseci utvrdeno je prisustvo
specifi¢nih antitela kod 9 (45%) zivotinja od ukupno ispitanih 20 junica. U uzorcima
krvnih seruma junica starosti 10 meseci, prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa
Zapadnog Nila je ustanovljeno kod 5 (25%) junica, dok je preostalin 15 uzoraka bilo
negativno. Rezultati ovih ispitivanja koja su nastala kao odgovor na infekciju mladih
jedniki, rodjenih nakon sezone cirkulacije virusa Zapadnog Nila u 2017. godini,
virusom Zapadnog Nila u sezoni 2018. godine prikazani su u Tabeli 14.
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Tabela 14. Rezultati seroloskog ispitivanja junica sa farme ,,Stari Tami$* Pancevo na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2018.

godini

RB Datum Br. uSne Datum Starost Rezu!tat
uzorka  uzorkovanja markice rodjenja junica seroloskog
pregleda

1 15.10.2018 7184971643 18.11.2017 10 meseci pozitivno
2 15.10.2018 7134971631 14.11.2017 10 meseci negativno
3 15.10.2018 7114971613 07.11.2017 10 meseci negativno
4 15.10.2018 7184971596 01.11.2017 10 meseci negativno
5 15.10.2018 7124971599 02.11.2017 10 meseci negativno
6 15.10.2018 7164971644 19.11.2017 10 meseci negativno
7 15.10.2018 7174971629 13.11.2017 10 meseci negativno
8 15.10.2018 7124971603 03.11.2017 10 meseci negativno
9 15.10.2018 7154971606 04.11.2017 10 meseci pozitivno
10 15.10.2018 7164971620 10.11.2017 10 meseci negativno
11 15.10.2018 7164971639 17.11.2017 10 meseci negativno
12 15.10.2018 7144971635 16.11.2017 10 meseci pozitivno
13 15.10.2018 7184971600 02.11.2017 10 meseci pozitivno
14 15.10.2018 7184971662 27.11.2017 10 meseci negativno
15 15.10.2018 7104971637 16.11.2017 10 meseci negativno
16 15.10.2018 7194971652 22.11.2017 10 meseci pozitivno
17 15.10.2018 7104971595 01.11.2017 10 meseci negativno
18 15.10.2018 7114971651 21.11.2017 10 meseci negativno
19 15.10.2018 7154971593 01.11.2017 10 meseci negativno
20 15.10.2018 7134971626 13.11.2017 10 meseci negativno

64



114

Tabela 14. (nastavak) Rezultati seroloSkog ispitivanja junica sa farme ,,Stari Tami$*“ Pancevo na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog
Nila u 2018. godini

RB Datum Br. uSne Datum Starost Rezu!tat
uzorka  uzorkovanja markice rodjenja junica seroloskog
pregleda
21 15.10.2018 7154971809 28.01.2018 8 meseci negativno
22 15.10.2018 7194971751 02.01.2018 8 meseci pozitivno
23 15.10.2018 7104971784 16.01.2018 8 meseci pozitivno
24 15.10.2018 7124971801 23.01.2018 8 meseci negativno
25 15.10.2018 7184971799 22.01.2018 8 meseci negativno
26 15.10.2018 7134971768 08.01.2018 8 meseci pozitivno
27 15.10.2018 7164971762 05.01.2018 8 meseci negativno
28 15.10.2018 7134971787 17.01.2018 8 meseci negativno
29 15.10.2018 7154971767 08.01.2018 8 meseci negativno
30 15.10.2018 7124971778 13.01.2018 8 meseci pozitivno
31 15.10.2018 7194971770 08.01.2018 8 meseci negativno
32 15.10.2018 7184971761 05.01.2018 8 meseci pozitivno
33 15.10.2018 7114971769 08.01.2018 8 meseci pozitivno
34 15.10.2018 7194971807 27.01.2018 8 meseci negativno
35 15.10.2018 7174971785 16.01.2018 8 meseci pozitivno
36 15.10.2018 7114971774 10.01.2018 8 meseci negativno
37 15.10.2018 7104971760 05.01.2018 8 meseci negativno
38 15.10.2018 7184971775 10.01.2018 8 meseci pozitivno
39 15.10.2018 7174971790 19.01.2018 8 meseci pozitivno
40 15.10.2018 7184971756 04.01.2018 8 meseci negativno

Legenda: geografske koordinate farme Stari Tamis, Pancevo N 44,870511 E 20,763442



5.4.1.3. Uzorci krvnog seruma teladi, junica i krava — Farma ,,Zlatar”, Mramorak,
opstina Kovin

Prikupljanje uzoraka krvnog seruma krava, junica i teladi je sprovedeno i na
farmi ,,Zlatar u selu Mramorak, opstina Kovin. Prikupljeno je 5 uzoraka krvnog
seruma krava, odnosno po 5 uzoraka junica starosti od 8 meseci i od 10 meseci. Takode,
prikupljeno je i 10 uzoraka krvnog seruma od pet teladi (dvokratno prikupljanje uzoraka
29.03.2019. godine u uzrastu teladi od 2 do 2,5 meseci i 3.06.2019. godine kod istih
teladi u uzrastu od 4 do 4,5 meseci). Precizni podaci o datumu uzorkovanja, brojevima
usnih markica zivotinja, starosti, podaci koji povezuju krave sa teladima kao i podaci o
rezultatima ispitivanja prikazani su u tabeli broj 15.

Prikupljeni uzorci krvnog seruma krava, junica i teladi su ispitani na prisustvo
specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila primenom metode ELISA (Tabele 15,
16 i 17 i Grafikon 5). Rezultati ispitivanja su potvrdili da je u jednom uzorku krvnog
seruma teleta iz prvog uzorkovanja (29.03.2019.godine, telad uzrasta 2 do 2,5 meseca)
utvrdeno prisustvo specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila, dok su ostala telad
bila seronegativna. Ovde treba naglasiti da je seropozitivno tele (starost 62 dana) bilo
poreklom od seropozitivne majke. Ispitivanjem uzoraka krvnog seruma istih teladi
uzrasta 4 do 4,5 meseci prikupljenih tokom drugog uzorkovanja (03.6.2019. godine) je
utvrdeno da su sva telad bila seronegativna.

66



Tabela 15. Rezultati seroloskog ispitivanja teladi sa farme ,,Zlatar” Mramorak na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila tokom dva
uzorkovanja u 2019. godini

RB Datum Br. u$ne Starost u . Rezu!tat Br. u$ne marke Seroloski
uzorka uzorkovanja markice mesecima Uzorkovanje seroloSkog majke status
pregleda majke
1 29.3.2019 7144989980 2,5 meseca negativno 7104715402 negativno
2 29.3.2019 7184989983 2 meseca negativno 7135297850 pozitivno
3 29.3.2019 7134989985 2 meseca  Prvo uzorkovanje negativno 7125299675 pozitivno
4 29.3.2019 7114989986 2 meseca negativno 7164725549 negativno
5 29.3.2019 7114989991 2 meseca pozitivno 7175299871 pozitivno
6 3.6.2019 7144989980 4,5 meseci negativno 7104715402 negativno
7 3.6.2019 7184989983 4,5 meseca negativno 7135297850 pozitivno
8 3.6.2019 7134989985 4,5 meseca Drugo negativno 7125299675  pozitivno

uzorkovanje

9 3.6.2019 7114989986 4,5 meseca negativno 7164725549 negativno
10 3.6.2019 7114989991 4 meseca negativno 7175299871 pozitivno

Legenda: geografske koordinate farme Zlatar, Mramorak N 44,883191 E 20,959907
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Ispitivanjem 5 uzoraka krvnog seruma krava (jednokratno prikupljanje uzoraka
27.09.2018. godine) utvrdeno je prisustvo specificnih antitela protiv virusa Zapadnog
Nila kod 3 (60%) uzorka krvnog seruma, dok su 2 uzorka krvnog seruma krava bili
negativni. Starosna struktura krava se kretala od 2 do 4 godine starosti. Rezultati
ispitivanja prikazani su u tabeli broj 16.

Tabela 16. Rezultati seroloskog ispitivanja krava sa farme ,,Zlatar* Mramorak na
prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2018. godini

RB Datum Br.usne  Datum  Starost _ezultat
. ; R seroloSkog
uzorka uzorkovanja markice rodjenja krave
pregleda

1 27.9.2018 7164725549 30.6.2015 39 meseci  negativno
2 27.9.2018 7125299675 28.6.2016 27 meseci  pozitivho
3 27.9.2018 7175299871 29.6.2016 27 meseci  pozitivno
4 27.9.2018 7135297850 11.6.2016 27 meseci  pozitivho

5 27.9.2018 7104715402 19.4.2015 41 mesec negativno
Legenda: geografske koordinate farme Zlatar, Mramorak N44,883191 E20,959907

U uzorcima krvnog seruma junica starosti od 8 meseci utvrdeno je prisustvo
specifi¢nih antitela kod 1 (20%) od 5 zivotinja. U uzorcima krvnog seruma junica
starosti od 10 meseci, prisustvo specifiénih antitela protiv virusa Zapadnog Nila je
ustanovljeno kod 3 (60%) junice dok su preostale 2 bile negativne. Rezultati ovih
ispitivanja koja su nastala kao odgovor na infekciju mladih jedniki, rodjenih nakon
sezone cirkulacije virusa Zapadnog Nila u 2017. godini, virusom Zapadnog Nila u
sezoni 2018.godine prikazani su u Tabeli 17.
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Tabela 17. Rezultati seroloSkog ispitivanja junica sa farme ,,Zlatar’> Mramorak na

prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2018. godini

EZB(JF Datum _ Br. _ u$ne Datym_ _Sta_rost iif)ﬂtéi[og
Ka uzorkovanja  markice rodjenja junica pregleda
1 27.9.2018 7154971442 06.11.2017 10 meseci pozitivho
2 27.9.2018 7114971420 03.10.2017 10 meseci negativno
3 27.9.2018 7164971446 09.11.2017 10 meseci pozitivho
4 27.9.2018 7174971455 16.11.2017 10 meseci pozitivho
5 27.9.2018 7194971421 07.10.2017 10 meseci negativno
6 27.9.2018 7194970596 06.01.2018 8 meseci negativno
7 27.9.2018 7124970608 13.01.2018 8 meseci pozitivho
8 27.9.2018 7184970610 14.01.2018 8 meseci negativno
9 27.9.2018 7194970619 22.01.2018 8 meseci negativno
10 27.9.2018 7164970630 29.01.2018 8 meseci negativno

Legenda: geografske koordinate farme Zlatar, Mramorak N 44,883191 E 20,959907
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Grafikon 5. Uporedni prikaz rezultata ispitanih i pozitivnih uzoraka krvnog seruma
goveda na prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2018. godini sa
farmi goveda u JuZnobanatskom okrugu

Na Grafikonu 5 prikazan je ukupan broj ispitanih krvi goveda na prisustvo
antitela protiv virusa Zapadnog Nila i rezultat tih ispitivanja. Uocava se da je na sve tri
farme utvrdeno prisustvo antitela u krvi goveda, a najvisa seroprevalencija ustanovljena
je na farmi u StarCevu i iznosila je 66,7%. Seroprevalencija u Mramorku je iznosila
46,7%, a na farmi Stari Tami§ u Panéevu 35%. U obzir, takode, treba uzeti i broj
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ispitanih uzoraka koji je bio najve¢i na farmi ,,Stari Tamis* i ¢ak 4 puta veci u odnosu
farmu ,,Zlatar* u Mramorku i dvostruko veci od broja uzoraka na farmi ,,\Vojvodina“ u
Staréevu. Sa druge strane, frakcija uzorka (broj uzorkovanih u odnosu na ukupan broj
Zivotinja na ispitivanim farmama) nije bio ujednacen. Iz tog razloga, dobijene vrednosti
seroprevalencije treba posmatrati kao uslovne tj. relativne. Istovremeno, razlika u
seoprevalenciji moze biti rezultat razli¢itog intenziteta cirkulacije virusa Zapadnog Nila
na pojednim lokalitetima i mikrolokalitetima.

5.4.1.4. Rezultati ispitivanja prisustva maternalnih antitela u serumu teladi sa
farmi u Staréevu, Starom TamiSu i Mramorku

U Tabeli 18 prikazani su rezultati ispitivanja prisustva maternalnih antitela
protiv virusa Zapadnog Nila kod teladi na farmama ,, Vojvodina“ u Staréevu, ,, Stari
Tami§“ u Pancevu i ,, Zlatar u Mramorku. Ukupno su ispitana 33 teleta, starosti kod
prvog uzorkovanja od 2 do 3 meseca. Na pocetku studije krv je uzeta od 33 teleta, dok
je istrazivanje zavrSeno sa 30 jedinki, zato Sto su tri teleta iskljuéena iz studije. Za
istrazivanje su izabrana telad koja su poticala od majki razli¢itog seroloskog statusa.
Krv teladi je uzorkovana dva puta od istih jedinki u razmaku od 2 meseca. Seroloskim
ispitivanjem seruma teladi utvrdeno je da nakon period od 3 i viSe meseca po rodenju
titar specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila ispod praga detekcije ELISA testa.

Tabela 18. Zbirni rezultati seroloskih ispitivanja prisustva specificnih maternalnih
antitela protiv virusa zapadnog Nila u serumima teladi uzorkovanim na farmama
“Vojvodina” Star¢evo, ,,Stari Tami$“ Pancevo i ,,Zlatar Mramorak u Juznobanatskom
okrugu u 2019. godini

Redni broj Ukupno ispitane Starost teladi Ukupan broj Procenat
o " ; o . seropozitivne
testiranja teladi (u mesecima) seropozitivne teladi teladi
I 10 2 1 10,00
I 11 2,5 1 9,09
I 12 3 0 0,00
I 10 4 0 0,00
I 11 4,5 0 0,00
1 9 5 0 0,00

5.4.2. Ispitivanje uzoraka krvnih seruma svinja

Ispitivanje uzoraka krvnih seruma svinja na prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa
Zapadnog Nila je, kao i u slucaju kod goveda, vrSeno u cilju utvrdivanja moguénosti
koriS¢enja svinja kao Zzivotinjske vrste za sentinel Zivotinje za praenje prisustva i
cirkulacije virusa Zapadnog Nila u pripodi. Pitanja na koja je trebalo odgovoriti su da li
svinje mogu biti inficirane virusom Zapadnog Nila, odnosno odgovoriti seroloski na
infekciju sintezom specificnih merljivih antitela u krvi na podru¢ju u kojem je virus
Zapadnog Nila prisutan i cirkuliSe tokom viSe godina i kolika je seroprevalencija kod
Zivotinja, kao i da li postoje razlike izmedu svinja koje se gaje u intenzivnoj proizvodnji
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(komercijalnim farmama sa regulisanom ventilacijom i1 odredenim biosigurnosnim
merama) u odnosu na svinje gajene na ekstenzivan nac¢in u individualnim gazdinstvima.

5.4.2.1. Uzorci krvnog seruma svinja — svinje sa farmi

U cilju realizacije ispitivanja izvrSeno je prikupljanje 62 uzorka krvnog seruma
svinja poreklom sa farmi intenzivnog uzgoja na liniji klanja na tri klanice. Detaljne
informacije o broju prikupljenih uzoraka sa pojedinacnih farmi, odnosno o datumu
uzorkovanja, starosnim kategorijama svinja kao i rezultatima ispitivanja prikazane su u
Tabeli broj 19 i Grafikonu 6.

Prikupljeni uzorci krvnog seruma svinja su ispitani na prisustvo specifi¢nih
antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili prisustvo
specifi¢nih antitela kod 5 svinja (8,06%) od kojih su dva uzorka poreklom od svinja iz
Macvanskog Pri¢inovica, jedan pozitivan uzorak svinje poreklom sa farme ,,Lekic*,
Krus¢ica, odnosno dva pozitivna uzorka svinja poreklom sa farme ,Delta®* iz
Vladimirovca. Od ispitivanih svinja koje su vodile poreklo sa 7 farmi, prisustvo antitela
protiv virusa Zapadnog Nila je utvrdeno kod svinja sa 3 farme i tu u procentu od 16,7%
(1/6) do 33,3% (2/6) ispitanih svinja.

Treba naglasiti da su pozitivni uzorci krvnog seruma svinja poreklom od
zivotinja koje su smestene na lokacijama u tri razlicite opstine.

Tabela 19. Rezultati seroloskog ispitivanja svinja sa farmi intenzivnog uzgoja na
prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2018. godini

uzo?rig:/rgnja Opstina Naseljeno mesto Vlasnik Starost poi\ilf yﬁpi t
Klanica ,,Plavi Dunav’’ Pancéevo
25.9.2018 Pancevo Pancevo Stari Tami§ | 7 meseci 0/10
27.9.2018 Subotica Kelebija - 7 meseci 0/10
26.10.2018 | Stara Pazova Stara Pazova Delta 7 meseci 0/10
29.10.2018 Alibunar Vladimirovac Delta 7 meseci 2/10
Klanica ,,Moricz’’ Jermenovci
01.10.2018 Bela Crkva Kruséica Lekié 7 meseci 1/6
01.11.2018 | Bela Crkva Banatska Subotica Agrovirt 8 meseci 0/10
Klanica ,,Cicvari¢’” Sefkerin
27.9.2018 Bogati¢ Macvanski Pri¢inovi¢ - 7 meseci 2/6
Ukupno 6 7 7 5/62

5.4.2.2. Uzorci krvnog seruma svinja — individualna gazdinstva

Tokom ovih ispitivanja na liniji klanja je izvrSeno je prikupljanje 62 uzorka
krvnog seruma svinja koje su gajene u individualnim gazdinstvima. Od svinja sa
teritorije opStine Pancevo je prikupljeno ukupno 39 uzoraka svinja (14 individualnih
gazinstava), zatim od svinja sa teritorije opstine Plandiste ukupno 17 uzoraka krvnog
seruma (4 individualna gazdinstva) i od svinja sa teritorije opStine Opovo ukupno 6
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uzoraka seruma (3 individualna gazdinstva). Precizni podaci o datumu uzorkovanja,
starosti i poreklu zivotinja kao i o rezultatima ispitivanja prikazani su u Tabeli broj 20 i
Grafikonu 6.

Svi prikupljeni uzorci krvnog seruma svinja su ispitani na prisustvo specifi¢nih
antitela protiv virusa Zapadnog Nila primenom metode ELISA. Od 62 ispitivana, kod
22 (35,48%) uzorka je utvrdeno prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila. U
opstini PlandiSte od ukupno 17 ispitanih uzoraka seruma, prisustvo antitela protiv virusa
Zapadnog Nila je utvrdeno kod dva (11,76%) uzorka seruma u dva pojedinacna
individualna gazdinstva (50%). U opstini Opovo ukupno je ispitano 6 uzoraka krvnog
seruma od kojih je 1 (16,67%) uzorak seruma bio pozitivan. Na teritoriji opStine
Pancevo (Staréevo, Omoljica) prikupljeno je 39 uzoraka svinja od kojih je 19 (48,72%)
uzoraka bilo pozitivno na prisustvo specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila koji
su bili poreklom od svinja iz 9 (69,23%) ispitivanih individualnih gazdinstava. Vecina
svinja kod kojih je utvrdeno prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila je bila
poreklom iz opstine Pancevo, od ¢ega iz sela Star¢evo ukupno 18 (18/35; 52,43%)
pozitivnih svinja a samo jedna (1/4; 25%) pozitivna svinja iz naseljenog mesta
Omoljica.

U nekim individualnim gazdinstvima pored pozitivnih svinja, prisustvo
specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila je bilo ustanovljeno i kod Zivine.
Takode, pored ovoga, u jednom gazdinstvu, gde je prethodno utvrdeno prisustvo
antitela kod svinja i zivine, potvrdeno je i prisustvo virusne nukleinske kiseline genoma
virusa Zapadnog Nila u prikupljenim uzorcima komaraca.

W ispitano

W pozitivno

Broj uzoraka svinja

farme individualna gazdinstva

Tip proizvodnje

Grafikon 6. Uporedni prikaz rezultata ispitanih uzoraka krvnog seruma svinja na
prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2018. godini izmedu svinja sa farmi i
individualnih gazdinstava u JuZnobanatskom okrugu
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Na Grafikonu 6 prikazan je broj ispitanih svinja i rezultat ispitivanja na prisustvo
antitela kod svinja. Ispitan je identi¢an broj uzoraka krvi svinja sa farmi i iz
individualnih gazdinstava. Moze se uociti da je broj seroloski pozitivnih svinja ve¢i na
individualnom sektoru 22 (35,48%), u odnosu na farme, kod kojih su utvrdena antitela
kod 5 svinja (8,06%). Ovakvi rezultati su posledica kontakata svinja sa inficiranim
komarcima, koji su mnogo manje zastupljeni u objektima na farmama zbog postojanja
biosigurnosnih mera (automatska ventilacija, mreze protiv insekata, vazduSne zavese).

Tabela 20. Rezultati seroloSkog ispitivanja svinja sa individualnih gazdinstava na
prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2018. godini u Juznobanatskom okrugu

Datum ” Naseljeno Nalaz
uzorkovanja Opstina mesto Starost pozit / ispit
Klanica ,,Moricz‘ Jermenovci

01.10.2018. | Plandiste Jermenovci 7 meseci 1/7
08.10.2018. | Plandiste Hajducica 7 meseci 1/4
08.10.2018. Plandiste Plandiste 7 meseci 0/4
08.10.2018. | Plandiste Stari Lec 7 meseci 0/2
Klanica ,,Plavi Dunav* Pancevo

25.9.2018 | Pancevo | Pancevo | 7meseci | 0/10
Klanica ,,Cicvari¢ Sefkerin

28.12.2018. | Opovo | Sefkerin | 8meseci | 1/6
Klanje u gazdinstvu

29.9.2018. Pancevo Staréevo 1 9 meseci 212
05.10.2018. | Pancevo Staréevo 2 10 meseci | 1/1
14.10.2018. | Pancevo Staréevo 3 4,5 meseca | 1/4
16.11.2018. | Pandevo Staréevo 4 3.5meseca | 7/9
26.11.2018. | Pancevo Omoljica 1 8 meseci 1/1
01.12.2018. | Pandevo Staréevo 5 8 meseci 2/2
02.12.2018. | Pancevo Staréevo 6 10 meseci 1/1
03.12.2018. | Pancevo Omoljica 2 9 meseci 0/1
06.12.2018. | Pancevo Staréevo 7 10 meseci | 0/2
13.12.2018. | Pancevo Omoljica 3 9 meseci 0/2
15.12.2018. | Pancevo Staréevo 8 10 meseci | 2/2
20.12.2018. | Pancevo Staréevo 9 8 meseci 2/2
Ukupno 3 7 22 /62

Legenda: lokacije indivudalnih gazdinstava lokacije gde je uzorkovana krv svinja
Starcevo 1 - StarCevo, Matije Gupca 47 Omoljica 1 — Omoljica, Vojvodanska 58

Staréevo 2 - Staréevo, Zarka Zrenjanina 54  Omoljica 2 — Omoljica, Mar3ala Tita 62

Star¢evo 3 - StarCevo, Lenjinova 54 Omoljica 3 — Omoljica,Stefana Nemanje 12

Star&evo 4 - Staréevo, Zarka Zrenjanina 61

Starcevo 5 - Star¢evo, Matije Gupca 51

Star&evo 6 - Staréevo, Zarka Zrenjanina 52

Starevo 7 - Staréevo, Omladinska 3

Staréevo 8 - Staréevo, Zarka Zrenjanina 60

Startevo 9 - Staréevo, Zarka Zrenjanina 50
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5.4.3. Ispitivanje uzoraka krvnih seruma Zivine

Ispitivanje uzoraka krvnih seruma domace zivine - kokoSaka na prisustvo
specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila je vrSeno u cilju utvrdivanja
mogucnosti koris¢enja zivine kao sentinel vrste za pracenje prisustva i cirkulacije virusa
Zapadnog Nila u prirodi u nasim uslovima. Naime, domaca zivine je odavno prepoznata
i koriS¢ena kao sentinel vrsta za pracenje prisustva virusa Zapadnog Nila, s obzirom da
je zivina (kao vrsta ptica) veoma prijem¢iva na infekciju ovim virusom. Pitanja na koja
je trebalo odgovoriti su kolika je prevalencija jedinki sa antitelima protiv virusa
Zapadnog Nila u populaciji zivine na podru¢ju u kojem je virus Zapadnog Nila prisutan
i cirkuli$e tokom viSe godina, kao i da li postoje razlike u prevalenciji izmedu Zivine
koja se gaji u intenzivnoj proizvodnji (komercijalnim farmama sa regulisanom
ventilacijom i odredenim biosigurnosnim merama) u odnosu na zivinu gajenu na
ekstenzivan nacin u dvoristima individualnih.

5.4.3.1. Uzorci krvnog seruma Zivine — Zivina sa farmi

U cilju sprovodenja ovih ispitivanja izvrSeno je prikupljanje 69 uzoraka krvnog
seruma zivine sa 6 komercijalnih farmi na teritoriji Juznobanatskog okruga, od kojih se
na 5 farmi zivina drzi u zatvorenim objektima, a na jednoj organskoj farmi zivina se drzi
u objektima i ispustima. Precizniji podaci o broju prikupljenih uzoraka sa svake farme
Zivine, zatim o starosti zivine i datum uzorkovanja, proizvodnoj kategoriji kao i o
rezultatima ispitivanja prikazani su u Tabeli 21 i Grafikonu 7.

Svi prikupljeni uzorci su ispitani na prisustvo specificnih antitela protiv virusa
Zapadnog Nila primenom metode ELISA. Dobijeni rezultati su potvdili da ni u jednom
uzorku krvnog seruma zivine nije utvrdeno prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa
Zapadnog Nila. Zivina od koje su uzimani uzorci je bila izleZzena posle 1.12.2017.
godine. Ovaj podatak je od velike vaznosti s obzirom na to da da Zivina od koje je
vreno prikupljanje uzoraka nije bila u kontaktu sa komarcima pre sezone povecane
aktivnosti komaraca 2018. godine.
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Tabela 21. Rezultati seroloSkog ispitivanja zivine poreklom sa farmi na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2018. godini u
JuzZnobanatskom okrugu

ok, | Ovstina | MEERT vk | SO | Svine | ponit/ pi
09.10.2018 Pancevo Pancevo Dabi¢ koke nosilje 4 meseca 0/10
10.10.2018 Alibunar llandza Presija koke nosilje 11 meseci 0/10
18.10.2018 Pancevo Banatsko N. Selo |  Timkok koke nosilje 8 meseci 0/10
21.10.2018 Opovo Opovo Vasiljev brojleri 50 dana 0/9
01.11.2018 Vriac Vatin Timkok koke nosilje 4 meseci 0/20
14112018 | Alibunar Seleus Kumoanic | rggﬁgkr;‘ﬁ'rgfzv 6 meseci 0/10

Ukupno / / / 6 farmi 2-11 mes. 0/69
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5.4.3.2. Uzorci krvnog seruma Zivine — individualna gazdinstva

Od zivine poreklom iz individualnih seoskih gazdinstava sa teritorije opStine
Pancevo (ukupno 5 ekonomskih dvorista) prikupljeno je 40 uzoraka seruma zivine.
Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da je 20 (20/40; 50%) ispitanih uzoraka zivine
bilo pozitivno na prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila i to na 3 od
5 ispitanih gazdinstava (57,14%). Svi pozitivni uzorci krvnog seruma zivine na teritoriji
opstine Pancevo su poticali iz tri (3/4; 80%) individualna gazdinstva u naseljenom
mestu Starevo (20/24; 83,33% seropozitivnih jedinki), od kojih je u dva dvorista
utvrdeno prisustvo antitela protiv navedenog virusa i u uzorcima poreklom od svinja.

Na teritoriji opStine Opovo izvrSeno je prikupljanje uzoraka krvnog seruma
zivine poreklom od 16 Zivotinja poreklom iz dva individualna gazdinstva. Rezultati
ispitivanja su potvrdili da je prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila
bilo potvrdeno kod dva uzorka krvnog seruma zivine (2/16; 12,5%) poreklom iz jednog
domacinstva (1/2; 50%).

Od ukupno ispitane zivine u ekstenzivnom uzgoju, utvrdeno je 39,29% (22/56)
jedinki sa antitelima protiv virusa Zapadnog Nila. Precizniji podaci o broju prikupljenih
uzoraka zivine sa individualnih gazdinstava, zatim o starosti zivine i datumu
uzorkovanja, odnosno o rezultatima ispitivanja prikazani su u Tabeli broj 22 i Grafikonu
7. Uzorkovana zivina sa individualnih gazdinstava je takode bila izleZzena posle
1.12.2017. godine.

Tabela 22. Rezultati seroloskog ispitivanja Zivine poreklom iz individualnih gazdinstava
na prisustvo specifinih antitela protiv virusa Zapadnog Nila u 2018. godini u

JuZnobanatskom okrugu

Datum | Opstina Naseljeno Proizvo_c!na gta.rost Nalgz o
uzorkovanja mesto kategorija Zivine pozit / ispit
9.10.2018. Pancevo Star¢evo 10 | koke nosilje 10 meseci | 9/10
20.10.2018. | Pancevo Starc¢evo 4 domace koke | 6 meseci 4/7
20.10.2018. | Pancevo Staréevo 9 koke nosilje 10 meseci | 7/7
05.11.2018. | Opovo Opovo domace koke | 6 meseci 0/10
05.11.2018. | Pancevo Ivanovo domace koke | 5 meseci 0/6
13.11.2018. | Pancevo Star¢evo 3 domace koke 4 meseca | 0/10
14.11.2018. | Opovo Sefkerin koke nosilje 6 meseci 2/6
Ukupno / / / 4-10 mes. | 22/ 56

Legenda: lokacije indivudalnih gazdinstava gde je uzorkovana krv zivine
Star¢evo 10 - StarCevo, Borisa Kidri¢a 6
Star&evo 4 - Staréevo, Zarka Zrenjanina 61
Stargevo 9 - Staréevo, Zarka Zrenjanina 50
Star¢evo 3 - StarCevo, Lenjinova 54
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Grafikon 7. Uporedni prikaz rezultata ispitivanja krvi zivine na prisustvo anitela protiv
virusa Zapadnog Nila u 2018. godini izmedu zivine sa farmi i individualnih gazdinstava
u Juznobanatskom okrugu

Na Grafikonu 7 prikazani su rezultati ispitivanja krvnog seruma zivine sa farmi i
iz individualnog uzgoja. Moze se uociti da su svi uzorci sa farmi zivine bili seroloski
negativni, dok su 22 (39,29%) uzorka krvi poreklom od Zivine gajene u individualnim
gazdinstvima reagovali pozitivno na ELISA testu. Kao i u sluCaju ispitivanja
sprovedenih kod svinja, ovaj rezultat je posledica kontakta Zivine sa inficiranim
komarcima, koji su retki na farmama zbog postojanja biosigurnosnih mera (automatska
ventilacija, mreze protiv insekata, vazduSne zavese), dok sa druge strane zivina u
ekstenzivnom odgoju u dvoristima je u velikoj meri 1 u potpunosti izloZena komarcima
u njihovoj okolini.

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja uzoraka komaraca utvrdeno je
znacajno prisustvo virusa Zapadnog Nila u 2017. godini, a posebno u 2018. godini na
teritoriji na kojoj su vrSena ova ispitivanja. Na osnovu toga moze se izvesti zakljucak o
visokom stepenu rizika po ljude i zivotinje od obolevanja od groznice Zapadnog Nila.
Ispitivanjem uzoraka poreklom od konja nije utvrden veéi broj seroloski pozitivnih
zivotinja, dok je prisustvo virusa kod divljih ptica bilo gotovo zanemarljivo (jedan
pozitivan slucaj). U odnosu na rezultate prisustva virusa Zapadnog Nila kod ljudi
primeceno je znacajno povecanje broja obolelih u 2018. godini u odnosu na broj
obolelih u 2017. godini (63 slucaja u 2018. godini, odnosno 5 slu¢ajeva u 2017. godini).
Ovo je u korelaciji sa dobijenim rezultatima ispitivanjima komaraca gde je uoceno
povecéanje prisustva virusa kod ovih insekata kao vektora infekcije u 2018. godini u
odnosu na 2017. godinu. Ovde treba naglasiti da mali broj seroloski pozitivnih konja,
odnosno odsustvo virusa kod divljih ptica koje su ispitane na teritoriji na kojoj su vrSena
ova istrazivanja, govori da je potrebno izvrSiti reviziju odabira sentinel vrsta za
sprovodenje buduc¢ih monitoringa infekcije izazvane virusom groznice Zapadnog Nila.
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5.5. EpidemiolosKi izveStaji Zavoda za javno zdravlje Pan¢evo po pitanju groznice
Zapadnog Nila kod ljudi

U toku 2017. godine registrovano je ukupno 5 obolelih ljudi od groznice
Zapadnog Nila na teritoriji Juznobanatskog okruga prema izvesStaju epidemioloske
sluzbe Zavoda za javno zdravlje PancCevo iz Panceva. Oboleli ljudi su bili poreklom iz
opstina Kovin — 1 slucaj, Vrsac — 1 slucaj i Pancevo — 3 slucaja obolelih. Veéina ljudi su
oboleli u avgustu (3 slucaja), dok je po jedan slucaj oboljevanja registrovan u junu i
septembru. Prvi otkriven slucaj oboljenja je prijavljen 1. juna, a poslednji slucaj u
sezoni je prijavljen 28. septembra 2017. godine. Dobijeni rezultati ispitivanja su
prikazani u Tabeli broj 23 i Grafikonu 8.

Tabela 23. Prijava oboljenja groznice Zapadnog Nila kod ljudi u 2017. godini u
Juznobanatskom okrugu

Datum

prijave bolesti Opstina Naseljeno mesto
01.6.2017. Kovin Kovin
21.8.2017. Vrsac Vrsac

31.8.2017. Pancevo Pancevo
31.8.2017. Pancevo Pancevo
28.9.2017. Pancevo Pancevo
Ukupno 5

U toku 2018. godine registrovano je ukupno 63 obolelelih ljudi od groznice
Zapadnog Nila na teritoriji Juznobanatskog okruga prema izveStaju epidemioloske
sluzbe Zavoda za javno zdravlje Pancevo iz Panceva. Oboleli ljudi su bili poreklom iz
opstina Kovin (12 slucajeva), Opovo (2 slucaja), Alibunar (7 slucajeva), Kovacica (5
slu¢ajeva), Bela Crkva (1 slucaj), Vrsac (3 slucaja) i Panéevo (33 slucaja). Prvi otkriven
slu¢aj oboljenja je prijavljen 28. juna, a poslednji slu€aj u sezoni je prijavljen 1. oktobra
2018. godine. Dobijeni rezultati ispitivanja su prikazani u tabeli broj 24 i grafikonu 8.
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Tabela 24. Prijava oboljenja groznice Zapadnog Nila kod ljudi u 2018. godini u Juznobanatskom okrugu

Datum Datum

prijave Opstina Naseljeno mesto prijave OpStina Naseljeno mesto

bolesti bolesti
28.6.2018 Pancéevo Pancevo 13.8.2018 Vrsac Uljma
02.7.2018 Pancevo Pancevo 14.8.2018 Kovacica Padina
03.7.2018 Panéevo Pancevo 17.8.2018 Pancevo Jabuka
03.7.2018 Pancevo Star¢evo 17.8.2018 Pancevo Pancevo
03.7.2018 Kovin Kovin 17.8.2018 Kovin Kovin
13.7.2018 Pancevo Pancevo 17.8.2018 Kovin Mramorak
13.7.2018 Pancevo Pancevo 17.8.2018 Pancevo Pancevo
13.7.2018 Opovo Sefkerin 17.8.2018 Pancéevo Jabuka
13.7.2018 Alibunar Banatski Karlovac 17.8.2018 Pancéevo Dolovo
13.7.2018 Alibunar Vladimirovac 17.8.2018 Pancevo Pancevo
20.7.2018 Pancevo Jabuka 22.8.2018 Kovin Bavaniste
20.7.2018 Pancevo Panc¢evo 22.8.2018 Kovin Gaj
20.7.2018 Pancevo Pancevo 22.8.2018 Alibunar Banatski Karlovac
25.7.2018 Pancevo Pancevo 22.8.2018 Pancevo Pancevo
25.7.2018 Pancevo Omoljica 22.8.2018 Pancéevo Pancevo
25.7.2018 Pancevo Kacarevo 29.8.2018 Kovin Bavaniste
25.7.2018 Pancevo Pancevo 29.8.2018 Alibunar Seleus
26.7.2018 Pancéevo Panc¢evo 03.9.2018 Alibunar Banatski Karlovac
30.7.2018 Pancevo Pancevo 03.9.2018 Pancevo Pancevo
30.7.2018 Panéevo Dolovo 03.9.2018 Pandevo B.N. Selo
30.7.2018 Pancevo Glogonj 03.9.2018 Kovin Kovin
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Tabela 24. (nastavak) Prijava oboljenja groznice Zapadnog Nila kod ljudi u 2018. godini u Juznobanatskom okrugu

Datum Datum

prijave Opstina Naseljeno mesto prijave Opstina Naseljeno mesto
bolesti bolesti

02.8.2018 Kovacica Kovacica 05.9.2018 Pancevo Staréevo
02.8.2018  Kovin Gaj 05.9.2018 Pandevo  B.N. Selo
02.8.2018  Alibunar Vladimirovac 05.9.2018 Kovagica  Crepaja
02.8.2018  Kovin Kovin 05.9.2018 Alibunar  Banatski Karlovac
02.8.2018  Kovin Kovin 06.9.2018 Vriac Mali Zam
08.8.2018 Pancevo Pancevo 07.9.2018 Vrsac Vrsac

08.8.2018  Bela Crkva Dupljaja 17.9.2018 Kovatica  Kovagica
09.8.2018  Opovo Sefkerin 19.9.2018 Kovagica  Debeljata
09.8.2018 Pancevo B.N. Selo 21.9.2018 Pancevo Kacarevo
1382018  Kovin Kovin 1102018  Kovin Kovin

13.8.2018 Pancevo Pancevo

Ukupno obolelih 63
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Iz Tabela 23 1 24 moze se videti da je u 2018. godini registrovano 12,6 puta vise
obolelih ljudi u odnosu na 2017. godinu. Najveéi broj obolelih ljudi od groznice
Zapadnog Nila je registrovan u opstini Panéevo, a najmanji u opStini Vrsac.

35 33
30
=
= 25
E 20
215 12
= 0 7 m2017. godina
& . ‘I S 5 3 3 2018. godina
s 1 ‘l 1 1
0 W s 8 N e B 00 27
S & ¢ & &
§ F &S ¢S
PR T 9
Opétine

Grafikon 8. Uporedni prikaz ukupnog broja obolelih ljudi od groznice Zapadnog Nila
po opsStinama u 2017. i 2018. godini na teritoriji Juznobanatskog okruga

Na Grafikonu 8 prikazani su slucajevi oboljenja ljudi u toku 2017. i 2018.
godine po mestima prebivaliSta i opStinama obolelih osoba. Vise od 10 puta je veci broj
registrovanih slucajeva oboljenja u 2018. godini u odnosu na 2017. godinu, a vise od
polovine je iz opStine Pancevo. MoZe se zapaziti da je u opstini Pancevo 1 u 2017.
godini bilo najviSe registrovanih slucajeva na teritoriji Juznog Banata.

5.6. Deskriptivna analiza epizootioloskih indikatora infekcije virusom Zapadnog
Nila

Analizirani su osnovni epizootioloski indikatori kao Sto su ucestalost infekcije
(stopa incidencije) i prevalencija perioda kod razli¢itih vrsta Zivotinja: konji, goveda,
svinje, Zivina 1 divlje ptice. Na grafikonu 10. panel a) prikazane su vrednosti
prevalencije infekcije virusom Zapadnog Nila kod razli¢itih vrsta domacih Zivotinja,
divljih ptica i kod komaraca. Na panelu b) istog grafikona, prikazane su vrednosti
prevalencija infekcije virusom Zapadnog Nila kod razli¢itih vrsta domacih zivotinja, pri
¢emu je stratifikacija izvrSena je na osnovu nacina drzanja Zzivotinja (ekstenzivni i
intenzivni nacini drZanja Zivotinja). Uporedivanjem prevalencija, utvrdena statisticki
znacajno visa prevalencija kod domacih Zivotinja koje se gaje na ekstenzivan nacin.
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2018. godini. Na grafikonu je prikazan i procenat pozitivhih uzoraka komaraca na osnovu natina gajenja. Na grafikonu su prikazani i rezultati Real Time PCR

ispitanih na prisustvo virusa Zapadnog Nila na prisustvo virusa Zapadnog Nila kod divljih ptica. (INT- intenzivni na¢in
proizvodnje — farme; EXT — ekstenzivni naéin proizvodnje — individualna
gazdinstva).

Grafikon 9. Prevalencija infekcije virusom Zapadnog Nila kod domacih i divljih Zivotinja ispitanih u 2018. godini u JuZznobanatskom
okrugu
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U Tabeli 25. dat je odnos prevalencija infekcije virusom Zapadnog Nila kod
razli¢itih vrsta domacih zivotinja drzanih u razli¢itim uslovima proizvodnje. Prikazani
su rezultati ocene povezanosti identifikovanog faktora rizika izloZenosti virusu
Zapadnog Nila (naCin proizvodnje domacih  zivotinja) 1  prevalencije
infekcije/serokonverzije kod domacih zivotinja na virus Zapadnog Nila. 1z tabele se vidi
da postoji staticki zna¢ajna mera povezanosti izmedu nacina drzanja domacih zivotinja i
prisustva specifi¢nih antitela i to pre svega kod Zivotinja gajenih na ekstenzivni nacin.
Kao posebno znacajni stratumi isti¢u se svinje i Zivina gajeni u ekstenzivnim uslovima
seoskih gazdinstava. Rezultati jasno ukazuju da ekstenzivan nacin proizvodnje, zbog
ocCigledno niskog nivoa biosigurnosnih mera predstavlja faktor rizika za izlozenost
virusu Zapadnog Nila, odnosno vektorima.

Tabela 25. Odnos prevalencija infekcije virusom Zapadnog Nila kod razli¢itih vrsta

domacih zivotinja gajenih na ekstenzivan i intenzivan nac¢in u JuZnobanatskom okrugu u
2018. godini

SV|NJEEXTZ SV|NJE|NT GOVEDA|NT . SV|NJE|NT SV|NJEEXT . ZIVINAEXT
OP = p(SextHSexT)/p(SinT+|SinT) OP = p(GinT+GinT)/P(SinT+|SiNT) OP = p(Sext+|Sext)/p(Zext+ZexT)

5,02 5,64 1,04

Legenda: p- prevalencija; EXT- ekstenzivha proizvodnja; INT- intenzivna proizvodnja; Sextt -
seropozitivne svinje u ekstenzivnoj proizvodnji; Snt+ - seropozitivne svinje u intenzivnoj proizvodnji;
GinT+ - seropozitivna goveda u intenzivnoj proizvodnji; Zext+ - seropozitivna Zivina u intenzivnoj
proizvodnji

5.7. Deskriptivna analiza epidemioloskih indikatora groznice Zapadnog Nila na
ispitivanom podrucdju

U 2018. godini na sirem podrucju Juznobanatskog okruga, registrovana su 63
slu¢aja infekcije virusom groznice Zapadnog Nila kod ljudi. Najveci broj registrovanih
sluajeva zabelezen je u Pancevu, ukupno 18 slucajeva obolelih. Na grafikonu 10
prikazana je distribucija klinickih slucajeva groznice Zapadnog Nila kao i osnovni
epidemioloski indikatori bolesti kod ljudi.
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Na Grafikonu 10 prikazana je distribucija klinickih sluc¢ajeva infekcije virusom
groznice Zapadnog Nila u 2018. godini. Na teritoriji ovih naseljenih mesta nalazi se
ukupno 220 170 stanovnika. U 2018. godini registrovano je 56 obolelih osoba, sto daje
kumulativnu incidenciju od 0,03%, odnosno 28,64 klinickih sluc¢ajeva na 100 000
stanovnika. U sezoni aktivnog prenoSenja virusa i pojavljivanja bolesti (maj-novembar)
prosecna stopa incidencije je iznosila 2,48 slucajeva na 100 000 stanovnika mesec¢no.
Na ispitivanom podru¢ju, u naseljenom mestu Mali Zam u opstini Vriac registrovana je
najvisa prevalencija od 0,15%, dok je najniza prevalencija od 0,003% zabelezena u
naseljenom mestu VrSac. ProseCna prevalencija iznosila je 0,05%, uz koeficijent
varijacije (CV) 73,38%.

5.8. Izbor potencijalnih sentinel vrsta - rezultati ekoloSke studije posmatranja
linearne povezanosti faktora izloZenosti i broja seropozitivnih Zivotinja na virus
Zapadnog Nila

5.8.1. Ispitivanje povezanosti faktora rizika ,vrsta domace Zivotinje/tip
proizvodnje“ na ukupan broj registrovanih slu¢ajeva infekcije/serokonverzije
virusom Zapadnog Nila kod razli¢itih vrsta domacih Zivotinja

U Tabeli 26, dat je uporedni prikaz razli¢itih vrsta domacih Zivotinja kod kojih
je izvrSeno uzorkovanje krvi u 2018. godini u formi tabele kontigencije. Uz to, dat je
uporedni prikaz dobijenih rezultata laboratorijskih ispitivanja prisustva specifi¢nih
antitela protiv virusa Zapadnog Nila kod ispitivanih zivotinja. S obzirom na to da je
ispitivan tip proizvodnje kao faktor rizika izlozenosti virusu, grupisanje ispitivanih
Zivotinja je izvrSeno na osnovu dva kriterijuma: Zivotinjska vrsta i tip proizvodnje u
kojima se odgajaju Zivotinje. Ovako prikupljeni podaci su analizirani statistickim
testovima za ocenu nezavisnosti 1 testovima za ocenu povezanosti izmedu
pretpostavljenog faktora rizika izloZenosti virusu i1 broja registrovanih slucajeva
infekcije virusom Zapadnog Nila.

Na Grafikonu 11, dat je graficki prikaz tabele kontigencije Zivotinjskih vrsta,
nacina drzanja domacih Zivotinja i broja slucajeva serokonverzije na virus Zapadnog
Nila. Na grafikonu se moze uociti znacajno veci broj slucajeva infekcije odnosno broja
seropozitivnih jedinki kod domacih Zivotinja drzanih u ekstenzivnim uslovima
proizvodnje i kod goveda u intenzivnoj proizvodnji.
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Grafikon 11. Graficki prikaz tabele kontigencije razlicitih vrsta Zivotinja, tipova proizvodnje i registrovanog broja slucajeva infekcije
/serokonverzije na virus Zapadnog Nila u 2018. godini u Juznobanatskom okrugu
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Tabela 26. Tabela kontigencije razli¢itih Zivotinjskih vrsta drzanih u ekstenzivnim i

intenzivnim uslovima proizvodnje (faktor rizika izloZenosti virusu: tip proizvodnje) U
2018. godini

Vrsta zivotinje / tip proizvodnje (+) ) UKUPNO
Goveda INT 48 57 105

Svinje EXT 22 32 54

Svinje INT 3 34 37

Zivina EXT 22 34 56

Zivina INT 0 69 69

UKUPNO 95 226 321

Legenda:

INT — intenzivna proizvodnja; EXT — ekstenzivni na¢in proizvodnje;
(+) — pozitivan nalaz infekcije virusom Zapadnog Nila; (-) — negativan nalaz infekcije virusom Zapadnog
Nila

Tabela 27. Rezultati ocene medusobne povezanosti faktora rizika izloZenosti virusu
Zapadnog Nila — ,tip proizvodnje” i ukupnog broja seropozitivnih Zivotinja kod
razli¢itih Zivotinjskih vrsta (ocena je uradena hi-kvadrat testom, Vilkovim G2 test i
odredivanjem koeficijenata kontigencije)

x2 —test:

12 56,0398
¥2 — kriti¢na vrednost 90,4877
DF- stepeni slobode 4
p-vrednost < 0,0001
alfa (greska prvog reda) 0,05
Vilkov G? test (Wilks test):

Vilkov G? (Wilks test) 76,2962
Vilkov G2 - kriti¢na vrednost 9,4877
DF — stepeni slobode 4
p-vrednost < 0,0001
alfa (greska prvog reda) 0,05
Pirsonov koeficijent kontigencije: 0,39

¢ koeficijent: 0,42

U Tabeli 27 prikazani su rezultati ocene statisticke znacajnosti povezanosti

faktora rizika izlozenosti virusu Zapadnog Nila ,.tip proizvodnje” i broja registrovanih
seropozitivnih slucajeva kod razli¢itih vrsta domacih Zivotinja. Ocena medusobne
povezanosti navedenog faktora rizika i ukupnog broja seropozitivnih Zivotinja uradena
je hi-kvadrat testom i Vilkovim G? testom (testovi nezavisnosti izmedu redova i kolona
tabela kontigencije) kao i odredivanjem Pirsonovog koeficijenta kontigencije i o¢c
koeficijenta (koeficijenti povezanosti-pridruzivanja izmedu redova i kolona tabela
kontigencije).
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Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 27 odbacena je nulta hipoteza da tip
proizvodnje ne utice na broj inficiranih zivotinja i potvrdena alternativa hipoteza da broj
inficiranih Zivotinja zavisi od nacina proizvodnje. Nivo znacajnosti je utvrden na nivou
od 95%.

Kako je u odredivanju sentinel vrsta od najveceg znacCaja kvalitet i pouzdanost
upotrebljenih seroloskih testova, u tabeli broj 28 date su karakteristike ELISA testa
koris¢enog za ispitivanje seruma goveda na prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa
Zapadnog Nila. Ocekivani broj lazno pozitivnih rezultata iznosio je 2.

Tabela broj 28. Karakteristike ELISA testa koriS¢enog za ispitivanje uzorka krvnih
seruma goveda na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila

Karakteristike testa Vrednosti

Se (ELISA INgezim WNV compac) 100,00%
Sp (ELISA INgezim WNV compac) 96,00%

PPV 95,05%
PPN 100,00%
Ocekivani broj lazno pozitivnih 2
Ocekivani broj lazno negativnih 0
Pojavna prevalencija 45,71%
Stvarna prevalencija 43,45%
Stopa lazno pozitivnih 4,00%
Stopa lazno negativnih 0,00%

5.8.2. Ispitivanje povezanosti faktora rizika ,tip proizvodnje“ na ukupan broj
registrovanih sluc¢ajeva infekcije virusom Zapadnog Nila kod svinja uzgajanih na
farmama i seoskim gazdinstvima

Na Grafikonu 12 dat je graficki prikaz tabele kontigencije ispitanih svinja,
tipova proizvodnje 1 registrovanog broja slucajeva serokonverzije na virus Zapadnog
Nila. Kod svinja poreklom sa individualnih gazdinstava, gde je dominantno zastupljena
ekstenzivna proizvodnja, usled vece izlozenosti komarcima kao vektorima infekcije,
moze se uociti veci broj seropozitivnih grla.
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Grafikon 12. Graficki prikaz tabele kontigencije ispitanih svinja, tipova proizvodnje i
registrovanog broja slucajeva infekcije/serokonverzije na virus Zapadnog Nila u 2018.
godini u Juznobanatskom okrugu

Tabela 29. Tabela kontigencije ispitanih svinja drzanih u ekstenzivnim i intenzivnim
uslovima proizvodnje (faktor rizika izlozenosti virusu: tip proizvodnje) u 2018. godini u
Juznobanatskom okrugu (Pagano i sar, 2000)

Vrsta zivotinje / tip proizvodnje (+) ) UKUPNO
Svinje EXT 22 32 54
Svinje INT 3 34 37

Legenda: INT — intenzivna proizvodnja; EXT — ekstenzivna proizvodnja;
(+) — pozitivan nalaz infekcije virusom Zapadnog Nila, (-) — negativan nalaz infekcije virusom

Zapadnog Nila

U Tabeli 29 dat je uporedni prikaz rezultata dobijenih kod svinja nakon
uzorkovanja krvi u 2018. godini u formi tabele kontigencije. Uz to, dat je uporedni
prikaz dobijenih rezultata laboratorijskih ispitivanja prisustva specifi¢nih antitela protiv
virusa Zapadnog Nila kod ispitivanih Zivotinja. S obzirom na to da je ispitivan tip
proizvodnje kao faktor rizika izlozenosti virusu, grupisanje rezultata je izvrSeno na
osnovu tipa proizvodnje u kojima se odgajaju svinje. Ovako grupisani podaci su
analizirani statistickim testovima za ocenu nezavisnosti i testovima za ocenu
povezanosti izmedu pretpostavljenog faktora rizika izlozenosti virusu 1 broja
registrovanih slucajeva infekcije virusom Zapadnog Nila.

U Tabeli 30. prikazani su rezultati ocene statisticke povezanosti faktora rizika

izloZenosti virusu Zapadnog Nila u odnosu na tip proizvodnje i1 broja registrovanih
seropozitivnih svinja. Ocena medusobne povezanosti navedenog faktora rizika i
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ukupnog broja seropozitivnih Zivotinja uradena je hi-kvadrat testom i Vilkovim G2
(testovi nezavisnosti izmedu redova i kolona tabela kontigencije) kao i odredivanjem
Pirsonovog koeficijenta kontigencije i ¢c koeficijenta (koeficijenti povezanosti-
pridruzivanja izmedu redova i kolona tabela kontigencije).

Tabela 30. Rezultati analize statisticke znacajnosti razlike pojavnih incidencija - kod
svinja gajenih u ekstenzivnim i intenzivnim uslovima drzanja u 2018. godini u
JuZnobanatskom okrugu (Altman DG 1991; Ronald N. Forthofer i sar., 2007).

2 —test:

12 11.7343
x2 — kriti¢na vrednost 3.8415
DF- stepeni slobode 1
p-vrednost 0.0006
alfa (greska prvog reda) 0.05

x2 — test sa Jatesovom korekcijom :

12 10.1537
¥2 — kriti¢na vrednost 3.8415
DF- stepeni slobode 1
p-vrednost 0.0014
alfa (greska prvog reda) 0.05
FiSerov test:

p-vrednost 0.0007
alfa (greska prvog reda) 0.05
Vilkov G? test:

Vilkov G2 13.1772
Vilkov G? - kriti¢na vrednost 3.8415
DF — stepeni slobode 1
p-vrednost 0.0003
alfa (greska prvog reda) 0.05
Pirsonov koeficijent kontigencije: ~ 0.40

¢c koeficijent: 0.44

Kod ove Zivotinjske vrste uocena je visoka statisticka znacajnost razlika u
rezultatima seroprevalencije koja je uslovljena nac¢inom drzanja svinja. Kod svinja
drzanih u ekstenzivnim uslovima, gde su Zivotinje viSe izlozene vektorima virusa
Zapadnog Nila serokonverzija se znacajno ceS¢e detektuje. Na osnovu rezultata
prikazanih u tabeli 30 odbacena je nulta hipoteza da tip proizvodnje ne uti¢e na broj
inficiranih svinja 1 potvrdena alternativa hipoteza da broj inficiranih Zivotinja zavisi od
nacina proizvodnje. Znacajnost je utvrden na nivou od 95%.

U Tabeli 31 prikazani su rezultati ispitivanja odnosa Sansi za pojavu specifi¢nih
antitela protiv virusa groznice Zapadnog Nila u krvnom serumu ispitanih svinja u
intenzivnoj i ekstenzivnoj proizvodnji. Treba uoditi da svinje u ekstenzivnoj proizvodnji
imaju 7,79 puta veée Sanse da se inficiraju u odnosu na svinje koje se drze u
intenzivnim uslovima proizvodnje.
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Tabela 31. Odnos Sansi inficiranja svinja virusom Zapadnog Nila drzanih u intenzivnim
I ekstenzivnim uslovima proizvodnje

OR (odnos $ansi) (+) ()
Svinje EXT 22 32
Svinje INT 3 34
OR 7,79

95% Interval pouzdanosti (DGI,

GGl) 2,12 2857
z statistik 3,10

p- vrednost <0,001

SE (standardna greska) 0,66

Legenda: INT — intenzivna proizvodnja; EXT — ekstenzivna proizvodnja;
(+) — pozitivan nalaz infekcije virusom Zapadnog Nila, (-) — negativan nalaz infekcije virusom Zapadnog

Nila

U tabeli 32 prikazane su karakteristike ELISA testa koriS¢enog za ispitivanje
uzoraka seruma svinja iz koje se vidi da je stopa o¢ekivanih lazno pozitivnih rezultata
4%.

Tabela 32. Karakteristike ELISA testa kori§¢enog za ispitivanje uzorka krvnih seruma
svinja na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila

Karakteristike testa Vrednosti
Se (ELISA INgezim WNV compac) 100,00%
Sp (ELISA INgezim WNV compac) 96,00%
PPV 86,27%
PPN 100,00%
Ocekivani broj lazno pozitivnih 4
Ocekivani broj lazno negativnih 0
Pojavna prevalencija 23,28%
Stvarna prevalencija 20,08%
Stopa lazno pozitivnih 4,00%
Stopa lazno negativnih 0,00%

5.8.3. Ispitivanje povezanosti faktora rizika ,tip proizvodnje“ na ukupan broj
registrovanih slu¢ajeva infekcije virusom Zapadnog Nila kod Zivine drZane na
farmama i seoskim gazdinstvima

Na Grafikonu 13 prikazana je tabela kontigencije ispitane zivine, tipova
proizvodnje i registrovanog broja slucajeva infekcije/serokonverzije izazvanih virusom
Zapadnog Nila. Kod Zivine poreklom sa individualnih gazdinstava, gde je dominantno
zastupljena ekstenzivna proizvodnja, moze se uociti veci broj seropozitivnih jedinki.
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Grafikon 13. Graficki prikaz tabele kontigencije ispitane zivine, tipova proizvodnje i
registrovanog broja slucajeva infekcije/serokonverzije izazvane virusom Zapadnog Nila
u 2018. godini u Juznobanatskom okrugu

Tabela 33. Tabela kontigencije ispitane zivine drzane u ekstenzivnim i intenzivnim
uslovima proizvodnje (faktor rizika izlozenosti virusu: tip proizvodnje) u 2018. godini u
Juznobanatskom okrugu

Vrsta Zivotinje / tip proizvodnje (+) ) UKUPNO
Zivina EXT 22 34 56
Zivina INT 0 69 69

Legenda: INT — intenzivna proizvodnja; EXT — ekstenzivna proizvodnja;
(+) — pozitivan nalaz infekcije virusom Zapadnog Nila, (-) — negativan nalaz infekcije virusom Zapadnog

Nila

U Tabeli 33 dat je uporedni prikaz rezultata dobijenih nakon uzorkovanja krvi
zivine u 2018. godini u formi tabele kontigencije. Uz to, dat je uporedni prikaz
dobijenih rezultata laboratorijskih ispitivanja prisustva specifi¢nih antitela protiv virusa
Zapadnog Nila kod ispitivanih zivotinja. S obzirom na to da je ispitivan tip proizvodnje
kao faktor rizika izloZenosti virusu, grupisanje dobijenih rezultata kod Zivine je izvr§eno
na osnovu tipa proizvodnje. Ovako sumirani podaci su analizirani statistiCkim testovima
za ocenu nezavisnosti i testovima za ocenu povezanosti izmedu pretpostavljenog faktora
rizika izlozenosti virusu i broja registrovanih slu¢ajeva infekcije/serokonverzije.

U Tabeli 34. prikazani su rezultat ocene statisticke znaCajnosti povezanosti
faktora rizika izloZenosti virusu Zapadnog Nila u odnosu na tip proizvodnje i broj
registrovanih slucajeva infekcije kod Zivine. Ocena medusobne povezanosti navedenog
faktora rizika i ukupnog broja seropozitivnih zivotinja uradena je hi-kvadrat testom i
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Vilkovim G? (testovi nezavisnosti izmedu redova i kolona tabela kontigencije) kao i
odredivanjem Pirsonovog koeficijenta kontigencije i ¢c koeficijenta (koeficijenti
povezanosti-pridruzivanja izmedu redova i kolona tabela kontigencije).

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 34. odbacena je nulta hipoteza da tip
proizvodnje ne uti¢e na broj inficirane Zivine odnosno serokonverziju i potvrdena je
alternativa hipoteza da broj inficiranih Zivotinja zavisi od naéina proizvodnje. Nivo
znacajnosti je utvrden na nivou od 95%. Kod ove Zivotinjske vrste uo€ena je visoka
statistiCka znacajnost razlika u rezultatima seroprevalencije koja je uslovljena nacinom
drzanja zivine. Kod Zivine drzane u ekstenzivnim uslovima, infekcija virusom
Zapadnog Nila se znacajno ¢esce javlja.

Tabela 34. Rezultati ocene medusobne povezanosti faktora rizika izlozenosti virusu
Zapadnog Nila u odnosu na tip proizvodnje i ukupni broj seropozitivne zivine gajene u
ekstenzivnim i intenzivnim uslovima drzanja (hi-kvadrat test, Vilkov G? test i
odredivanje koeficijenata kontigencije).

x2 —test:

x2 31,8251
%2 — kriti¢na vrednost 3,8415
DF- stepeni slobode 1
p-vrednost < 0,0001
alfa (greska prvog reda) 0,05

¥2 — test sa Jatesovom korekcijom :

x2 29,2652
%2 — kriti¢na vrednost 3,8415
DF- stepeni slobode 1
p-vrednost < 0,0001
alfa (greska prvog reda) 0,05
Vilkov G?test:

Vilkov G* 37,7460
Vilkov G2 - kriti¢na vrednost 3,8415
DF — stepeni slobode 1
p-vrednost <0,0001
alfa (greska prvog reda) 0,05
Pirsonov koeficijent kontigencije: 0,45

¢ koeficijent: 0,51

U Tabeli 35. dati su rezultati ispitivanja odnosa Sansi inficiranja Zivine virusom
Zapadnog Nila u intenzivnoj i ekstenzivnoj proizvodnji. Treba uoditi da zivina u
ekstenzivnoj proizvodnji ima 90,65 puta vece $anse da bude inficirana virusom
Zapadnog Nila od Zivine koja se drzi u intenzivnim uslovima proizvodnje.
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Tabela 35. Odnos $ansi inficiranja zivine virusom Zapadnog Nila drZzane u intenzivnim i
ekstenzivnim uslovima

OR (odnos $ansi) * (+) ()
Zivina EXT 225 34,50
Zivina INT 0,50 69,50
OR 90,65

95% Interval pouzdanosti (DGlI,

GGI) 5,34 69,50
z statistik 3,12

p- vrednost < 0,002

SE (standardna greska) 1,44

Legenda: INT — intenzivna proizvodnja; EXT — ekstenzivan nacin proizvodnje;
(+) — pozitivan nalaz infekcije virusom Zapadnog Nila; (-) — negativan nalaz infekcije virusom Zapadnog
Nila

U Tabeli 36. date su karakteristike ELISA testa kori§¢enog za ispitivanje uzoraka krvnih
seruma zivine iz koje je se moze videti da je o¢ekivan broj lazno pozitivnih rezultata 1.

Tabela 36. Karakteristike ELISA testa kori§¢enog za ispitivanje krvnih seruma zivine na
psisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila

Karakteristike testa Vrednosti

Se (ELISA INgezim WNV compac) ~ 100.00%
Sp (ELISA INgezim WNV compac) ~ 28:80%

PPV 94,31%
PPN 100,00%
1

Ocekivani broj lazno pozitivnih

Ocekivani broj lazno negativnih 0
Pojavna prevalencija 17,60%
Stvarna prevalencija 16,60%
Stopa lazno pozitivnih 1,20%
0,00%

Stopa lazno negativnih
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Na Grafikonu 14. prikazane su vrednosti osetljivosti i specifiénosti ELISA testa
izraCunate na nivou ispitivanih seoskih gazdinstava i farmi. Proracun je uraden pri
pretpostavljenoj seroprevalenciji na nivou ispitivanih seoskih gazdinstava i farmi od
20% i pri osetljivosti Se=100% i specificnosti Sp=98.8% ELISA testa (INGEZIM West
Nile Compac — Ingenasa, Spanija).

120.00%
100.00% T ~4
80.00%
60.00%

40.00%

20.00%

Procenat Se/Sp na nivou stada

-

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41
Redni broj ispitanog seoskog gazdintsva ili farme ELISA testom

0.00%

=== Hse Hsp

Grafikon 14. Osetljivost i specifi¢nost koris¢enog ELISA testa iskazane na nivou
ispitivanih seoskih gazdinstava i farmi u 2018. godini u Juznobanatskom okrugu

5.8.4. Rezultati procene faktora rizika izloZenosti virusu Zapadnog Nila primenom
Bajesove mreZe (vrsta, starosta i tip proizvodnje)

Prilikom procene rizika od infekcije virusom Zapadnog Nila, analizirani su
faktori za koje se pretpostavlja da povecavaju verovatno¢u za nastanak infekcije, a to
su: starost, vrsta zivotinje i tip proizvodnje. U Tabeli 37, prikazana je distribucija
verovatnoce pojavljivanja infekcije odnosno serokonverzije kod razlicitih vrsta domacih
Zivotinja u zavisnosti od njihove starosti. U Tabelama 38, 39 i 40 prikazana je starosna
struktura ispitanih Zivotinja, odnos pozitivnih 1 negativnih Zivotinja ispitanih ELISA
testom i struktura uzorka u pogledu nacina drzanja zivotinja.

95



Tabela 37. Distribucija verovatnoca infekcije virusom Zapadnog Nila, uslovljene
vrstom i staro$¢u Zivotinja

Infekcija Vrsta/starost u mesecima  Verovatnoca infekcije
NEG Svinje 6-8 85,53%
POZ Svinje 6-8 14,47%
NEG Svinje >8 48,44%
POZ Svinje >8 51,56%
NEG Svinje 3-6 46,05%
POZ Svinje 3-6 53,95%
NEG Goveda =>24 46,13%
POZ Goveda =>24 53,87%
NEG Goveda<12 56,02%
POZ Goveda<12 43,98%
NEG Zivina 4-6 94,73%
POZ Zivina 4-6 5,27%
NEG Zivina >8 67,75%
POZ Zivina >8 32.25%
NEG Zivina 6-8 82,87%
POZ Zivina 6-8 17,13%

Legenda: NEG- negativan nalaz infekcije virusom Zapadnog Nila; POZ- pozitivan nalaz infekcije
virusom Zapadnog Nila;

Verovatnoca infekcije, odnosno rizik od infekcije virusom Zapadnog Nila je
iskazana na nivou pojedina¢nih stratuma - raspodelu izmedu verovatnoée infekcije
(POZ) i verovatnoce da ¢e zivotinja odredene vrste i starosti ostati neinficirana (NEG).

U Tabeli 37 prikazane su distribucije verovatnoca infekcije/serokonverzije
groznice Zapadnog Nila, uslovljene vrstom i staro$¢u Zivotinja. Verovatnoca infekcije,
odnosno rizik od infekcije virusom Zapadnog Nila iskazane su na nivou pojedina¢nih
stratuma - raspodelu izmedu verovatnoce infekcije (POZ) i verovatnoc¢e da ¢e Zivotinja
odredene vrste i starosti ostati neinficirana (NEG). Iz tabele se moze uo¢iti da su svinje
starosti 3-6 meseci u najve¢em riziku od infekcije virusom Zapadnog Nila (53.9%
posmatrano na nivou stratuma), zatim goveda starija od 24 meseca (53.87% posmatrano
na nivou stratuma) i zivina starosti preko 8 meseci (32.25% posmatrano na nivou
stratuma).
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Tabela 38. Starosna struktura uzorka svih vrsta domacih Zivotinja obuhvacenih

istrazivanjem

Vrsta i starost ispitanih Procenatualni udeo wu
Zivotinja ukupnom uzorku
Svinje 6-8 m 20,87%

Svinje >8 m 3,43%

Svinje 3-6 m 4,05%

Goveda =>24 m 10,59%
Goveda<12 m 22,12%

Zivina 4-6 m 24,30%

Zivina >8 m 8,72%

Zivina 6-8 m 3,12%

Zivina <4 m 2,80%

Tabela 39. Struktura uzorka svih vrsta domacih zivotinja obuhvacenih istrazivanjem u
pogledu nacina drzanja i odgoja

Tip proizvodnje Procenat
INT 65,70%
EXT 34,30%

Legenda: INT — intenzivna proizvodnja; EXT — ekstenzivna proizvodnja;

Tabela 40. Relativan odnos izmedu broja pozitivnih 1 negativnih slu¢ajeva infekcije na
nivou celokupnog ispitanog uzorka (sve Zivotinje obuhvacene istrazivanjem)

Infekcija Procenat
NEG 72,50%
POZ 27,50%

U Tabeli 41. data je uslovna verovatnoca za nastanak infekcije/serokonverzije
protiv virusa Zapadnog Nila kod svinja u zavisnosti od uzrasta i nacina drZanja. Svinje u
ekstenzivnim uslovima drzanja imaju znatno vecu verovatnocu kontakta sa vektorima
virusa u odnosu na svinje koje se drze u intenzivnim uslovima proizvodnje.
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Tabela 41. Uslovna verovatnoca infekcije virusom Zapadnog Nila kod svinja u
zavisnosti od uzrasta i nacina drzanja svinja p (Serokonverzija/Tip proizvodnje/Starost)

Serokonverzija  Vrsta/starost Tip pr Verovatnoéa
NEG Svinje 6-8 INT 30,81%

POz Svinje 6-8 INT 2,72%

NEG Svinje 6-8 EXT 35.90%

POZ Svinje 6-8 EXT 13,05%
NEG Svinje >8 EXT 3,65%

POZ Svinje >8 EXT 4,38%

NEG Svinje 3-6 EXT 3,65%

POZ Svinje 3-6 EXT 5,84%

Legenda: INT — intenzivna proizvodnja; EXT — ekstenzivan nacin proizvodnje; NEG- negativan nalaz;
POZ- pozitivan nalaz;

Tabela 42. Relativan odnos izmedu broja pozitivnih i negativnih slucajeva infekcije
svinja virusom Zapadnog Nila na nivou celokupnog ispitanog uzorka (grupno sve
zivotinje obuhvadene istrazivanjem i stratifikovane prema tipu proizvodnje)

Infekcija Tip proizvodnje Verovatnoca

NEG INT 80,84%
POZ INT 19,16%
NEG EXT 64,98%
POZ EXT 35,02%

Legenda: INT — intenzivna proizvodnja; EXT - ekstenzivna proizvodnja; NEG-
negativan nalaz; POZ-pozitivan nalaz

U Tabeli 43. data je uslovna verovatnoca infekcije virusom Zapadnog Nila kod
Zivine u zavisnosti od uzrasta i1 nacina drZanja. Iz dobijenih rezultata moze se uociti da
zivina u ekstenzivnim uslovima drzanja ima znatno vecu verovatno¢u da se inficira
virusom Zapadnog Nila u odnosu na zivinu koja se drzi u intenzivnim uslovima
proizvodnje i to posebno u starosti od 4 do 6 meseci i preko 8 meseci.

U Tabeli 44 prikazan je odnos pozitivnih i negativnih Zivotinja ispitanih ELISA
testom i struktura uzorka u pogledu nacina drzanja zivine. Kod ekstenzivno gajene
zZivine je utvrdeno ¢ak 38,8% pozitivnih uzoraka krvnih seruma na prisustvo antitela
protiv virusa Zapadnog Nila. Kod zivine koja se gaji u intenzivnoj proizvodnji, nisu
ustanovljeni seroloSki pozitivni slucajevi Sto se moZe objasniti primenom
biosigurnosnih mera na farmama i neuporedvo vecoj izloZenosti zivine u ekstenzivhom
odgoju komarcima, vektorima virusa Zapadnog Nila.
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Tabela 43. Uslovna verovatnoc¢a infekcije virusom Zpadnog Nila kod zivine u
zavisnosti od wuzrasta i nacina drzanja zivine kod zivine p (infekcija/Tip
proizvodnje/Starost)

Infekcija Zivina / starost  Tip_proizvodnje Verovatno¢a

NEG Zivina 4-6 INT 36.96%
POZ Zivina 4-6 INT 0,00%
NEG Zivina >8 INT 13,27%
POZ Zivina >8 INT 0,00%
NEG Zivina 6-8 INT 4,74%
POZ Zivina 6-8 INT 0,00%
NEG Zivina <4 INT 4,26%
POZ Zivina <4 INT 0,00%
NEG Zivina 4-6 EXT 25,38%
POZ Zivina 4-6 EXT 4,62%
NEG Zivina >8 EXT 0,63%
POZ Zivina >8 EXT 10,14%

Legenda: INT — intenzivna proizvodnja; EXT — ekstenzivna proizvodnja

Tabela 44. Relativan odnos izmedu broja pozitivnih i negativnih slucajeva infekcije
zivine na nivou celokupnog ispitanog uzorka (grupno sve zivotinje obuhvacéene
istrazivanjem i stratifikovane prema tipu proizvodnje)

Infekcija Tip proizvodnje  Verovatnoca

NEG INT 100,00%
POZ INT 0,00%
NEG EXT 61,72%
POz EXT 38,28%

5.9. Rezultat geoprostorne analize grupisanja klastera

5.9.1. Kartografski prikaz distribucije frekvencija slucajeva infekcije virusom
Zapadnog Nila

Na Kartogramu 1 prikazana je distribucija registrovanih slucajeva infekcije
virusom Zapadnog Nila kod razli¢itih vrsta domacih Zivotinja i ljudi na ispitivanom
podrucju JuZnobanatskog upravnog okruga. Na kartogramu se uoCava grupisanje
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slucajeva infekcije kod zivotinja (crvena boja) 1 ljudi (plava boja). Zelenom bojom na
kartogramu su oznacene lokacije gde su utvrdeni komaraci pozitivni na virus Zapadnog
Nila.
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Kartogram 1.(a) Distribucija registrovanih slucajeva infekcije virusom groznice Zapadnog Nila: Distribucija registrovanih sluc¢ajeva infekcije virusom
Zapadnog Nila kod zivotinja
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Kartogram 1.(b) Distribucija registrovanih slu¢ajeva infekcije virusom groznice Zapadnog Nila: Distribucija registrovanih slucajeva infekcije virusom
Zapadnog Nila kod ljudi
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Na Kartogramu 2, prikazana je distribucija frekvencije slucajeva infekcije
virusom Zapadnog Nila kod domacih Zivotinja razli¢itih vrsta i kod ljudi na ispitivanom
podrucju Juznobanatskog okruga. Registrovani slucajevi na karti su prikazani kruznim
simbolima cija veli¢ina zavisi od broja registrovanih slucajeva na lokaciji (kruznice
oznacene crvenom bojom oznacavaju frekvenciju registrovanih slucajeva kod svih
ispitivanih vrsta, ukljucuju¢i i humanu populaciju, dok su plavom bojom na panelu b)
kartograma 1 oznaceni humani slucajevi infekcije).
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Kartogram 2. (a) Distribucija frekvencija registrovanih sluc¢ajeva infekcije virusom Zapadnog Nila kod zivotinja;
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Kartogram 2. (b) Distribucija frekvencija registrovanih slu¢ajeva infekcije virusom Zapadnog Nila kod ljudi
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5.9.2. Analiza gustine klastera

Na Kartogramu 3 prikazani su rezultati analize gustine klastera slucajeva
infekcije virusom Zapadnog Nila. Gustina klastera uradena je metodom ocene gustine
raspodele uz pomo¢ tzv. funkcije-jezgra (kernel density estimator-KDE).

Na Kartogramu 3 se moze uoditi da intenzitet gustine klastera, predstavljen
crvenom bojom, opada sa udaljavanjem od centra u kome je registrovan najveci broj
seropozitivnih zivotinja. Gustina klastera ljudi obolelih od groznice Zapadnog Nila je
prikazana plavom bojom.
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Kartogam 3. (a) Prikaz gustine klastera: KDE sluc¢ajeva infekcije virusom Zapadnog Nila kod zivotinja
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Kartogam 3. (b) Prikaz gustine klastera: KDE slucajevi infekcije virusom Zapadnog Nila kod ljudi
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5.9.3. Hot spot analiza klastera

Na Grafikonu 15, dati su rezultati Moranovog | testa (Inkrementalna prostorna
autokorelacija). Rezultati testa ukazuju da se statisti¢ki znacajno grupisanje klastera desava u
pre¢niku od 24,5 km, stoga je radena hot spot analiza (p=0,004141).

32+ | z-score
® >258
© 196-2.58
© 165-1.096
3or 1 o -165-165
© -1.96--1.65
© -258--1.96
®
6 28f ] ® <258
v
"
g .
N
Peaks
261 |
24} 4
22000 24000 26000 28000 30000 32000 34000

Distance (Meters)

Grafikon 15. Grafic¢ki prikaz rezultat Moranovog I testa

Tabela 45. Tabelarni prikaz Moranovog | testa

Global Moran's | Summary by Distance

Distance Moran's Index Expected Index Variance z-score p-value
21584.00 0.188994 -0.020000 0.007717 2.379155 0.017352
23044.01 0.172981 -0.020000 0.006437 2.405322 0.016158
24504.03 0.195584 -0.020000 0.005654 2867178 0.004141
25964.04 0.176360 -0.020000 0.005292 2699270 0.006949
27424.06 0.162497 -0.020000 0.005051 2.567905 0.010232
28884.07 0.161083 -0.020000 0.004452 2.713911 0.006649
30344.09 0.158233 -0.020000 0.004190 2.753616 0.005894
31804.10 0.152562 -0.020000 0.003494 2919548 0.003505
33264.12 0.149981 -0.020000 0.003037 3.084264 0.002041
3472413 0.148428 -0.020000 0.002796 3.185379 0.001446

First Peak (Distance, Value): 24504.03, 2.867178
Max Peak (Distance, Value): 24504.03, 2.867178

Distance measured in Meters
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Na Kartogramu 4. graficki su prikazani rezultati hot spot analize slu€ajeva infekcije
virusom zapadnog Nila kod razli¢itih vrsta zivotinja i ljudi. Na panelu a) i b) kartograma 4.
uocljiv je skoro identi¢an raspored ,,vru¢ih“ tacaka na kojima se grupisu klasteri i kod ljudi i
kod Zivotinja, $to nedvosmisleno ukazuje na postojanje istog faktora rizika koji dovodi do
formiranja i1 grupisanja klastera. Takode, na mestu formiranja ,,vru¢ih“ tacaka na mapi je
uocljiva i razgranata mreza kanala i reka, $to svakako predstavlja idealno staniSte za komarce
I ptice, pa je u tom smislu moguée postojanje uzrocne veze.

Na Kartogramu 4, paneli a) i b), crvene, narandzaste i svetlo narandZaste taCke
predstavljaju klastere koji su identifikovani kao ,,vru¢e* take, odnosno ¢ine grupu klastera
kod kojih grupisanje nije rezultat slu¢ajnog dogadaja ve¢ nastaju kao rezultat delovanja
ekoloskih faktora rizika. Nivo statisticke znacCajnosti grupisanja klastera gradiran je u
intervalu od 90-99%. Zute tacke predstavljaju klastere ¢ije je grupisanje rezultat slu¢ajnog
dogadaja i nisu medusobno povezani.
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Kartogram 4. (a) Prostorna hot spot analiza formiranja ,,vru¢ih® i ,,hladnih“ klastera slu¢ajeva infekcije virusom Zapadnog Nila u 2018. i 2019.
godini: Hot spot analiza slucajeva infekcije / serokonverzije virusom Zapadnog Nila kod zivotinja
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Kartogram 4. (b) Prostorna hot spot analiza formiranja ,,vru¢ih“ i ,,hladnih“ klastera slucajeva infekcije virusom Zapadnog Nila u 2018. i 2019.
godini: Hot spot analiza slucajeva groznice Zapadnog Nila kod ljudi
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Kartogram 5. Objedinjena prostorna hot spot analiza formiranja ,,vru¢ih® i ,,hladnih® klastera slucajeva infekcije virusom Zapadnog Nila kod
Zivotinja i ljudi u 2017. i 2018. godini
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Na Kartogramu 5. graficki su prikazani rezultati objedinjene hot spot analize slucajeva
infekcije virusom Zapadnog Nila kod razlicitih zivotinja 1 ljudi. Na mestu formiranja ,,vru¢ih*
tacaka na mapi je uocljiva razgranata mreza kanala i reka, Sto svakako predstavlja idealno
stani$te za komarce i ptice, pa je u tom smislu moguce postojanje uzro¢ne veze.

Kao i na Kartogramu 4 boje i njihov intenzitet ukazuju na mesta formiranja ZariSta
odnosno grupe klastera koje nisu posledica slu¢ajnog dogadanja ve¢ posledica delovanja
faktora rizika. Nivo statistiCke znaGajnosti grupisanja klastera gradiran je u intervalu od 90-
99%. Zute tatke predstavljaju klastere &ije je grupisanje rezultat slu¢ajnog dogadaja i nisu
medusobno povezani.

114



“F' v 'T;' ~ ~——_kegend
\ X \\..- for . :

Ny i g 3 4 "‘ & g <
Sas AT > P 4 JwNy J)ostitiv_komami_%1,7_19_PRJ
oSSR > _, P ~
AN [ N % A | WNV_2017_19_all_spec_PRJ bome
N a ' \ fer ot 1 - e ek ™ .

orlov / Z
» i ,
A
Grsy =
H110)

|

.Ai/ii:unu

-

7 L o \
7 2 ,/ A INTe BIE - 8 S S ¢ :
e Sources; Esri, HER G}m_ﬁff? S85%¥|ptermap, INCREMENT F, NRCan, Esri Jafen, METI,
Kilometers I . EsriChi ong, Kéng), E=ri ek, éi{Thailand). NGCC. () OpenSheetMapéK,butcfs.
£ ? ‘Pﬂegg% Us&rCom bitygs_)\g, = Sl

Kartogram 6. (a) Zbirni prikaz svih registrovanih slu¢ajeva infekcije virusom zapadnog Nila kod ljudi i svih zivotinjskih vrsta kod kojih je
ustanovljena serokonverzija na teritoriji Juznobanatskog okruga: prostorna distribucija registrovanih slucajeva infekcije virusom Zapadnog Nila
kod svih prijem¢ivih vrsta u 2017 1 2018. godini
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Kartogram 6. (b) Zbirni prikaz svih registrovanih slu¢ajeva infekcije virusom zapadnog Nila kod ljudi i svih Zivotinjskih vrsta kod kojih je
ustanovljena serokonverzija na teritoriji Juznobanatskog okruga: distribucija frekvencija registrovanih slucajeva infekcije virusom Zapadnog

Nila kod svih prijem¢ivih vrsta u 2017 1 2018. godini.
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Na Kartogramu 7 dat je kartografski prikaz rezultata prostorne analize slucajeva
infekcije virusom Zapadnog Nila kod razlicitih zivotinjskih vrsta i ljudi, uradene uz pomo¢
Kuldorfove statistike skeniranja. Na kartogramu su prikazani locirani prostorni klasteri,
predstavljeni crvenim tackama koje su okruzene crvenim kruznicama. Manji krug predstavlja
primarni klaster i obuhvata registrovane slucajeve infekcije u naseljenom mestu Star¢evo 1 na
farmi Stari Tami$. Ovaj klaster je identifikovan kao statisti¢ki znacajan klaster, dok je ve¢om
kruznicom predstavljen sekundarni klaster. Na kartogramu 8, dat je prikaz istih klastera
prikazanih u Kartezijevom koordinatnom sistemu.
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Legenda: 1) Znacajan klaster: Star¢evo, Stari Tami$; 2) Sekundarni klaster: Banatsko Novo Selo, Crepaja, Debeljaca, Glogonj, Jabuka, Kacarevo, Kovacica, Padina, Sefkerin

Kartogram 7. Kartografski prikaz rezltata Kuldorfove statistike skeniranja — prostorna analiza slucajeva infekcije virusom Zapadnog Nila kod
razli¢itih Zivotinjskih vrsta 1 ljudi. Na kartogramu su prikazani detektovani prostorni klasteri. Manja kruZnica na mapi predstavlja znacajni klaster
koji obuhvata slucajeve infekcije u naseljenom mestu Star¢evo i na farmi goveda Stari Tami$. Veca kruznica na mapi predstavlja sekundarni
klaster koji obuhvata slucajeve infekcije u naseljima Banatsko Novo Selo, Crepaja, Debeljaca, Glogonj, Jabuka, Kacarevo, Kovacica, Padina,

Sefkerin.
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Cartesian Coordinates Map

Kartogram 8. Kartografski prikaz rezultata Kuldorfove statistike skeniranja - spacijalna
analiza sluCajeva infekcije virusa Zapadnog Nila kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta i ljudi
prikazanih u Kartezijevom koordinathom sistemu. Na kartogramu su prikazani detektovani
prostorni klasteri. Manja kruznica na mapi predstavlja znacajni klaster koji obuhvata
slucajeve infekcije u naseljenom mestu Staréevo i na farmi goveda Stari TamiS. Veca
kruznica na mapi predstavlja sekundarni klaster koji obuhvata sluc¢ajeve infekcije u naseljima
Banatsko Novo Selo, Crepaja, Debeljaca, Glogonj, Jabuka, Kacarevo, Kovacica, Padina,
Sefkerin. Na X 1 Y osama Kartezijevog koordinatnog sistema oznafene su geografske
koordinate severne geografske Sirine i isto¢ne geografske duzina Juznobanatskog okruga.

U Tabelama 46-48 prikazani su rezultati Kuldorfove statistike skeniranja slucajeva
infekcije virusom Zapadnog Nila kod ljudi i zivotinja u periodu 2018-2019. godine. U
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tabelama su prikazani detektovani klasteri, kao i njihove karakteristike: broj naseljenih mesta
obuhvacenih klasterom, veli¢ina klastera izrazena u km, broj registrovanih slu¢ajeva infekcije,
populacija pod rizikom, odnos registrovanih i ocekivanih slucajeva (O/E); relativni rizik (RR);
odnos logaritmovanih verovatnoca (LLR), vremenske odrednice pocetka i zavrSetka formiranja
klastera, kao i pokazatelji statisticke znacajnosti formiranih klastera u vidu p-vrednosti.
Analizirani su slucajevi infekcije metodama prostorne analize, veremenske i prostorno
vremenske analize. Prostornom analizom detektovana su ukupno dva klastera koji su
obuhvatala 2, odnosno 9 lokacija (naseljenih mesta i farmi). Polupre¢nik prvog statisti¢ki
znacajnog klastera (p- vrednost <1*10-17) iznosio je 9,16 km dok je polupre¢nik sekundarnog
klastera (p- vrednost 0,052) iznosio 23,69 km.

Metodom Cciste vremenske analize klastera detektovan je jedan statisticki znacajan
klaster nastao u periodu izmedu 4. 09. 2018. i 20. 10. 2018. godine.

Metodom prostorno-vremenske analize detektovana su dva klastera u periodu izmedu
05.09. 2018. i 20.12. 2018. godine, od kojih je jedan bio statisti¢ki znacajan dok je drugi,
manji klaster identifikovan kao sekundarni klaster.
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Tabela 46. Rezultati prostorne klaster analize

Teorijski
ocekivani broj  O/E RR LLR  p-vrednost
slucajeva (E)

Red broj Ukupno Radius, Populacija Br. slucajeva
klaster  lokacija km pod rizikom infekcije(O)

1 2 9,16 736 84 4,02 20,91 39,92 19849 <1*10Y
2 9 23,69 1,856 21 10,12 2,07 2,22 4,82 0,052

Legenda: O/E- odnos registrovanih i o¢ekivanih slucajeva; RR- relativni rizika; LLR- odnos logaritmovanih verovatnoca;

Tabela 47. Rezultati vremenske klaster analize

Broj Teorijski
sluajeva ocekivani broj O/E  RR  LLR p-vrednost
infekcije  slucajeva (E)

Red broj  Ukupno Pocetak ZavrSetak
klaster ~ lokacija  grupisanja  grupisanja
Svi

1 . .. 9/24/2018 10/20/2018 76 2,62 28,97 51,12 201,37 0.001
lokaliteti

O/E- odnos registrovanih i o¢ekivanih slucajeva; RR- relativni rizika; LLR- odnos logaritmovanih verovatnoca;

Tabela 48. Rezultati prostorno-vremenske analize klastera

Populacija Br Teorijski
pod sluCajeva ocekivani br O/E RR  LLR p-vrednost
rizikom infekcije slu¢ajeva (E)

Red br Ukupno Radius, Pocdetak Zavrsetak
klaster lokacija km grupisanja grupisanja

12 31,44  9/5/2018 12/20/2018 3,940 91 3,76 24,19 50,24 230,72 <1*10V7
2 8 23,37 7/20/2018 25/9/2018 1,692 10 2,50 401 419 6,55 0,358

Legenda: O/E-odnos registrovanih i oéekivanih slu¢ajeva; RR- relativni rizika; LLR- odnos logaritmovanih verovatnoca;
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Grafikon 16. VVremenski klaster detektovan u periodu od 24.09.2018-20.10.2018. godine. Klasteri su identifikovani Kuldorfovom statistikom
skeniranja, primenom metode spacijalne analize. Plavim stubi¢ima oznaceni su sluéajevi infekcije virusom Zapadnog Nila koji ¢ine vremenski
klaster, crni stubici predstavljaju numeri¢ke vrednosti uocenih slucajeve infekcije po danima, zeleni stubiéi predstavljaju o¢ekivane slucajeve
infekcije dok svetlo braon stubiéi predstavljaju vrednosti odnosa izmedu uocenog broja slulCajeva infekcije i o¢ekivanih brojeva inficiranih
jedinki po danima.
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Kartogram 9. Detektovani prostorno vremenski klasteri prikazani na geografskoj karti Juznobanatskog okruga
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Na Kartogramu 9 je dat kartografski prikaz rezultata Kuldorfove statistike skeniranja —
prostorno-vremenske analize slucajeva infekcije virusom Zapadnog Nila kod razli¢itih
zivotinjskih vrsta 1 ljudi. Na kartogramu su prikazani detektovani prostorni klasteri. Potrebno
je uociti dva klastera, od kojih je jedan veci i statisticki je znacajan klaster, dok je drugi manji
identifikovan kao sekundarni tip klastera.
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Grafikon 17. Detektovani prostorno - vremenski klasteri od 24.09.2018-20.10.2018. godine
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Klasteri su identifikovani Kuldorfovom statistikom skeniranja, primenom metode
vremensko-prostorne analize. Plavim stubi¢ima oznaceni su slu€ajevi infekcije virusom
Zapadnog Nila, koji ¢ine vremenski klaster, crni stubi¢i predstvaljaju numericke vrednosti
uocenih slucajeve infekcije po danima, zeleni stubiéi predstavljaju ocekivane slucajeve
infekcije dok svetlo braon stubiéi predstavljaju vrednosti odnosa izmedu uocenog broja
slucajeva infekcije i ocekivanih brojeva inficiranih jedinki po danima.

Na Kartogramu 10 je dat kartografski prikaz rezultata Kuldorfove statistike skeniranja
— vremensko-prostorne analiza slucajeva infekcije virusom Zapadnog Nila kod razlicitih
zivotinjskih vrsta i ljudi prikazanih u Kartezijevom koordinatnom sistemu. Na kartogramu su
prikazani detektovani vremensko-prostorni klasteri. Veca kruznica na mapi predstavlja
znacajni klaster, dok manja kruznica na mapi predstavlja sekundarni klaster. Crne tacke na
mapi predstvaljaju lokacije gde su registrovani slucajevi infekcije. Na X 1 Y osama
Kartezijevog koordinatnog sistema oznacene su geografske koordinate severne geografske
Sirine 1 isto¢ne geografske duzina Juznobanatskog okruga.
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Cartesian Coordinates Map
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Kartogram 10. Detektovani prostorno-vremenski Klasteri prikazani u Kartezijevom
koordinatnom sistemu
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6. DISKUSIJA

Sprovodenje programa nadzora prisustva i aktivnosti virusa Zapadnog Nila kod
zivotinja 1 ljudi na jednoj teritoriji je od izuzetnog znacaja za primenu odgovaraju¢ih mera za
suzbijanje i sprecavanje Sirenja infekcije. Merama nadzora se ostvaruje kako pracenje
prisustva virusa u vektorima - komarcima, tako i njegovo prisustvo kod divljih vrsta ptica kao
prirodnih domacina virusa i sentinel vrsta zivotinja kao $to su konji, koji sluze kao indikatori
za pracenje prisustva i cirkulacije virusa Zapadnog Nila. Imaju¢i u vidu da je infekcija
izazvana virusom Zapadnog Nila Cesto prisutna duzi vremenski period kod zivotinja na
jednom epizootioloskom podru¢ju, programe nadzora treba stalno preispitivati. Revizija
postojec¢ih modela pra¢enja (monitoringa) groznice Zapadnog Nila uslovljena je otkrivanjem
mogucih faktora rizika i obrazaca prenoSenja ove infekcije u populaciji prijem¢ivih vrsta.
Izbor novih, pogodnijih sentinel vrsta Zivotinja, uslovljen je poznavanjem epizootijskog
procesa koji se odvija na nivou razli€itih vrsta i otkrivanjem faktora rizika koji ¢ine odredenu
vrstu podloZnijom za infekciju.

U cilju razumevanja epizootijskog/enzootijskog procesa groznice Zapadnog Nila,
primenjen je klasi¢an model Gordonovog ekoloskog trijasa. Pretpostavljeno je da epizootija
nastaje onda kada su sve tri komponente modela u odnosu koji pogoduje prenosu virusa i
nastanku bolesti. Posebna paznja posvecena je proceni ¢inilaca spoljne sredine koji doprinose
vecoj izloZenosti prijemcivih vrsta virusu Zapadnog Nila.

Kao faktore rizika koji doprinose nastanku epidemije, odnosno epizootije,
identifikovani su: starost, vrsta Zzivotinje i tip proizvodnje (uslovi drZanja/izlozenost
komarcima). Zivotinjske vrste kod kojih je pradeno i analizirano prisustvo infekcije i
serokonverzije, grupisane su u razliCite kategorije, odnosno stratume, u zavisnosti od nacina
uzgoja i starosti. Pretpostavljeno je da u uslovima ekstenzivne proizvodnje domacih Zivotinja,
kao znacajnog, a u pojedinim delovima Juznobanatskog okruga dominantnog nacina drzanja
Zivotinja, postoji veéa izloZzenost komarcima, kao vektorima virusa Zapadnog Nila u odnosu
na intenzivni nacin uzgoja. Pored nacina proizvodnje i1 drzanja Zivotinja, ispitivana je i
eventualna uzro¢no posledi¢na povezanost izmedu Zivotinjskih vrsta i stope serokonverzije,
odnosno seroprevalencije.

Noviji podaci iz strane literature ukazuju na mogucénost da se u program nadzora
virusa Zapadnog Nila na odredenoj teritoriji mogu ukljuciti i druge vrste zivotinja —sentinel
vrste, kao na primer goveda i svinje (Ozkul i sar., 2006, Barbi¢ i sar., 2012, Giadinis i sar.,
2015, Escibano-Romero i sar., 2015). Ve¢ duze vreme je poznato da se Zivina, odnosno
kokos$i mogu koristiti u monitoring programima pracenja pojave infekcije virusom Zapadnog
Nila na jednoj teritoriji. Treba pomenuti ispitivanja Rizzoli i sar. (2007) koji su tokom leta
2005. godine prikupili 1 ispitali uzorke krvnog seruma kokosi i dokazali prisustvo specifi¢nih
antitela protiv virusa Zapadnog Nila kod 90% ispitanih Zivotinja. Na teritoriji Tunisa, Amdoni
i sar. (2019) su sproveli ispitivanja na tri sentinel jata kokosi koja su bila smeStena u tri
razliCita endemska regiona virusa Zapadnog Nila. Sva tri jata su pracena od septembra 2016.
godine do januara 2017. godine. Ukupno je ispitano 442 uzorka krvnog seruma poreklom od
zivine smestene na severu Tunisa, 392 uzorka krvnog seruma koko$i smestenih na isto¢noj
obali Tunisa i 386 uzorka poreklom od kokosi smestenih u Juznom delu Tunisa. Svi uzorci
krvnog seruma su ispitani primenom metode ELISA na prisustvo specifi¢nih antitela protiv
virusa Zapadnog Nila. Kod 10,7% uzoraka krvnog seruma zivine iz severnog dela Tunisa
utvrdeno je prisustvo specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Sli¢an rezultat je
dobijen ispitivanjima uzoraka poreklom od Zivine smestene na jugu Tunisa (9,8% pozitivnih
uzoraka). Nijedan pozitivan uzorak seruma nije utvrden kod zivine koja je bila smeStena na
isto¢noj obali Tunisa. Prisustvo genoma virusa Zapadnog Nila je utvrdeno kod dve kokosi
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poreklom sa severa Tunisa. Filogenetskom analizom je ustanovljeno da sojevi virusa
poreklom iz Tunisa pripadaju liniji 1 virusa Zapadnog Nila i da su blisko srodni sa
italijanskim sojevima virusa ¢ije je prisustvo otkriveno kod komaraca tokom 2016. godine i
kod uzoraka poreklom od ptice vrste kobac tokom 2017. godine. U ispitivanju koje su
sproveli Ulloa i sar. (2009) od ukupno pregledanog 351 uzorka krvnog seruma konja, pilica,
pataka, ¢uraka, gusaka, svinja i goveda, kod 36 ispitanih uzoraka je ustanovljeno prisustvo
specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila. U dva zbirna uzorka komaraca utvrdeno je
prisustvo nukleinske kiseline virusa Zapadnog Nila. Svi ispitani uzorci su bili poreklom od
zivotinja sa teritorije Chiapas, Meksiko. Tokom 2012. godine Petrovi¢ i saradnici (2013) su
ispitivali prisustvo virusa Zapadnog Nila na teritoriji severne Srbije tako Sto su prikupili 133
uzoraka poreklom od divljih ptica. Svi uzorci su prikupljeni u periodu od januara do
septembra 2012. godine i ispitani primenom metode ELISA, testa redukcije plakova i
metodom real-time RT-PCR. Kod 7 od ukupno 92 uzorka krvnog seruma ptica ustanovljeno
je prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila, odnosno kod 8 od 81 ispitanih
uzoraka tkiva divljih ptica ustanovljeno je prisustvo virusa Zapadnog Nila. Filogenetskom
analizom celog genoma jednog virusnog izolata i dela E regiona genoma ostalih utvrdenih
virusa Zapadnog Nila u ovom ispitivanju je utvrdeno da sojevi virusa poreklom iz Srbije
pripadaju liniji 2 virusa i da su sliéni sojevima virusa koji su izazivali infekcije kod ljudi i
zivotinja u Grckoj, Madarskoj 1 Italiji. Znacaj divljih ptica kao rezervoara i vektora
arbovirusnih zoonoza isti¢u Michel i sar. (2019). Ovi autori naglasavaju da je prisustvo virusa
Zapadnog Nila na teritoriji Nemacke prvi put utvrdeno tokom 2018. godine kod nekoliko
vrsta ptica i kod konja. Interesantno je da je prisustvo virusa Zapadnog Nila, odnosno njegova
lokalna cirkulacija tokom 2018. godine utvrdena kod sedentarnih i migratornih ptica na
teritoriji istocne Nemacke. U nasim ispitivanjima koja su sprovedena tokom 2018. godine na
pojedinim zivinarskim farmama u viSe opStina Juznobanatskog okruga izvrSeno je
prikupljanje uzoraka krvnog seruma zivine koji su ispitani na prisustvo specifi¢nih antitela
protiv virusa Zapadnog Nila. Ni u jednom uzorku krvnog seruma nije utvrdeno prisustvo
antitela protiv ovog virusa. Sva ispitana Zivina bila je izleZzena posle 01.12.2017. godine i
samim tim nije bila u kontaktu sa virusom Zapadnog Nila pre sezone povecane aktivnosti
komaraca u 2018. godini. Pored ovoga, u sprovedenim ispitivanjima izvr$eno je i prikupljanje
40 uzoraka seruma zivine poreklom iz individualnih gazdinstava na teritorijama opStina
Pancevo i1 Opovo. Kod Zivine koja je bila poreklom iz tri individualna gazdinstva na teritoriji
Panceva, odnosno kod zivotinja poreklom iz jednog individualnog gazdinstva sa teritorije
Opova, utvrdeno je prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila. | u jednom i u
drugom naseljenom mestu je utvrdeno prisustvo virusa u komarcima tako da je ovaj rezultat
od izuzetnog znacaja jer je u direktnoj vezi sa prisustvom specifi¢nih antitela protiv virusa
kod zivine. Odsustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila u uzorcima seruma svih
ispitanih uzoraka Zivine gajene u farmskim uslovima ukazuje da nije bilo kontakta farmske
zivine sa komarcima. Dobijene razlike su bile visoko statisticki znaCajne u odnosu na
ekstenzivni nacin uzgoja zivine. Na osnovu dobijenih rezultata moze se pretpostaviti je su
biosigurnosne mera koje se sprovode na farmama efikasne.

I u drugim zemjama, kao $to je Turska, su vrSena ispitivanja prisustva virusa
Zapadnog Nila. Posebno se mogu istaéi ispitivanja Ozkul i sar. (2006). Tokom ovih
ispitivanja je prikupljeno 40 uzoraka krvnog seruma magaraca, 63 uzorka krvnog seruma
macaka, 100 goveda, 114 pasa, 259 konja, 88 ljudi i 100 ovaca. Dobijeni rezultati ispitivanja
su potvrdili prisustvo virusa Zapadnog Nila na teritoriji Turske, odnosno dobijeni rezultati su
pokazali prisustvo virusa kod magaraca, goveda, pasa, ovaca, ali i kod ljudi. Sli¢na ispitivanja
na teritoriji Hrvatske su sproveli Barbi¢ i sar. (2012). U ovim ispitivanjima je potvrdeno
prisustvo virusa Zapadnog Nila u uzorcima poreklom od konja i goveda. Dobijeni rezultati
ispitivanja su pokazali da se infekcija Zivotinja izazvana virusom Zapadnog Nila prostire
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pravcem istok - zapad. Sve do 2012. godine nije bilo podataka o cirkulaciji virusa Zapadnog
Nila na teritoriji Alzira. Ispitivanja koja su vrSili Davoust i sar. (2016) sprovedena na teritoriji
Senegala, odnosno severozapada te zemlje, podrazumevala su prikupljanje uzoraka krvnog
seruma ovaca, konja, magaraca, koza, goveda i pasa. Prisustvo specificnih antitela protiv
virusa Zapadnog Nila potvrdeno je kod konja, magaraca, pasa, koza. U uzorcima krvnog
seruma goveda 1 ovaca nije ustanovljeno prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog
Nila. Autori ovih ispitivanja smatraju da su konji i magarci - ekvidi i psi pogodne sentinel
zivotinje za monitoring infekcije izazvane virusom Zapadnog Nila. Lafri i sar. (2017) su
tokom ispitivanja koja su podrazumevala prikupljanje uzoraka krvnog seruma od 239 ekvida
(konja i magaraca) i ispitivanje razli¢itim dijagnostickim metodama, dosli do vaznih podataka
0 prisustvu antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Uzorci seruma su prikupljeni sa tri lokacije u
severoistocnom delu zemlje i ispitani primenom metode ELISA, odnosno, da bi se izbegla
unakrsna reakcija na druge flaviviruse, i imunoblotom kao i virus neutralizacionim testom.
Dobijeni rezultati ispitivanja ovih autora su potvrdili prisustvo virusa Zapadnog Nila kod
zivotinja na teritoriji Alzira (19 pozitivnih uzoraka konja i 32 uzorka magaraca). Petrovi¢ i
sar. (2014) su primenom metode ELISA ispitali 130 uzoraka krvnog seruma konja poreklom
sa teritorije Vojvodine na prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Tokom
prikupljanja uzoraka krvnog seruma konja, vrSeno je istovremeno i prikupljanje uzoraka
komaraca koji su se nalazili u okolini konja od kojih su prikupljani uzorci krvnih seruma.
Uzorci komaraca su ispitani na prisustvo genoma virusa Zapadnog Nila primenom metode
real-time RT-PCR. Autori ovih ispitivanja naglaSavaju da je seroprevalencija infekcije
virusom Zapadnog Nila kod konja u 2012. godine iznosila 49,23% i da je bila znacajno veca
od prevalencije utvrdene kod konja poreklom sa teritorije AP Vojvodina 2010. godine koja je
iznosila 12%. Ispitivanja sprovedena od strane Petri¢ i sar. (2017) navode da su programi
pracenja virusa Zapadnog Nila u AP Vojvodina zapoceli kod ljudi i komaraca 2005. godine,
kod konja 2009. godine i divljih ptica 2012. godine. Dobijeni podaci koji se odnose na
cirkulaciju virusa Zapadnog Nila kod zivotinja i ljudi na teritoriji AP Vojvodine su omogudili
implementaciju nacionalnog monitoring programa u koji su bili uklju¢eni komarci, konji i
ptice tokom 2014. godine. Treba naglasiti da je ustanovljena korelacija izmedu prisustva
virusa Zapadnog Nila kod komaraca i oboljenja ljudi tokom 2014. godine, odnosno oboljenja
ljudi i prisustva virusa kod divljih ptica i komaraca tokom 2015. godine. Petrovi¢ i sar. (2018)
su opisali rezultate monitoring programa infekcije izazvane virusom Zapadnog Nila koji je
sproveden tokom 2014. i 2015. godine na podrucju Srbije. U periodu od juna do avgusta
2014. godine u Srbiji je prikupljeno 2020 uzoraka krvnog seruma sentinel konja, a
serokonverzija je utvrdena kod 2,57% uzoraka. Od ukupno ispitanih 3809 uzoraka krvnog
seruma pili¢a prikupljenih od juna do septembra 2014. godine, serokonverzija je ustanovljena
kod 5,75% uzoraka. Pored navedenih rezultata u ovom radu su prikazani i rezultati programa
monitoringa infekcije izazvane virusom Zapadnog Nila koji je sproveden 2015. godine.
Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili da je najintenzivnija cirkulacija virusa Zapadnog
Nila utvrdena kod konja, kokoSi, divljih ptica i komaraca na teritoriji sedam okruga u
Vojvodini i Gradu Beogradu.

U ispitivanjima koja su sprovedena u okviru ove doktorske disertacije koja je
obuhvatila utvrdivanje prisustva virusa Zapadnog Nila tokom 2017. i 2018. godine izvr$eno je
prikupljanje uzoraka komaraca sa deset lokacija u opstinama Pancevo i Opovo. Ukupno je
ispitano 140 zbirnih uzoraka komaraca (74 uzoraka u 2017. godini i 66 uzoraka u 2018.
godini). Uzorci su ispitani primenom metode real-time RT-PCR. Prisustvo virusa Zapadnog
Nila kod komaraca (7 pozitivnih uzoraka komaraca) je utvrdeno u drugoj polovini jula i u
avgustu mesecu 2017. godine, dok je prisustvo virusa kod komaraca u 2018. godini bilo
potvrdeno u junu, julu 1 avgustu mesecu (u svim terminima uzorkovanja) i to ukupno 15
pozitivnih zbirnih uzoraka. U nasim ispitivanjima prikupljani su uzorci krvnog seruma konja
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tokom 2017. godine i 2018. godine. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja uzoraka
komaraca utvrdeno je znacajno prisustvo virusa Zapadnog Nila u 2017. i 2018. godini na
teritoriji na kojoj je sprovedena ova studija. Po broju pozitivnih nalaza prisustva virusa
Zapadnog Nila kod komaraca posebno se istice 2018. godina. Ocena je uradena hi-kvadrat
testom 1 Vilkovim G2 testom (testovi nezavisnosti izmedu redova i kolona tabela
kontigencije). Hi-kvadrat test iznosio je 4,64 dok je Vilkov G2 statistik iznosio 4,67. Jacina
povezanosti izmerena je izracunavanjem Pirsonovog koeficijenta kontigencije 1 ¢C
koeficijenta (C=0,18; ¢c = 0,18). Ovi testovi su pokazali da je aktivnost virusa i prisustvo
inficiranih komaraca u 2018. godini bilo znacajnije nego u 2017. godini. Test odnosa $ansi je
pokazao da je Sansa otkrivanja pozitivnih uzoraka u 2018. godini bila 2,8150 puta veca u
odnosu na 2017. godinu (ograni¢ena intervalom poverenja od 1,0690 do 7,4134 pri zadatom
nivo znacajnosti od 95%). Na osnovu ovako dobijenih rezultata izveden je zakljucak da je u
2018. godini rizik od obolevanja ljudi i infekcije Zivotinja bio znatno veci, $to se 1 poklapa sa
epidemioloSkim 1 epizootioloskim podacima, pa u tom smislu se moze zakljuciti da je
prisustvo virusa Zapadnog Nila u populaciji komaraca klju¢ni indikator povecanog rizika.

Jedan od ciljeva doktorske disertacije obuhvatio je i serolosko ispitivanje konja. Konji
su bili poreklom iz viSe opstina Juznobanatskog okruga. Uzorci krvnog seruma konja su
ispitivani na prisustvo IgM klase $to je indikator skorasnje infekcije virusom Zapadnog Nila.
Dobijeni rezultati su pokazali da je u toku monitoringa 2017. godine utvrden jedan pozitivan
konj sa teritorije opStine VrSac, a 2018. godine jedan konj sa teritorije opstine Kovacica. U
2017. 1 2018. godini, broj otkrivenih seropozitivnih konja bio je zanemarljivo mali. Nakon
poredenja ovih nalaza sa rezultatima prisustva virusa Zapadnog Nila kod ljudi i rezultatima
monitoringa kod komaraca, ustanovljeno je da postoji ocigledno neslaganje u pronalazenju
pozitivnih sluéajeva kod sentinel vrsta i dokazanom prisustvu virusa u prirodi. Shodno
epidemioloskoj situaciji kod ljudi i nalazima virus pozitivnih komaraca, ali uzimajuci u obzir
nalaze kod konja i divljih ptica, postavljena je hipoteza da postoji slabost u postoje¢em izboru
sentinel vrsta koje se koriste za ranu detekciju cirkulacije virusa na podrucju Juznobanatskog
okruga. Ovakav nalaz je posledica pre svega Cinjenice da je kod ljudi registrovano znacajno
povecéanje broja obolelih u 2018. godini u odnosu na broj obolelih u 2017. godini (63 slucaja
u 2018. godini, odnosno 5 sluc¢ajeva u 2017. godini). Ova razlika u broju obolelih ljudi bila je
ocigledan dokaz povecane aktivnosti virusa. Identi¢an obrazac je uoc¢en 1 kod komaraca.

Konji s obzirom na njihovu visoku prijeméivost na infekciju virusom Zapadnog Nila
su se koristili kao sentinel vrsta zivotinja za pracenje cirkulacije ovoga virusa u ve¢em broju
programa nadzora §irom sveta i pri tome su se pokazali kao vrlo svrsishodni (Lupulovi¢ i sar.,
2011, Barbi¢ i sar., 2012, Petrovi¢ i sar., 2014, 2018). 1z pomenutog razloga su i u Srbiji
kori$teni kao sentinel zivotinje u programima nadzora od 2014 godine (Petrovi¢ i sar., 2018).
Medjutim, u postoje¢im uslovima u Srbiji se ispostavilo da konji nisu u dovoljnoj meri
upotrebljivi kao sentineli za pracenje cirkulacije virusa Zapadnog Nila iz nekoliko razloga: 1.
relativno je mali broj konja i neujednacena rasprostranjenost U Srbiji; 2. S obzirom da su
visoko osetljivi na infekciju veliki broj konja je ve¢ seroloski pozitivan na virus Zapadnog
Nila, odnosno imaju specifi¢na antitela protiv ovoga virusa (¢ak i do 50% jedinki), posebno
konji u severnim i centralnim delovima Srbije (Petrovi¢ i sar., 2014). Istovremeno, broj
mladih konja tj mlade Zdrebadi (koji nisu bili izloZeni virusu Zapadnog Nila u prethodnim
sezonama) je ekstremno mali da bi se oni mogli korisititi u programu nadzora; 3. U najve¢em
broju slucajeva konji se drze kao Zzivotinje za sport ili kao kuéni ljubimci, pa vlasnici ne
dozvoljavaju uzimanje krvi od njih, a posebno ne visekratno uzorkovanje krvi (mesecno — pa
4 puta godi$nje od juna do septembra kako je to ve¢ vrSeno tokom nadzora). Sve gore
navedeno je rezultiralo limitiranom svrsishodno$¢u upotrebe konja kao sentinel Zivotinja za
nadzor cirkulacije virusa Zapadnog Nila na podrucju Srbije. Ovaj problem je bio osnovni
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razlog istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije, da se ispitaju moguénosti koris¢enja
druge vrste zivotinja kao sentinel vrste u budu¢im programima nadzora virusa Zapadnog Nila.

Pored ovoga, u naSim ispitivanjima izvrSeno je i prikupljanje uzoraka poreklom od
zivih i uginulih divljih ptica (22 uzorka u 2017. godini i 54 uzoraka u 2018. godini). Uzorci su
bili poreklom od razli¢itih vrsta ptica poreklom sa teritorija viSe opStina Juznobanatskog
okruga. Uzorci poreklom od ptica su ispitani primenom metode real-time RT-PCR. U 2017.
godini nijedan uzorak poreklom od divljih ptica nije bio pozitivan na prisustvo virusa, dok je
u 2018. godini je kod jedne ptice iz opstine VrSac ustanovljen pozitivan rezultat. Na osnovu
dobijenih rezutata ne moze se sa sigurnoscu tvrditi 0 cirkulaciji virusa Zapadnog Nila u
populaciji divljih ptica na teritoriji na kojoj je sproveden monitoring. Bez obzira na to,
dobijeni rezultati ukazuju da je neophodno tokom realizacije programa nadzora prikupiti §to
veéi broj uzoraka poreklom od divljih ptica, zato S$to dobijeni rezultati ukazuju na dva
suprotna zakljucka: uginuca ptica se ne prijavljuju nadleznim organima, ili virus nije u stalnoj
cirkulaciji u populaciji divljih ptica i da verovatno ne izaziva tezu klini¢ku sliku prac¢enu
uginu¢em. Imajuci u vidu ciljeve i zadatke ove doktorske disertacije, prikupljeni su podaci o
registrovanim slucajevima oboljenja izazvanog virusom Zapadnog Nila kod ljudi na podrucju
Juznobanatskog okruga u 2017. godini i 2018. godini. Ocigledna razlika u broju obolelih ljudi
u dve posmatrane godine, ukazuje na potencijalne nedostatke sada$njeg nadina sprovodenja
nadzora za koji su odgovorne nadlezne stru¢ne sluzbe. Imajuéi to vidu, jedan od ciljeva ove
doktorske disertacije je bio ispitivanje potencijalnih novih sentinel vrsta Zivotinje koje mogu
posluziti za pracenje infekcije izazvane navedenim virusom.

U cilju unapredenja ovog sistema, pretpostavljeno je da je upotrebom zivotinja gajenih
u ekstenzivnim uslovima proizvodnje moguce izvrsiti reviziju odabira sentinel vrsta i
postoje¢i uobicajeni pristupa baziran na monitoringu bolesti kod konja, ptica i komaraca
prosiriti i na druge vrste. Dobijeni rezultati su pokazali da pojedine vrste domacih Zivotinja
imaju potencijal dobrih indikatora prisustva virusa Zapadnog Nila u prirodi i da su pogodne
za uklju¢ivanje u programe monitoringa. Nakon izvrSenih laboratorijskih ispitivanja i
sprovodenja detaljnih epizootioloSkih analiza utvrdeno je da Zivotinje koje se drze na
ekstenzivan nacin predstavljaju izlozenu populaciju, te stoga mogu biti dobra dopuna
postoje¢im uobicajenim sentinel vrstama (konji, ptice). Statistickim metodama utvrdeno je da
postoji znaCajna mera povezanosti izmedu nacina drzanja domacih Zivotinja 1 prevalencije
infekcija 1 to pre svega kod Zivotinja gajenih na ekstenzivni na€in. Kao posebno znacajni
stratumi istiCu se svinje 1 Zivina gajeni na ekstenzivan nacin na seoskim gazdinstvima.
Rezultati jasno pokazuju da ekstenzivan nacin proizvodnje, zbog ocigledno niskog nivoa
biosigurnosnih mera predstavlja faktor rizika od izlozenosti virusu Zapadnog Nila. Kada su
uporedeni odnosi seroprevalencije kod goveda i svinja drzanih na intenzivan nacin (OP =
5,02), svinja gajenih na ekstenzivan nacin i onih koje se gaje na intenzivan nacin (OP = 5,64)
i svinja i zivine drzanih na ekstenzivan na¢in (OP=1,04), zakljuceno je da zivotinjska vrsta
sama po sebi nije znacajan faktor rizika i da rizik izlozenosti virusu Zapadnog Nila potic¢e od
uslova u kojima se zivotinje gaje. U prilog tome govori i odnos prevalencija od 1,04 koji je
odreden kod svinja i Zivine drzane na ekstenzivan na¢in. Utvrdeno je da je kod svinja drzanih
na ekstenzivan nacin u odnosu na zivinu drzanu u istim ekstenzivnim uslovima proizvodnje,
rizik veci svega 4%, odnosno moze se zakljuciti da izmedu ove dve vrste, kada se gaje pod
istim uslovima, odnosno u uslovima ekstenzivne proizvodnje, ne postoji statisticki znacajna
razlika verovatnoce infekcije. Medutim, izuzetno visoka razlika odnosa prevalencija koja je
utvrdena kod ovih vrsta u odnosu na druge ili iste Zivotinjske vrste drzane u intenzivnim
uslovima gajenja, ¢ine svinje 1 Zivinu vrlo pogodnim indikatorima otkrivanja prisustva virusa.
Ovakav zaklju€ak vazi u svim slucajevima osim kada su u pitanju goveda koja se drze u
intenzivnim uslovima proizvodnje. Za ovakvo zapazanje postoji oCigledan razlog, a tice se

132



uobicajenog nacina drzanja goveda na farmama koji podrazumeva da zivotinje dosta vremena
provode na otvorenom.

U cilju realizacije predvidenih ciljeva prikupljani su uzorci krvnog seruma zivine
(rezultati su ve¢ opisani), goveda i svinja. Uzorci krvnog seruma goveda (razli¢itih starosnih
kategorija) su prikupljani od Zivotinja sa tri farme na teritoriji Juznobanatskog okruga.
Uzorkovanje je izvrSeno tokom 2018. godine i 2019. godine. Odabir farmi koje su posluzile
za uzorkovanje zZivotinja je bio na osnovu prethodnih rezultata prisustva virusa na teritorijama
na kojima se farme nalaze (pojava oboljenja kod ljudi, prisustvo virusa kod komaraca i
prisustvo antitela protiv virusa u uzorcima krvnog seruma zivotinja koja su utvrdena tokom
sprovodenja ranijih nadzora). Farma u selu Mramorak, opstina Kovin je posluzila kao
kontrolna farma s obzirom da u okolini farme nema vodotokova, a ne postoje podaci o
prisustvu virusa kod komaraca. Dobijeni rezultati ispitivanja uzoraka krvnog seruma goveda
tokom 2018. godine potvrdili su prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa Zapadnog Nila u
uzorcima krvnog seruma na sve tri farme goveda. Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je
da je kod teladi (dva teleta) u starosti od tri meseca potvrdeno prisustvo kolostralnih antitela
protiv virusa, a kod istih teladi u starosti od 4 do 5 meseci nisu utvrdena antitela protiv virusa
Zapadnog Nila (2019. godina). Kod junica starosti od 8 i 10 meseci je utvrdeno prisustvo
antitela protiv virusa Zapadnog Nila u uzorcima krvnog seruma. Mora se naglasiti da je
uzorkovanje kod junica izvrSeno u oktobru mesecu $to je jasan znak da su nadena antitela
dokaz da je do infekcije zivotinja ili kontakta sa virusom doslo u 2018. godini. Pozitivni
uzorci krava su dokaz cirkulacije virusa na farmi, ali s obzirom na to da su zivotinje bile u
starosti od dve do pet godina ne moze se sa sigurno$cu reci da li je u pitanju infekcija iz 2018.
godine ili poti¢e iz prethodnih godina. Do sli¢nih rezultata smo dosli i kada smo rezultate
seroloSkih ispitivanja analizirali primenom Bajesove mreZze. Primenom statisticke metode
Bajesove mreze utvrdeno je da goveda starija od 24 meseca, svinje uzrasta od 6 do 8 meseci i
zivina starija od 8 meseci imaju najvecu verovatnocu kontakta sa inficiranim komarcima, a
samim tim i serokonverzije, u odnosu na zivotinje drugih uzrasta. Takode, kada smo poredili
povezanost faktora kao Sto su vrsta, starost i tip proizvodnje, dobijeni rezultati su takode
pokazali visok rizik od infekcije/serokonverzije kod Zivotinja koje se drze u ekstenzivnim
uslovima proizvodnje. Kod svinja, koje se drZe na ekstenzivan nacin, utvrdena je verovatnoca
infekcije virusom Zapadnog Nila od 35,3% a unutar ovog stratuma najveca verovatnoca je
odredena kod svinja starosti od 6 do 8 meseci (13,05%). Kod svinja koje se gaje na intenzivan
nacin verovatno¢a infekcije je 19,16%. Kod zivine drzane u ekstenzivnim uslovima
proizvodnje, utvrdena je verovatnoca infekcije virusom od cak 38,28%, a unutar ovog
stratuma najveéa verovatnoéa je odredena kod Zivine starosti preko 8 meseci i iznosila je
10,14%.

Sli¢na ispitivanja vr$ili su Gladinis i sar. (2015). Oni su ispitivali uzorke krvnog
seruma goveda koji su bili prikupljeni sa klanica rasporedenih u Cetiri razli¢ita regiona Grcke.
Prikupljeni uzorci krvnog seruma su zatim ispitivani na prisustvo specificnih antitela protiv
virusa Zapadnog Nila primenom ELISA testa. Od ukupno 156 ispitanih uzoraka krvnog
seruma goveda, trideset uzoraka je bilo pozitivno na prisustvo specificnih antitela protiv
virusa Zapadnog Nila ukazujuci time da i goveda mogu biti inficirana virusom Zapadnog Nila
1 §to je jo$ vaznije odgovoriti merljivim seroloskim odgovorom na infekciju, a §to ukazuje na
mogucénost potencijalnog koriS¢enja i ove vrste Zivotinja kao sentinela za pracenje cirkulacije
virusa.

Jedan od ciljeva ove doktorske disertacije je bio i ispitivanje mogucénosti koris¢enja
svinja kao sentinel vrsta za infekciju izazvanu virusom Zapadnog Nila. Uzorci za ispitivanja
poreklom od svinja gajenih u farmskim uslovima prikupljani su na klanicama u opStinama
Juznobanatskog okruga i ispitivani na prisustvo antitela protiv virusa Zapadnog Nila. Dobijeni
rezultati su potvrdili prisustvo specifi¢nih antitela u uzorcima krvnog seruma protiv virusa
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kod svinja poreklom sa tri razlicite farme. Uzorci krvnog seruma svinja drZanih u
individualnim gazdinstvima potvrdili su prisustvo virusa na teritorijama opstina Plandiste,
Opovo i Pancevo. Sve svinje koje su bile uklju¢ene u ispitivanje su oprasene (rodene) u 2018.
godini kada su ispitivanja i vrSena. Ispitivanja koja su vr$ili Teehee i sar. (2005) i Merino-
Ramos i sar. (2018) su pokazala da je u organizmu svinja doslo do pojave serokonverzije
posle kontakta sa virusom Zapadnog Nila. Rezultati ovih ispitivanja ukazuju da su u selu
Staréevu, opstina Pancevo, utvrdeni pozitivni uzorci kod komaraca, zivine i svinja nha
prisustvo virusa Zapadnog Nila, i da je u jednom gazdinstvu kod uzoraka komaraca utvrdeno
prisustvo virusa Zapadnog Nila, a kod zivine i svinja utvrdeno prisustvo specifi¢nih antitela
protiv virusa Zapadnog Nila u 2018. godini.

Da bi se procenila cirkulacija virusa Zapadnog Nila medu sisarima u Srbiji, Escribano-
Romero i sar. (2015) su ELISA testom i testom neutralizacije virusa ispitali 688 uzoraka
dobijenih od 279 domacih svinja, 318 divljih svinja 1 91 srndac¢a na prisustvo antitela protiv
ovoga virusa. Prisustvo specifi¢nih antitela je utvrdeno ELISA testom kod 43 (15,4%) svinja,
56 (17,6%) divljih svinja 1 17 (18,7%) srndaca. Od toga, 6 (14%), 33 (59%) 1 4 (23,5%)
uzoraka krvnih seruma je bilo potvrdeno 1 u virus neutralizacionom testu. Autori zakljucuju
da dobijeni podaci ukazuju na to da bi domace svinje mogle biti potencijalne sentnel vrste.
Takode autori napominju da su ispitivane svinje bile poreklom sa velikih industrijskih farmi
sa zatvorenim 1 izolovanim zgradama i veStackom ventilacijom, gde bi infekcija i
serokonverzija trebalo da budu manje verovatne nego kod slobodno drzanih ili svinja u
dvoristu, koje su mnogo izlozenije vektorskim ugrizima i verovatno bi mogle biti jos§ bolje
kao sentinel zivotinje.

Doktorskom disertacijom obuhvaéeno je i ispitivanje prisustva maternalnih antitela
protiv virusa Zapadnog Nila kod 33 teladi na farmama StarCevo, Stari Tami$ i Mramorak.
Ukupno su ispitana 33 teleta, starosti kod prvog uzorkovanja od 2 do 3 meseca. Za
istrazivanje su izabrana telad koja su poticala od majki uklju¢enih u ispitivanje razli¢itog
seroloskog statusa. Krv teladi je uzorkovana dva puta u razmaku od 2 meseca. Seroloskim
ispitivanjem utvrdeno je da nakon 2-3 meseca po rodenju titar specificnih antitela protiv
virusa Zapadnog Nila ispod praga detekcije ELISA testa. U uzrastu od 4 meseca telad su
seronegativna, pa mogu da budu dobra kategorija za ispitivanje aktivnosti virusa Zapadnog
Nila u prirodi.

Prostorno vremenskim analizama epizootije groznice Zapadnog Nila i analizom
slucajeva infekcije kod Zivotinja 2018. godine, utvrdeno je da su se slucajevi infekcije
grupisali shodno odredenim obrascima uslovljenim faktorima rizika. Primenom Moranovog I
testa globalne autokorelacije, dokazana je relevantnost atributa na nivou ¢itavog istraZzivanog
geografskog podrucja, dok su lokalnom autokorelacijom odredena mesta gde se grupisu
slucajevi infekcije odnosno serokonverzije. Identifikovan je obrazac prostorne distribucije 1
priblizni raspon prostorne agregacije (perimetar grupisanja klastera) polupre¢nika od 24,5 km.
Uoceno je da zone sa povecanim rizikom od infekcije obuhvataju podru¢ja koja su bogata
staja¢im 1 teku¢im vodama u Sirem podru¢ju Grada Panceva i da se pruzaju duZinom reka
Dunav i1 Tami$, uzvodno 1 nizvodno, pa je u tom smislu indikovano ove oblasti drzati pod
stalnim nadzorom. Prostorno vremensko statistikom skeniranja (Kuldorfova statistika
skeniranja) identifikovana su tri prostorna, jedan vremenski i tri prostorno vremenska klastera.
Identifikovani prostorni klaster se poklapa sa vru¢im tackama koje su identifikovane
primenom ArcGIS alata, pa je u tom smislu potvrdeno i ovim testom da se radi o zonama
visokog rizika od infekcije virusom Zapadnog Nila. Takode, analizom slucajeva infekcije u
periodu 2017. i 2018. godine identifikovan je vremenski klaster koji je zapoceo 24.09.2018. a
zavrsio se 20.10.2018. godine. Ovakav nalaz nas navodi na zaklju¢ak da je u ovom
vremenskom periodu bila najintenzivnija aktivnost virusa, odnosno 10 do 15 dana ranije, s
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obzirom na potrebno vreme od inficiranja do stvaranja imunoloskog odgovora sintezom
specifi¢ni antitela protiv virusa Zapadnog Nila.

Uzimajuéi u obzir rezultate osetljivosti 1 specificnosti kori§¢enih seroloskih testova,
izraCunatih na nivou stada, ustanovljeno je da bi i sami laboratorijski testovi mogli da budu
jedan od ogranic¢avajuéih faktora postoje¢eg programa monitoringa. S obzirom na to da su
osetljivost 1 specificnost testova izrazeni na nivou zapata zivotinja, uslovljeni faktorima kao
S§to su veli¢ina uzorka, odnosno veli¢ina zapata odakle uzorak poti¢e, seroprevalencijom,
dijagnostickom osetljivoséu i specifiéno$¢u upotrebljenog testa posmatranom na nivou
jedinke, postoji rizik da prisustvo infekcije na malim gazdinstvima ne bude otkriveno. U tom
smislu je potrebno voditi raCuna 1 0 ovim ograni¢avaju¢im faktorima prilikom izbora
odgovarajucih gazdinstava na kojima bi se vr§io odabir sentinel Zivotinja i pratilo prisustvo
specificnih antitela protiv virusa Zapadnog Nila ako bi se postoje¢i model monitoringa
prosirio i uklju¢ivanjem svinja i zivine gajene na seoskim gazdinstvima.

Dobijeni rezultati ukazuju na potrebu daljeg ispitivanja moguénosti koris¢enja
posebno svinja kao sentinel zivotinja §to bi znadilo ispitivanja koja bi trebalo sprovesti u
veéem obimu i na vecoj teritoriji.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu sprovedenih ispitivanja i dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. Tokom sprovodenja monitoringa u 2017. i 2018. godini, utvrdeno je prisustvo
virusa Zapadnog Nila kod komaraca na teritoriji Juznobanatskog upravnog okruga. U 2018.
godini prisustvo virusa u komacima je bilo znacajno veée, ¢ime je i rizik od obolevanja ljudi i
inficiranja Zivotinja bio znatno veci, $to je u skladu sa epidemiolos$kim i epizootioloSkim
podacima. Stoga se moze zakljuciti da je prisustvo virusa Zapadnog Nila kod komaraca
klju¢ni indikator povecanog rizika.

2. Seroloska ispitivanja sprovedena kod konja kao dobre sentinel vrste, pokazala su da
je broj zivotinja sa dokazanim prisustvom IgM antitela tokom monitoringa 2017. i 2018.
godine bio zanemarljiv. Dobijeni podaci ukazuju da se na ispitivanom podrucju, konji nisu
pokazali kao pouzdana, odnosno svrsishodna sentinel vrsta za monitoring prisustva i
aktivnosti virusa Zapadnog Nila u posmatranom periodu. Za potrebe sprovodenja monitoringa
se moraju odabrati isklju¢ivo seronegativne Zivotinje.

3. Ispitivanja prisustva genoma virusa kod uginulih divljih ptica, bez obzira na
statisticki mali broj uzoraka, ukazuje da nalaz jedne pozitivne ptice u 2018. godini (1,8% od
ukupnog broja ispitanih) zahteva sistemati¢nije prikupljanje uzoraka poreklom od divljih vrsta
koje su jedan od klju¢nih faktora u odrzavanju virusa u prirodi.

4. Prostorno-vremenskim analizama epidemije groznice Zapadnog Nila i analizom
slucajeva infekcije kod Zivotinja 2018. godine, utvrdeno je da su se klasteri inficiranih
zivotinja grupisali prema odredenim faktorima rizika. Identifikovan je obrazac prostorne
distribucije i priblizni perimetar grupisanja statisticki znac¢ajnih klastera Moranovim | testom
koji ima polupreénik od 24,5 km (p=0,004141).

5. Tokom sprovedenog istrazivanja, u 2018. godini prostorno-vremenskom statistikom
skeniranja (Kuldorfova statistika skeniranja) identifikovana su tri prostorna, jedan vremenski i
tri prostorno-vremenska klastera. Identifikovani prostorni klaster se poklapao sa ,,vru¢im*
tackama, odnosno zonama visokog rizika od infekcije virusom Zapadnog Nila u kojima je
potrebno uvesti dodatne mere u cilju prevencije ove bolesti.

8. Rezultati ispitivanja su potvrdili da se goveda mogu uzeti u obzir kao potencijalna
sentinel vrsta. Primenom Bajesove mreze utvrdeno je da goveda starija od 24 meseca, imaju
najvecu verovatnocu kontakta sa inficiranim komarcima, a samim tim i serokonverzije, u
odnosu na Zzivotinje drugih starosnih kategorija. Utvrdena verovatnoc¢a infekcije virusom
Zapadnog Nila mladih goveda ispod 12 meseci iznosila 43,98% $to ukazuje da se ova
kategorija goveda moZe uzeti u obzir za potencijalne sentinel Zivotinje u sprovodenju pracenja
aktivnosti virusa Zapadnog Nila.

9. Ispitivanje duzine trajanja maternalnog imuniteta protiv virusa Zapadnog Nila kod
teladi sa tri farme je pokazalo da je on kratkotrajan, Sto ovu starosnu kategoriju ¢ini
pogodnom za ispitivanje prisustva i aktivnosti virusa Zapadnog Nila.

10. Ispitivanje uzoraka krvnog seruma svinja iz ekstenzivnog uzgoja su potvrdila da
ova vrsta zivotinja moze se koristiti kao potencijalna sentinel vrsta za monitoring aktivnosti
virusa Zapadnog Nila. Na ispitanom uzorku, utvrdena je verovatnoéa infekcije virusom
Zapadnog Nila od 35,3% a unutar ovog stratuma najveca verovatnoca je odredena kod svinja
starosti od 6 do 8 meseci (13,05%).

11. Kod zivine drzane u ekstenzivnim uslovima proizvodnje, Bajesovom mrezom
utvrdena je verovatnoca infekcije virusom od ¢ak 38,28%, a unutar ovog stratuma najveca
verovatnoc¢a je odredena kod zivine starosti preko 8 meseci i iznosila je 10,14%. Dobijeni
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rezultati potvrduju ranije nalaze da se Zivina u ekstenzivnom uzgoju moZe sa uspehom
koristiti kao sentinel vrsta.

12. Poredenjem povezanosti faktora kao $to su vrsta, starost i tip proizvodnje,
ustanovljen je visok rizik od infekcije/serokonverzije kod Zivotinja koje se drze u
ekstenzivnim uslovima proizvodnje, iz ¢ega se moze zakljuciti da Zivotinjska vrsta sama po
sebi nije znacajan faktor rizika.

13. Kako su dobijeni rezultati ispitivanja ukazali da svinje gajene u ekstenzivnim
uslovima, kao i mlada goveda (oteljena nakon prethodne sezone aktivnosti vektora) gajena u
farmskim uslovima proizvodnje, mogu da budu izuzetno korisne vrste za monitoring virusa
Zapadnog Nila, revizija postoje¢ih modela prismotre treba da ukljuci i seroloska ispitivanja
ovih zivotinja kao pogodnih sentinel vrsta.
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